Kurze Charakteristik
einiger niederer Organismen im Saftflusse
der Laubbiume.

Von Dr. W. Kriiger.

1. Ueber einen neuen Pilztypus, reprisentirt durch
die Gattung Prototheca (Pr. muriformis ct Pr. Zopfi).

In eciner ausfiihrlicheren Mittheilung: ') | Beitrige zur Kenntniss
der Organismen des Saftflusses (sog, Schleimflusses) der Laubbiume®
habe ich die Resultate meiner Untersuchungen tiber neu aufgefundene
Saftflussbewohner niedergelegt, anf die ich hier im Auszuge zuriick-
kommen will.  Es handelt sich dabei sowohl um chlorophylllose wie
chlorophyllhaltige niedere Organismen, also um Pilze und Algen, die,
wie wir schen werden, in morphologischer Beziehung mancherlei
Analogien zeigen,

Aus dem Saftfluss einer Linde, der von Herrn Geheimrath
1. Kithn im Juni des Jahres 1892 bei cinem Besuche Jena's auf-
genommen und Herrn Prof. W. Zopf zur Untersuchung ibergeben
war, erhielt ich mit Hilfe der ublichen Gelatinekultur neben ver-
schiedenartigen Oidicn-, Hefe-, Schimmel- und Spaltpilzvegetationen
auch zahlreiche Kolonien eines anderen chlorophylllosen Organismus,
welche durch ihre ecigenartige maulbeerformige Gestalt meine Auf-
merksamkeit auf” sich zogen. Da sich das Objckt als neu erwies, so
wurden davon Reimnkulturen hergestellt und diese bildeten das Aus-
gangsmaterial zu einer morphologischen und physiologischen Unter-
suchung des Pilzes.

Weitere Untersuchungen von Saftfliissen ergaben, dass auch die-
jenigen anderer Laubbidume denselben Pilz oder dhnliche Organismen
beherbergen, wovon der der Ulme sich bei der Isolirung als besondere
Art erwies, withrend ein solcher aus den Saftfliissen der Rosskastanie,
soweit man nach den Kulturen urtheilen darf, mit dem des Linden-
flusses identisch ist.

Die beiden untersuchten Pilze, fiir die auf Zopf's Vorschlag die
Genusbezeichnung Prototheca gewihlt wurde und die ich Proto-

1y Zopf, Beitrige zur Physiologic und Morphologic nicderer Organismen.
Heft 1V. Leipzig 1894.
Ledwigia bd. XXX 189y, 1o
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theca moriformis und Prototheca Zopfii benannte, reprisen-
tiren cinen ganz neuen, in dem bisherigen Pilzsystem nicht unter-
zubringenden Pilztypus, der eine Parallelgruppe zu cinfachsten proto-
coccaceenartigen Algen darstellt.

Die morphologischen Eigenschaften der Pilze.

Die verhiltnissmiissig langsam wachsenden Kolonien — sie werden
dem unbewaffneten Auge nach ctwa 5 Tagen sichtbar — erscheinen
als milchweisse, bei Pr. moriformis stark glinzende, bei Pr. Zopfii
matte Punkte, die, aus der Gelatine hervortretend, manchen Spross-
pilzkolonien, aber auch manchen Spaltpilzvegetationen schr dhnlich
sind. Bei schwachen Vergrosserungen dagegen sind die von der
Gelatine eingeschlossenen, stets runden Kolonien maulbeerférmig,
und zwar am ausgeprigtesten bei Pr. moriformis.  Entstehen die
Kolonien dagegen an der Oberfliche der Gelatine, resp. wachsen sie
aus dieser an jene hervor, so sicht man, dass dic Masse aus runden
Zellen besteht, die bei Pr. moriformtis ciner Schleimmasse, welche
auch deutlich die Kolonic umgiebt, cingebettet sind. In dem Falle,
wo eine sehr oberflachlich in der Gelatine licgende Kolonie aus jener
hervortritt und sich an der Oberfliche ausbreitet, nimmt sie nicht
selten eine nierenformige Gestalt an.  Im letzteren Falle bemerkt
man an der concaven Seite der Kolonie einen dunklen Fleck oder,
falls gleichmissige centrifugale Ausbreitung der Kolonie erfolgte, cinen
solchen in der Mitte derselben.

Auf der Oberfliche eciner Traubenzucker und Pepton enthaltenden
Nihrgelatine entwickelt sich Pr. moriformis vom Impfstrich aus
als dicke, milchweisse, glinzende Schleimmasse mit glatten Con-
turen und glatter, zonenloser Oberflache, wihrend die ebenfalls weisse
Masse von Pr. Zopfii in Form flacher, nicht glinzender, mit scharfem,
krenulirtem Rande und concentrischer Zonenbildung verschener Vege-
tation auftritt. Weniger tritt dieser Unterschied auf einer zucker-
und peptonhaltigen Agar-Gelatine hervor, hier ist Pr. Zopfii eben-
falls. mehr schleimig. Auf Bierwiirze - Gelatine wichst Pr. Zopfii
entschieden besser als Pr. moriformis und zeigt sie dabei ihren
charakteristischen Wuchs noch schoner ausgeprigt, wihrend die auf
diesem Substrat erzogene Pr. moriformis auffillig gewissen Bac-
teriaccen dhnelt.  Bei der Zucht in den verschiedensten Nihrfliissig-
keiten entwickeln beide Pilze bei ruhigem Stehen stets nur Ring-
vegetation an der Obertliche und Bodensitze, die besonders bei
Pr. moriformis stark schleimigen Charakter zeigten; Decken-
bildungen (Kahmhéute, dagegen wurden niemals erzeugt.

Auf gekochten Mohrritbenscheiben wie auf gekochten Kartoffeln
war das Wachsthum gleichfalls ein gutes, doch trat der Unterschied
beider Species auch hier nicht so deutlich hervor, denn beide er-



Kurze Charakteristik einiger niederer Organismen cte. 243

scheinen in gleicher Weise schleimig,  [hr langsames Wachsen er-
klirt sich zum Theil aus der den Pilzen ecigenen [Fortpflanzungs-
weise, die weiter unten zur Besprechung gelangt.  Der schleimige
Charakter der entwickelten weissen Massen der Pilze tritt sowoll
auf festen Substraten, als auch in Flissigkeiten auf und ist bei Pr.
moriformis noch etwas stirker als hei Pr. Zopfii entwickelt.

Ban und ntwickelungsgang beider Pilze sind  sehr  einfacher
Natur. Entnimmt man von einer Protothecakultur etwa mit ciner
Platinnadel Material, so erweist sich dasselbe bei mikroskopischer
Prifung als aus zahlreich entleerten Zellhduten, kleinen meist runden
bis ellipsoidischen oder birnférmigen Zellchen und kreisrunden oder
elliptischen, selten anders geformten (halbmondformig oder unregel-
massig) grosseren Zellgebilden, neben verschieden weit entwickelten
Zwischenstadien beider Zellgrossen bestehend.  Die grosseren Zellen
gehen allméhlich aus den kleineren hervor und stellen, nachdem sich
ihr Inhalt getheilt hat, dic Sporenbehilter (Sporangien) der Pilze dar,
Die cinfachen Zellen, welche demnach die entleerten und in Ent-
wickelung begriffenen Sporen  der Pilze darstellen, treten bei Pr.
moriformis in cllipsoidischer, selten kugelrunder, bohnen- oder
birnformiger Gestalt auf, bei Prototheca Zoplii dagegen erscheinen
sie fast stets exakt kugelig. Die Grosse der Sporen, mehr jedoch
noch die der Sporangien ist dussert wechselnd, Art und Menge des
Néihrmaterials sind darauf von nicht geringem Einfluss,

Bei der Betrachtung der ecinfachen Zellen glaubt man auf den
ersten Blick Hetezellen vor sich zu haben, so tiauschend dhneln die
Protothecazellen den Sprossformen der Saccharomyceten und andern
hohern Pilzen. Indessen findet eine vegetative Vermehrung in Form
von hefeartiger Sprossung niemals statt.  Die Vermehrung ge-
schieht vielmehr in folgender Weise: Bei glinstiger Ernithrung ver-
grossern sich die cinfachen Zellchen schnell und werden zu Sporangien,
indem sich ibr Inhalt in zwei bis mehrere Tochterzellen umbildet.
Diese gelangen dadurch in Freiheit, dass die Sporangienhaut sich
durch einen Riss dffnet.  Die aus den Sporangien durch Sprengung
der Membran entleerten Sporen, die tibrigens unter keiner Bedingung
einen Schwirmzustand  cinzugehen befihigt sind, vergrossern sich
alsbald und werden ihrerseits zu Sporangien.  Dieser Vorgang wieder-
holt sich so oft, als das Nihrmaterial ausreicht. Ist dassclbe er-
schopft, so gehen die Zellchen in einen Zustand mit dickerer Mem-
bran und reichem, grobkornigem Inhalt {iber, Bildungen, die man
woh! als Dauerzustand aufzufassen berechtigt ist. Unter giinstigen
Bedingungen Dbilden sich solche Zustinde durch Theilung des Inhalts
direkt zum Sporangium heran,

Vorstehend ist der Gesammtentwickelungsgang in den
Hauptziigen dargelegt, hierauf mogen Zellbau und Zellbildung

16*
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etwas niher behandelt werden. Die Zellen und Sporangien besitzen
eine diinne farblose Membran, welche bei starker Vergrisserung eine
Differenzirung in zwei Schichten erkennen ldsst, eine innere, stirker
lichtbrechende, derbere und eine dussere, zarte, von sehr schwachem
Lichtbrechungsvermogen und mehr schleimigem Charakter.

Man erkennt diese Verhiltnisse am besten bei einer Betrachtung
in dunklen Fliissigkeiten, z. B. FFarbstofflosungen, welche die Membran
nicht firben (Nigrosin). Die Zellen sind dann wie mit eciner klaren
Schicht umgeben.

Beziiglich der chemischen Beschaffenheit der inneren Membran
existiren zwischen Pr. moriformis und Pr. Zopfii erhebliche Unter-
schiede, die in folgender Tabelle zur Anschauung gebracht sind:

Reagenaz. ‘ Prototheca moriformis. Prototheca Zopfii.
Chlorjodzink . . . . . Membran deutlich violett. Keine Farbung der Mem-
bran.
Jod und Schwefelsdure . Schwache, aber deutliche Membran nur gequollen und
Bliuung. schwach gelb.
Jod-Jodkalium . . . . . Firbtdie Membran nicht. Keine Fiarbung der Mem-

bran, sondern nur Qucil-

ung dersclben.
Kupferoxyd - Ammoniak . Lost dic Membran nicht Keine Losung, sondern nur
od. doch nur theilweise. | Quellung der Membran.

Eine Farbstoffspeicherung in der Membran der Protothecaarten
trat bei folgenden Farbstoffen in der angegebenen Weise ein:

Methylenblau  in Wasser,

cbenso M. und Kali . . Membran schon blau. Membran schwach blau.
Siaurefuchsin . . . . . desglh roth. desgl. schon roth.
Haematoxylinn.Grenacher | desgl. violett. M. violett; jiingere Zcllen
schwach, iltere kriftig.
Gentiana- u. Methylviolett  desgl. violett. M. schon violett.
Congoroth . . . . . . desgl schwach rosa. M. schwach rosa gefirbt.
Dablia . . . . . . . .l desgl violett. M. violett.

Dagegen wurden Farbungen nicht erhalten durch: Nigrosin,
Vesuvin, Bismarckbraun und Corallin,

Aus dieser Uebersicht ergiebt sich, dass die kriftigere Innen-
lamelle der Membran von Pr. moriformis aus echter Cellulose
besteht, allerdings aus einer Modification derselben, die in Kupfer-
oxydammoniak unléslich ist; die Innenlamelle der Membran von
Prototheca Zoptii, die sich mit Chlorzinkjod sowie mit Jod und
Schwefelsdure nicht farbt, mehr die Eigenschaft der Pilzcellulose
besitzt.  Auffillig ist der Umstand, dass bei Behandlung mit
Grenacher’sehem Taematoxylin sowie mit Dahlia sich die Membran
bei Prototheca moriformis nicht gleichmiissig fiarbt, vielmehr
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an den genau den beiden Polen entsprechenden Stellen ein kleiner
calottenférmiger Theil viel intensivere Firbung annimmt. Dieselbe
entspricht aber nicht ctwa stirker verdickten Stellen, wovon man
sich nach dem Sprengen der laut resp. ihrer Entleerung deutlich
iiberzeugen kann,

Die Membran von Prototheca Zopfii firbt sich an ganz
jungen Zustinden mit IHaematoxylin gar nicht, wohl aber an etwas
dlteren, ohne dass an irgend ciner Stelle derselben ecine intensivere
Niiance dieser Farbung cintrete.

Die dussere Membranschicht, die cinen schleimigen Charakter
besitzt und namentlich bei Prototheca moriformis stark quellungs-
fahig ist — daher deren Kolonien fadenzichende Eigenschaft auf-
weisen - diirfte ctwa, wie bei [Leuconostoc, aus cinem gummi- oder
schleimartigen Korper bestehen.  Ich habe versucht, diesen Karper
nach dem Verfahren, welches Winter?) zur Gewinnung des LLeuconostoc-
gummis (Dextrans) anwandte, aus ciner grosseren Menge von Pr,
moriformis — die ich in ciner Losung von 3 9, Traubenzucker,
19 Pepton und den néthigen Nihrsalzen gewonnen hatte, zu
isoliren, namlich durch Auskochen der Pilzmasse mit Barythydrat,
Ausfiillen des Baryt mit Kohlensdure, Einengen des Filtrats und
IFallung mit Alkohol, habe aber cin vollig negatives Resultat erhalten,
Jedenfalls darf hicrnach angenommen werden, dass die betreffende
gummi- oder schleimartige Substanz nicht Dextran ist,

Der Inhalt enthdlt zundchst ein nicht allzu winziges Korperchen,
welches nach Fixirung der Zellen mit Alkohol, Firben mit Haema-
toxylin und darauf folgendes Auswaschen mit Wasser deutlich blau
gefirbt erscheint, also wohl einen Kern darstellen dirfte; er tritt auch
nach der IWarbung mit Dahlia sehr schén hervor. Wendet man auf
die mit absolutem Alkohol ausgewaschenen Zellen Jod-Jodkalium
an, so lassen sich im Inhalt von Prototheca Zopfii cin bis
‘mehrere eigenthiimliche Koérper nachweisen, welche sich mit diesem
Reagenz deutlich rothbraun resp. bei stirkerer Verdiinnung violett
farben.  Sie haben die Form von rundlichen oder auch unregelmissig
cckigen Schollen oder Kornern. Nach ihrer IFarbung zu schliessen,
stellen sie moglicherweise ein Kohlehydrat dar. Seine Natur wird
definitiv nicht cher festgestellt werden kénnen, bis es makrochemisch
isolirt und analysirt worden ist.  Am reichlichsten wird dieser Kérper
gebildet, wenn dem Pilze neben aufnehmbarem Stickstoff und den
crforderlichen Nihrsalzen Traubenzucker, Galactose und Glycerip
geboten werden, weniger reichlich findet er sich bei Verabreichung
von Milchzucker, Maltose und Dextrin, fast gar nicht, wenn Rohrzucker,
Mannit oder Inulin geboten wurde. Bei Prototheca moriformis

) Dissertation Halle a. S. 1891: Untersuchungen iber das Zuckerrohr,
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habe ich den Korper nicht nachweisen kinnen,  Hier ist der Inhalt
im  Allgemeinen weniger kornig als bei Prototheca Zopfii und
wird mit Jod rein goldgelb gefirbt, g

Ausserdem kommt, zumal in ilteren Stadien nnd unter gewissen
Verhiltnissen, Fett besonders bei Prototheca Zopfii in den Zellen
vor. Die Fetttropfen lassen sich sowohl an der Braunfirbung mit
Osmiumséure, als an der Rothfirbung mit Alkannatinktar als solche
erkennen.

Wie bereits angedeutet, entwickelt sich bei passender Ernihrung
jede Zelle zu einem Sporangium. s geschicht dies in der Weise,
dass die Zelle sich zundchst mehr oder minder stark vergrossert,
etwa um das 2-—8fache, worauf ihr Inhalt sich theilt. Die Theilungen,
diec an lebenden Individuen haufig schwer zu erkennen sind, trcten
succedan auf, d. h. das Plasma theilt sich zunachst in zwet Hiilften,
die entweder gleich oder ungleich aunsfallen. In den, wie wir schen,
ellipsoidischen Zellen der Prototheca moriformis liegt librigens
die Ebene der ersten Theilung meistens schief zur Lingsachse.
Sodann theilt sich meist jede Plasmahilfte abermals und zwar liegen
diese Theilungsrichtungen bald senkrecht, bald schriig zu der ersten.
Jedes der Theilstiicke kann sich unter Umnstinden abermals theilen
und so fort. Schliesslich umgeben sich die Theilstiicke mit zarter
Membran. Die ersten Theilungen sind vielfach, besonders bei
Prototheca Zopfii, schwer wahrzunchmen, weil die Theilungs-
linien idusserst zart sind.  Man kann aber auch in solchen Iillen
durch Anwendung schwacher Plasmolyse sich sicher von dem obigen
Sachverhalt {iberzeugen. Je mnach der Grosse der urspriinglichen
Zellen und je nach dem Grade, zu welchem die Theilung fortschreitet,
werden in den Sporangien bis 16, selten mehr Sporen von mehr
oder minder gleicher Grésse je nach der Regel- oder Unregelmiissig-
keit der Theilung erzeugt, meist weniger, hiufig selbst nur zwet.

Nach ihrer Bildung schwellen die Sporen etwas auf und runden
sich gegen einander mehr oder minder ab.  In [Folge jener Ver-
grosserung wird ein Druck auf die Sporangienwand ausgeibt, der
zur Folge hat, dass die Membran schliesslich gesprengt wird,  Bei
den, wie wir schen, ellipsoidischen Sporangien von Prototheca
moriformis erfolgt die Sprengung im Aequator - die Sporen
treten jetzt aus, entweder zu maulbeerartigen Gruppen  vereinigt,
was namentlich bei Prototheca Zopfii hiufig ist oder auch ein-
zeln resp. zu zwei oder wenigen zusammenhingend. Haufig bleiben
in der entleerten Sporangienhaut noch Sporen zuriick und entwickeln
sich weiter bis zum Sporangium, das sich wiederum entleert, so
dass die entleerte Haut des einen die des anderen umschliesst.
Solche Fiille, wo ein Sporangium sich in der Haut des Muttersporan-
giums ausbildet und entleert, findet man besonders hinfig bei
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Prototheca moriformis, wohl als eine Folge der grosseren Resi-
stenz der Zellhaut bei dieser Art.  Die entleerten Haute gehen be-
sonders rasch bei Prototheca Zopfii durch einen Vergallertungs-
process allmihlich zu Grunde.

Wichtig ist die Thatsache, dass die Sporen niemals Schwirm-
fihigkeit erlangen.

Die frei gewordenen oder auch in der gedffneten Sporangien-
haut liegen gebliebenen Sporen entwickeln sich alshald wiederum
zu Sporangien und dieser Process wicderholt sich so lange, als Néhr-
stoffzutuhr stattfindet, wobei es gleichgiltig ist, ob sie auf der Ober-
fliche eines festen Substrates oder in Nihrfliissigkeiten wachsen.
Mit cintretender Erschopfung des Substrates verlieren die Zellen die
Fihiglkeit sich zu Sporangien zu entwickeln. Sie schwellen mehr
oder minder auf und werden, wic es scheint, ectwas dickwandiger
und fettreicher.  Solche Zustinde darf man vielleicht als Dauer-
zustinde (Daucrsporen) aussprechen,  Auf oder in ein neues Substrat
ausgesit, entwickeln sie sich alsbald wieder zu Sporangien.

Nach dieser kurzen Darlegung der Morphologie der Pilze wire
ihre systematische Stellung zu erortern. Dass es sich um pilzliche
Organismen handelt, ist nach dem Dargelegten woll unzweifelhaft,
Allein sie lassen sich weder bei den Phycomyceten noch bei den
Mycomyceten unterbringen. Was die lLetzteren anbetrifft, so finden
wir Sporangienbildung nur bei den Ascomyceten. Aber die Sporen-
bildung im Ascus ist cine ganz andere, als bei Prototheca, denn
deren Sporangicninhalt bildet sich durch succedane Zweitheilung
zu Sporen um, Unter den Phycomyceten kénnten nur die einfach-
sten IFormen myecelloser Chytridiaceen zum Vergleich herangezogen
werden, aber hier entstehen die endogenen Sporen nicht durch
succedane, sondern durch simultane Theilung des Sporangien-
inhalts und werden iibrigens in Schwirmerform ausgebildet, was
bei Prototheca nicht stattfindet. Es ist daher nicht wohl mdoglich,
unter den bis jetzt bekannten Pilztypen fiir die Arten der Gattung
Prototheca cinen passenden morphologischen Anschluss zu finden,
Sehen wir uns nun nach einem solchen Anschluss bei den Algen
um. Da fillt uns sofort eine grosse Achnlichkeit in die Augen,
welche in gestaltlicher und entwickelungsgeschichtlicher
Bezichung zwischen Prototheca und gewissen, niederen chloro-
phyllgriitnen Algen und zwar den Protococcaceen unter den Palmella-
ceen herrscht.  Namentlich frappant ist die Analogie mit solchen
Formen, wie sie Beyerinck als Chlorella vulgaris beschreibt
und, wenn wir abschen von der Schwiirmerbildung, auch mit Cysto-
coccus humicola Nigeli und mit Chlorosphaera limicola
Beyerinck. Ich selbst ziichtete neben anderen aus den Saftfliissen
von Pappeln und Ulmen cine Alge, welche mit Beyerinck’s
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Chlorella vulgaris viel Aehnlichkeit hat.  Diese meine Species
ist bei gewisser Erndhrung so arm an Chlorophyll, dass sic bei
starker Vergrosserung fast oder ganz farblos erscheint und nur in
Menge deutlich gelbe resp. griine Farbung zeigt. Vergleicht man
diese Alge genau mit Prototheca Zopfii, so kann man beziiglich
der Gestalt und Entwickelungsweise keinerlei  Differenz  erkennen.
Wer nicht weiss, dass die Alge wirklich Chlorophyll enthilt, wiirde sie
unter dem Mikroskop fiir einec Prototheca halten. In dem nichsten
Abschnitte wird ausfiilirlicher tiber dicse Alge berichtet werden,

Hiernach dirfte es berechtigt sein, die Prototheca als cinen
besonderen Pilztypus aufzufassen, der morphologisch die Gegenstiicke
zu jenen ecinfachsten Protococcaceen bildet, sich also zu diesem
dhnlich verhilt, wie die Spaltpilze zu den blaugriinen Algen
(Phycochromaceen), wie dic Saprolegnien zu den Siphoneen
und die Ascomyceten zu den Florideen sich verhalten.

Zur Physiologie der untersuchten Pilze.

Zunachst wurden die Grenzen der l.ebensfihigkeit und die
Grenzen der Wachsthumsthitigkeit gepriift.  In ersterer Beziehung
kamen in Betracht Temperatur und Austrocknung, in letzterer Tem-
peratur und Sauerstoff- (lLuft)bediirfniss.

Sodann habe ich diec Nihrtiichtigkeit gewisser Substanzen, als
auch den Einfluss verschiedener organischer und unorganischer Ver-
bindungen untersucht und endlich mein Augenmerk auf etwa zur
Ausscheiding kommende Stoffwechselprodukte gerichtet.

Ich kann hier weder auf die dabei angewandten Verfahren noch
ausfithrlich auf die Ergebnisse eingehen, sondern muss mich darauf
beschrinken, die letzteren in kurzer Fassung wiederzugeben.

Wenn wir die Ergebnisse der Versuche iiber die Temperatur-
grenzen der Lebensfihigkeit der untersuchten Pilze in {ibersichtlicher
Weise anordnen, so ergicbt sich IFolgendes:

Es liegt:
Bei Anwendung feuchter  Bei Anwendung trockner
Wirme. Wiirme.
) Prototheca
Die obere Temperatur- l moriformis bei 52—539 7075 (85 bis 909,
gﬂrc.nze . du Lebens- Bl ot o N Soh
L Zopfii bei 45—469 65— 660,

Prototheca
moriformis  bei — 83¢  (4stindige Daucr) nicht
Prototheca crreicht.
Zopfii desgl.

Gegen Austrocknung sind die Pilze ziemlich empfindlich, denn
in Wasser aufgeschwemintes Material auf Objekttriger eingetrocknet,
hatten im Schwefelsalireexsiccator bei Prototheca moriformis

Die untere Temperatur-
grenze der Lebens-
fahigkeit fir
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schon nach 8 Tagen, bei Prototheca Zopfii bereits nach 3 Tagen
ihre Lebensfihigkeit eingebiisst; dagegen hielt sich auf Objekttriiger
diinn ausgestrichenes Material von Prototheca moriformis unter
denselben Bedingungen einige Monate lebensfihig.

Beziiglich der Grenzen der Wachsthuinsthitigkeit der beiden
Pilze wurde Folgendes ermittelt.  Ifs liegt:

fiir Prototheca moriformis fur P'rototheca Zopfii
das Minimuin bei 6—100 bei 6—100

, Optimum 5 20—310 ,y Gl (250

, Maximum 5 ca. 839 by S00

Optimum und Maximum liegen also bei Protothecamoriformis
wesentlich hoher als bei Prototheca Zopfii.

Die Untersuchungen {iber die Wachsthumsthitigkeit in Be-
ziehung zum Sauerstoff ergaben, dass wir es in den beiden vor-
liegenden Arten der Gattung Prototheca mit Organismen zu thun
haben, dic ein ausgesprochenes Luftbediirfniss zeigen. Stichkulturen
in Reagirglasern mit etwa 10 ccm Nihrgelatine geben daher nur an
der Miindung des Stiches cine iippige Entwickelung und hért das
anfinglich schwache Wachsthum in grosserer Tiefe bald auf. Das-
selbe ergiebt sicli, wenn man Keime der Protothecaarten mit
Gelatine mischt und nun schnell erkalten Lisst.  Is findet dann
kaum ecine oder nur eine geringe, kirzbemessene Entwickelung von
Kolonien in den tieferen Schichten der Gelatine statt, sondern die
Entwickelung beschrinkt sich vichmehr auf die Oberfliche und auf
einen circa 1 mm Dbreiten Ring unter derselben.  Was die Er-
nihrung der Pilze anbetrifft, so ist zundchst zu erwihnen, dass die
Pilze sowohl auf schwach alkalischen, als auch auf schwach sauren
Substraten wachsen, erstere scheinen Prototheca moriformis,
letztere Prototheca Zopfii mehr zuzusagen.

Von natiirlichen Nihrboden erwiesen sich besonders gelkochte
Kartotfeln und Mohrritben als geeignet, besonders auf letzteren war
die Entwickelung sehr reichlich. Milch dagegen scheint zur Er-
nihrung wenig vortheilhaft zu secin, ob dies jedoch eine Folge der
chemischen oder der physikalischen Beschaffenheit derselben ist,
muss unentschieden bleiben.  In Ileischextraktlosungen treten nach
einer kurz bemessenen Entwickelung bald die erwidhnten Dauer-
zustande auf.

Die Hauptaufgabe der Erndhrungsversuche bestand darin, fest-
zustellen, welche Substanzen sich als Kohlenstoff- und Stickstoff-
quellen ¢ignen. Zur Pritfung der ersteren Frage wurden neben Pepton
und Niahrsalzen cine Reihe von Kohlchydraten und mehrwerthigen
Alkoholen verabreicht. Da in Lésungen, welche ausser Pepton nur
Nihrsalze, aber keinen der auf ihren Nihrwerth zu priifenden Korper
der beiden zuletzt genannten Korpergruppen enthielten, keine merk-
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liche Entwickelung der Pilze wahrzunehmen war, so folgt daraus, dass
Pepton nicht als Kohlenstoffquelle dienen kann und die Maglichlkeit
ciner gleichzeitigen Deckung des Kohlenstoff- und Stickstoffbedarfs
aus dieser organischen Stickstoffverbindung ist wenigstens somit aus-
geschlossen.  TFerner ergab sich, dass von den zur Untersuchung
herangezogenen Kohlehydraten und mehrwerthigen Alkoholen nur
Traubenzucker, Galactose, Milehzucler, Maltose, Dextrin und Glycerin
erndhrend wirken und zwar Traubenzucker, Galactose und Glycerin
mit besserem Erfolge als die weiter genannten Verbindungen. Es
nihren dagegen nicht Rohrzucker, Inulin, Mannit und Erythrit,
Siuerung tritt dabei nur in Traubenzucker- und Galactoselbsungen
ein.  Gut nihrende Verbindungen endlich bewirken die Bildung
grosserer Zellen resp, Sporangien,  Bei der Pritfung der Trage, die
Deckung des Stickstoftbedarfs betreffend, wurden neben Trauben-
zucker und Nihrsalzen Stickstoffverbindungen in der verschiedensten
Form verabreicht und zwar neben den organischen Verbindungen
Pepton, Asparagin und weinsauvrem Ammoniak, anorganische Am-
moniak- und salpetersaure Salze. Diese Versuche ergaben, dass eine
ziemlich gute Entwickelung selbst ohne Verabreichung von Stickstoff-
verbindungen erfolgt.  ISs ist daher hochst wahrscheinlich, dass der
benéthigte Stickstoff aus der Atmosphire genommen wird.  Nahere
Priifungen dieses Punktes wurden jedoch nicht ausgefithrt.  Fasst
man neben der Quantitit aber auch die Qualitit der Zellen in’s Auge,
so ist diese jedenfalls eine andere, wenn Pepton, Asparagin, wein-
saures, salpetersaures und schwetelsaures Ammoniak zur Verwendung
kommen, als wenn Stickstoffzusatz fehlt oder der Stickstoff in Salzen
nur in Form von Salpetersiure verabreicht wird, denn erstens werden
die Zellen grosser und zweitens zeigen sie cine andere Inhalts-
beschaffenheit; den erstgenannten Korpern muss also wohl eine Rolle
bei der Krndhrung zugeschrieben werden,  Ifiir Prototheca Zopfii
muss noch bemerkt werden, dass ohne Verabreichung von Stickstoff
oder nithrenden Stickstoffverbindungen die zur Entwickelung kommen-
den kleinen Zellen sich als schr fettreich erweisen.

Die Versuche zur Prifung des Einflusses der Concentration
nihrender Verbindungen auf das Wachsthum der Pilze ergaben, dass
mit zunchmender Concentration der zur Anwendung gelangten die
Grisse der Zellen resp. Sporangien abnimmt, und dass die Siuerung,
wo solche {berhaupt aufzutreten pflegt, unterbleibt.  Gegeniiber
anderen, besonders Schimmelpilzen und Bakterien zeigte sich, dass
die Concentrationsgrenze hinsichtlich des Wachsthums ziemlich niedrig
gelegen ist, denn dieselbe ist fiir Glycerin schon etwa mit 209, fir
Traubenzucker, Milchzucker und Dextrin mit 309, fir Asparagin,
weinsaures, salpetersaures und  schwefelsaures  Ammoniak  schon
mit etwa 59, erreicht.
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Schliesslich wurde eine Reihe anorganischer Salze ohne Riick-
sicht auf ihren Nihrwerth beziiglich ihrer Finwirkung in verschiedenen
Concentrationen auf das Wachsthum der beiden Pilze gepriift. Diese
Versuche ergaben, dass mit Ausnahme der schwefelsauren Magnesia
bei allen zur Verwendung gekommenen Salzen die fiir das Gedeihen
von Prototheca moriformis und Pr. Zopfii zulissige Concen-
tration der Losungen mit 109, theils {iberschritten, theils erreicht
ist, denn nur bei einigen wenigen findet dabei noch cine geringe
IEntwickelung statt.  Auch bei diesen Versuchen zeigte sich, dass
mit zunchmender Concentration die Zellen im Allgemeinen kleiner
werden und dass die Sduerung schliesslich ganz unterbleibt. Uebrigens
liegt die Concentrationsgrenze fiir Chloride und Nitrate niedriger,
als fiir Phosphate und Sulfate.

Ueber zur Ausscheidung kommende Stoffwechselprodukte ist bei
dicsen Pilzen hauptsidchlich nur die Bildung ciner Sdure zu ver-
melden, deren Natur ich jedoch bis jetzt noch nicht festgestellt habe.
Weder auf den verschiedenartigen im Laufe der Untersuchung zur
Verwendung gekommenen Gelatine-Nihrbéden, noch auf einer speciell
fiir diesen Zweck priaparirten Gelatine ohne Peptonzusatz trat Pepto-
nisirung e¢in, so dass also kein Gelatine peptonisirendes Ferment zur
Abscheidung konumt.

Ferner wurde mit Hilfe einer Stirkemehl enthaltenden, aber
von nihrenden  stickfreien Kohlenstoffverbindungen freien Gelatine
erwiesen, dass auch kein Stirkelosendes, diastatisches Ferment ge-
bildet wird. Entwickelung auf cinem solchen Substrat blieb voll-
stindig aus, mochte dasselbe nun schwach sauer, neutral oder schwach
alkalisch sein,

2. Ueber zwei aus Saftfliissen rein geziichtete
Algen.

Bei meinen Bemithungen, die Verbreitung von Prototheca-
Arten in den Saftfliissen der verschiedenen Laubbiume festzustellen,
traten mir noch zahlreiche andere Organismen entgegen. Unter
diesen nahmen mein Interesse vor allen Dingen die chlorophyll-
haltigen in Anspruch, also die Algen.

Es gelang mir némlich im August 1892 in Gelatineschalen-
kulturen, welche mit Material cines Saftflusses der Silberpappel (Populus
alba ) angesetzt waren, chlorophyllgriine und mehr gelbgriine Kolonien
aufzufinden, die sich als zwei verschiedenen Algen angehdrig er-
wiesen.  Da meine Versuche, sie in Reinkultur weiter zu ziichten,
alsbald gliickten, ausserdem aber bei vorliufiger mikroskopischer
Priifung sich eine auffillige Aehnlichkeit besonders der einen Art
mit den im vorhergehenden Abschnitte dieser Abhandlung charakte-
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risirten Prototheca-Arten herausstellte, so nahim ich Veranlassung,
auch diese Algen in morphologischer und physiologischer Bezichung
etwas niher zu untersuchen.

Algenreinzuchten sind bisher nur von Seiten Beyerinck’s?)
bekannt, da nun meine Objekte, wie ich zeigen werde, nicht mit denen
von Beyerinck identisch sind, so lasst sich hoffen, dass diec Rein-
zuchtmethode sich auf eine grossere Anzahl nicderer Algen ausdehnen
lassen wird. 4)  Dieselbe wird sicherlich nicht allein fir die Physiologie,
sondern auch fiir die Morphologic derselben von Bedeutung werden.

Von den beiden untersuchten Algen stelle ich die eine auf Grund
der Verwandtschaft mit den von Beyerinck untersuchten Chlorellen
in die Gattung Chlorella und bezeichne sie als Chlorella proto-
thecoides; fir dic andere habe ich, da ich sic sonst nicht unter-
zubringen vermochte, die neue Gattungsbezeichnung Chlorothecium
gewithlt und nenne sic Chlorothecium saccharophilum,

Was das Vorkommen und die Verbreitung dieser beiden Algen-
arten betrifft, so habe ich sie ganz ebenso wie Prototheca mori-
formis und Pr. Zopfii bis jetzt nur in den Saftflissen der Laub-
biume nachweisen kénnen, niemals aber ausserhalb derselben, ctwa
im Wasser oder auf dem Boden ete. I Flusse der Silberpappel kamen
sie beide nebeneinander vor, desgleichen in demjenigen der Schwarz-
pappel.?) In dem Saftfluss einer Uhme bei Raschewitz ) in Schle-
sien, sowie in cinem Ulmenflusse bei Dolinitz an der Elster, ferner
i cinem solchen des landwirthschaftlichen Instituts und der Raben-
insel zu llalle fand ich ecine Alge, dic morphologisch nicht von
Chlorella protothecoides zu unterscheiden war,

Die morphologischen Eigenschaften der untersuchten
Algen.

Chlorella protothecoides.

Beziiglich der Art und Weise der Kolonienbildung und  des
Wachsthums auf festen Ndhrsubstraten ist nach dem bei Prototheca
Zopfii Mitgetheilten nicht viel mehr hinzuzufiigen, als dass sich die
Kolonien von denen jener durch eine gelbgriine, spiter bei Kr-

M M. W. Beyerinck,  Kulturversuche mit Zoochlorellen, Lichenen Gonidicen
und anderen niederen Algen.  Botanische Zeitung 18390, Desgleichen Bericht iiber
meine Kultaren nicderer Algen auf Nihrgelatine,  Centralblatt fiir Bacteriologie
und Parasitenkunde.  Band XL 1893,

*) leh selbst habe bereits noch andere Arten (und zwar etwa 7) als die oben-
genannten, in Reinkultur erhalten. Dic hier zur Behandiung kommenden legte
ich schon in ecincr Novembersitzung der Naturforschenden Gesellschatt1892 vor,

5) So z. B. auf einer Silberpappel der Peissnitz bei Halle a S, und auf
Schwarzpappeln an den zu dieser Saaleinsel fithrenden Wegen.

%) Das Material danke ich der freundlichen Vermittelung des lerrm Dr.
K. Bruhne.
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schopfung  des  Nihrbodens dunklergriine  19drbung  unterscheiden.
Auch der mikroskopische Unterschied dieser beiden verschiedenen
Pflanzengruppen angehorigen Organismen ist derartig gering, dass
nur die blassgelbe TFarbe cine Unterscheidung zulisst, hiufig tritt
diesc jedoch so zuriick, dass es schwer ist. Bilder dieser von solchen
jener zu unterscheiden, ja in Gemischen beider wiirde es unmoglich
sein, cinzelne Individuen sicher zu identificiren, Das Vorhandensein
oder Fehlen des Chlorophylis ist iiberhaupt der einzig durchgreifende
Unterschied dieser beiden Organismen, denn auch in sonstiger phy-
siologischer Beziehung verhalten sie sich, was ich hier schon hervor-
heben will; vollstindig {iberetnstimmend.

Vorstehendes  gilt hauptsachlich  fiir  Material, welches unter
ginstigen Erndhrungsbedingungen erwachsen ist, d. h. wo den Or-
ganismen neben assimilirbaren Stickstoffverbindungen irgend cine
aufuehmbare Kohlenstoffverbindung (Traubenzucker, Glycerin etc.)
gegeben wird, Hier tritt, weil die Zellen keine Kohlensidure zu assi-
miliren brauchen, da sic ja andere Kohlenstoffquellen haben, die
Bildung des Chlorophylls zuriick. Anders verhilt sich die Sache
dagegen, wenn assimilirbare Kohlenstoffverbindungen nicht dargeboten
werden, dann findet bei Prototheca Zopfii keine Entwickelung
statt, wiihrend bei Chlorella protothecoides, wenn auch unter
bedeutender Verringerung der Vermehrung, reichlich Chlorophyll ge-
bildet wird.

Die Zecllen besitzen cinen koérnigen, sich mit Jod-Jodkalium
goldgelb farbenden Inhalt. Zellen, die cinen Chlorophor deutlich
erkennen lassen, besitzen einen mehr homogenen Inhalt.  Mit 11a-
matoxylin nach Grenacher gefirbte, geniigend ausgewaschene und
in Glycerin- Alaun aufgehellte Priiparate lassen den kleinen Zellkern
leicht erkennen. Ferner treten, und zwar besonders reichlich bei ge-
wissen Ernihrungen, z. B. ohne Stickstoffgaben oder aufnehmbare
Stickstoffverbindungen ganz wie bei Pr. Zopfii Fetttropfchen auf,
dic cine ziemliche Grosse erreichen kénnen und in den erwidhnten
Fillen das Innere der Zelle fast ausfiillen. IEndlich firbt sich cin
Theil des Inhalts besonders dann, wenn leicht aufnehmbare Kohlen-
stoffverbindungen (Traubenzucker, Glycerin) dargeboten werden, mit
Jod-Jodkalium rothbraun, es wird also auch derselbe bei Proto-
theca Zopfii aufgefundene Korper gebildet, In nidhrstoffarmen
oder schlecht nihrenden Medien (Maltose, Mlilehzucker, Dextrin)
erwachsenes Material ist vakuolenreich., Der Chlorophor, der hier
wie bei Chlorothecium saccharophilum nur dann scharfbegrenzt
zur Wahrnehmung gelangt, wenn die Alge darauf angewiesen ist,
ihren Kohlenstoftbedarf mit Hilfe des Chlorphylls aus der Kohlen-
saure zn decken, besitzt ausgesprochen Mantelform. In jungen Kul-
turen z, B. auf Bierwiirzegelatine, die im Strich anfangs vollstindig
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blassgelb  gefirbt erscheinen und erst spiter an der Obertliche in
chloraphyllgriin iibergehen, kann man in den Zellen nur vereinzelt
dic l.age des Chlorophors an eciner nicht scharfbegrenzten gelbgriinen
“arbung wahrnehmen, Erst mit Erschapfung des Nihrsubstrates bei
Zutritt von Licht hebt sich der Chlorophor anch hier deutlicher vom [nhalt
ab. Die Zellhant, mit nur schwachem Schleimhof verschen, scheint
sich leicht zu [6sen, denn im Gegensatz zu Prototheca moriformis
nimmt man hier dhnlich wic bei Pr. Zopfit weniger reichlich leere
Sporangienhdute wahr,  Wic auffallend die Eriihrung auf die Aus-
bildung der Zellen resp, Sporangien von Lintluss ist, kann aus ciner Ver-
gleichung von Priparaten aus Kulturen mit nithrenden Kolilenstoftver-
bindungen und solchen ohne letztere entnommen werden, man hat dann
Zustiinde der Chlorella protothecoides vor sich, deren Zusammen-
gehorigkeit man ohne Kulturexperiment wohl kaum vermuthen diurtte,

Der Entwickelungsgang der Zellen bis zur Ausbildung des fertigen
Sporangiums unterscheidet sich von dem bei Pr. Zopfii in Nichts,

Chlorothecium saccharophilum.

Auch diese Alge zeichnet sich durch grosste Einfachlieit im Bau
und LEntwickelungsgang aus. Die Zellen (Sporangien’ sind im Gegen-
satz zu Chlorella protothecoides ellipsoidisch oder ciformig,
seltener kugelrund, bohnen- oder birnférmig und dhneln in ihrer
Gestalt der im vorigen Abschnitt beschricbenen Prototheca mori-
formis. Ganz besonders hiufig sind bet dieser Alge auf gut nihren-
den Substraten abnormale Zellformen, besonders aber solche, die
sich durch einen kleinen Fortsatz auszeichnen, so dass man birn-
formige bis kaulquappenartige Gestalten zu Gesicht bekommt

Bet der Priiffung des Inhalts treten cinem ausser dem schwicerig
nachzuweisenden Zellkern zuniichst die oben bei Chlorella proto-
thecoidesund Prototheca Zopfit erwithnten Korperchen entgegen,
die sich mit Jod-Jodkalium rothbraun farben. Bei guter Ernihrung
entschieden weit weniger reichlich, als bei den socben genannten
Planzen tritt hicr in den Zellen IFett auf. Was endlich den Chloro-
phor anbetrifft, so zcigt er cine andere Form als bei ‘Chlorella
protothecoides, insofern er gestreckter und flacher ist.  Ir tritt
am schonsten hervor in solchen Zellen, die ohne Verabreichung von
Kobhlenstoffquellen erwachsen sind.  Bevor die Zellen Theilung ein-
gehen, theilt sich auch der Chlorophor, und zwar in so viele mechr
oder weniger unregelmissige Theile, als die Mutterzelle Tochterzellen
(Sporen) erzeugt. Wahrend in den Zcellen, wo ein Chlorophor scharf-
umgrenzt wahrnehmbar ist, der Inhalt meist theilweise homogen,
theilweise feinkérnig ist, ist der Inhalt bei solchen Zellen, denen bei
ihrer Ausbildung reichlich Kohlenstoffnahrung (z. BB. Traubenzucker)
zur Verfiigung stand, wesentlich anders beschaffen, der Inhalt ist
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grobkornig und der Chlorophor ist nicht scharf hegrenzt, ja oft nur
schwierig wahrnchmbar,

Dic Vermehrungsart ist hier ebenfalls cinzig und allein die durch
in Sporangien erzeugte Sporen. Die Sporen (Gonidien), welche fast
ausnahmslos ellipsoidisch sind, vergrossern sich bei glinstiger r-
nihrung ziemlich schnell, ihr Inhalt theilt sich darauf, die cinzelnen
Theilstiicke runden sich ab  und endlich durch Sprengung  der
Membran gelangen die gebildeten Tochterzellen in Freiheit.  Letztere
nchmen niemals Schwirmzustand an. Bildung von ausgesprochenen
Dauerzustinden konnte ieh bei dicser Art nie beobachten, withrend
ich sie bei Chlorella protothecoides in der bei Prototheca
Zopfii geschilderten Weise wahrnahm,

Die Membran der Zellen und Sporangien ist diinn und farblos
und weniger schleimig als bei der vorhin behandelten Alge, Chlorella
protothecoides und den Prototheca-Arten. Die Auflosung der
entleerten Sporangienhaut scheint hier noch weit schneller als bei
den beiden zuletzt genannten Organismen vor sich zu gehen, denn
Pleurococcusartig verbundene, von der  verschleimten  Membran
umgebene  Zelthdufchen  findet man  hier nicht.  Auch wird die
Zweischichtigkeit der Membran jener bei Chlorothecium saccharo-
philum nicht bemerkt. Dass aber auch das chemische Verhalten
der Membran der hier in Betracht kommenden Alge ein anderes ist,
als bei Chlorella protothecoides und Prototheca Zopfii,
moge folgende Tabelle lehren:

Chlorella ’ Chlorothecium

Reagenz. Prototheca Zophi. : .
protothecoides. saccharophilum.
Chlorjodzink .!l(einc IZirbung dcr!l\’cinc IFirbung der Neine Farbung der
Membran, Membran, Membran,
Jod u. Schwe-
felsiure . .[Membran  schwach | Membran  schwach | Membran schwach
| gelb und gequollen. | gelb  gefarbt,  ge- | gelb gefarbt.
quolicn.

g I . - -
Jod-]mlkahumll\cmc FFarbung der | Keine Farbung der | Keine  Membran-
Membran-Quellung. | Membran-Quellung. | firbung,
Kupferoxyd-

Ammoniak .|| Keine Losung, son-|Keine Losung, son-| Mcmbran nicht
dern nur Quellung | dern nur Qucllung | losend.
)| der Membran. der Membran,

Methylblau  in
Wasser, Me-!
thylblau und

Kali. . . .| Membran schwach ! Membran  schwach Membran nicht ge-
| blau. I blau, | firbt.
Siurcfuchsin .| Membran schon roth, | Membran gefirbt. Mcembran nicht ge-

| I firbt(od.doch nur
I | schr schwach?)
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|
Reagenz. | Prototheca Zopfii. | ("hlor(:!l;r l ("hlorothcc.ium
| protothecoides. | saccharophilum.
Haematoxylin
n. Grenacher | Membran violett. Membran violett. Membran nicht ge-
| farbt.
Dahlia. . . . Membran gefirbt. ‘Membran  nicht  ge- | desgl.
| liarbt.
(}(t:nti:m.'wiolcttI| Membran schoén vio- | Membran violett. ‘ desgl.
|| lett. | \
Methylviolett .| desgl, | desgl, ‘ desgl.
Congoroth . . |Mcmbran  schwach | Membran  schwach 1 Membran schwach
rosa gefarbt. | gefarbt. | rosa.

Nigrosin, Vesuvin, Bismarckbraun und Corallin firben bei allen
drei Organismen dic Zellhaut nicht .

Wenn  wir  den  Entwickelungsgang  von  Chlorothecium
saccharophilum und Chlorella protothecoides mit dem
Entwickelungsgange der im ersten Abschnitte dieser Arbeit charak-
terisirten Prototheca-Arten in niheren Vergleich zichen, so ergicht
sich cine ausgesprochene Aehnlichkeit. Jede Zelle wird nach vor-
heriger  Vergrosserung zu einem  Sporangium, indem der Inhalt
successive Zweitheilung  eingeht.  Die Theilsticke runden  sich
schliesslich ab und werden aus der sich éffnenden Sporangienmembran
entleert. Schwirmstadien treten niemals auf. Dieser Entwickelungs-
gang wicderholt sich dann so oft als die Ernihrungsverhiltnisse es
gestatten, Dbis endlich Entwickelungszustinde auftreten die man
vielleicht als Dauerstadien auffassen diirfte, in Riicksicht auf die etwas
grossere Membrandicke und den reicheren Inhalt.  Der einzige durch-
greifende morphologische Unterschied zwischen genannten beiden
Algen cinerseits und den Prototheca-Arten andererseits liegt in
der Bildung von Chlorophoren.  Aber unter gewissen Ernidhrungs-
verhiiltnissen tritt die Ausbildung von Chlorophoren bei jenen Algen
namentlich bei Chlorella protothecoides so stark zuriick, dass
auch dieses Unterscheidungsmerkmal nicht mehr stichhaltig bleibt.
Wie gross die Achnlichkeit zwischen Prototheca Zopfii und
Chlorella protothecoides unter Umstinden werden kann, geht
wohl daraus hervor, dass Prof. Zopf, der diese beiden Objekte doch
genau kennt, dieselben mikroskopisch nicht zu unterscheiden ver-
mochte, wenn die genannte Alge in fast chlorophyllloser Form vorlag
und ich thm absichtlich nicht gesagt hatte, welches der Pilz und
welches die Alge sei.

Aus dieser auffallenden morphologischen Achnlichkeit diirfte die
Berechtigung abzuleiten scin, die hier in Betracht kommenden Algen,
sowic die anderen sich morphologisch anschliessenden Algentormen
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(z. B. die von Beyerinck I. c. untersuchten) als einer Parallelgruppe
zu den Prototheca-artigen Pilzen aufzufassen, was ich auch bereits
in der vorausgehenden Mittheilung betont habe.

Einige physiologische Eigenschaften der Algen.

Die mit den aus den Saftflissen der Biume in Reinkultur er-
haltenen Algen cingeleiteten physiologischen Versuche sind in der-
selben Weise und Ausdehnung vorgenommen, als solche bei den
beiden Protothecaarten, besonders Pr. Zopfii, zur Ausfithrung kamen,
ja meist sind die Versuche mit Pr. Zopfii mit denen der Algen
gleichlaufend.

Sie erstrecken sich ndmlich auf die Grenzen der Lebensfihigkeit
und die Grenzen der Wachsthumsthitigkeit, dort kamen Temperatur
und Austrocknung, hier Temperatur und Sauerstoftbediirfniss in
Betracht., Ferner wurde dic Nihrtiichtigkeit gewisser Substanzen
als auch der Linfluss der Concentration verschiedener organischer und
anorganischer Verbindungen auf das Wachsthum gepriift. Endlich
war das Augenmerk auf etwaige Stoffwechselprodukte gerichtet.
Auch hier werde ich mich mit einer kurzen Wiedergabe der Ergeb-
nisse der eingeleiteten Versuche begniigen.

In {bersichtlicher Darstellung lauten die Resultate der Versuche,
die beziiglich der Temperaturgrenzen der Lebensfihigkeit angestellt
sind, wic folgt:

Es liegt:

Bei Anwendung feuchter BeiAnwendung trockener

Wirme Wiirme
. Chlorella
Die obere Temperatur- protothecoides bei 45-46° bei 6572
grc.nzc ! d“ Lebens- Chlorothecium
fahigkeit fir saccharophilumbei44-45° bei 66-67 0

Dic untere Temperatur-
grenze  der Lebens-
fahigkeit fur

Chlorella
l protothecoides bei — 839 (4stiindige Dauer)
l Chlorothccium nicht crreicht.
saccharophilum desgl.
Die obere Temperaturgrenze der Lc]mnsfi{higlmit dieser Algen
licgt also im Vergleich zu anderen Organismen verhdltnissméssig niedrig,
Auch gegen Austrocknen erwiesen sich die vorliegenden Algen
dusserst empfindlich, denn wihrend die Lebensfihigkeit bei Chlorella
protothecoides schon nach 3 Tagen erloschen war, wenn man in
Wasser aufgeschwemmtes Material auf Objekttriger cintrocknen liess
und der Austrocknung im Schwefelsiurcexsiccator aussetzte, erreicht
dic Lebensfihigkeit bei Chlorothecium saccharophilum unter
denselben Verhiiltnissen ihre Grenze nach etwa 8tagiger Austrock-
nung. Erstere Alge verhilt sich also in dieser Bezichung ganz wie
Prototheca Zopfii, letztere wie Prototheca moriformis.
Hedwigia Bd. XXX 18594. 17
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Die Grenzen der Wachsthumsthiitigkeit der beiden Algen sind
in nachstehender Zusammenstellung angegeben. s liegt:

Fir Chlorella protothecoides Fir Chlorothecium saccharophilum

das Minimum hoéher als 5—6 90 hoher als 5—69
,»  Optimum bei 279 hei 279
Maximum , 30—=31°0 o 30—319,

Die Grenzen der \Wachsthumsthatigkeit liegen also bei den
untersuchten Algen ectwa wie bei Prototheca Zopfil.

Sowohl aus Stichkulturen wic auch aus Mischkulturen in Reagir-
glisern geht hervor, dass die vorliegenden Organismen cin grosses
Luftbediiriniss besitzen und sich in ciner Beziehung fast ganz wie
die Arten der Gattung Prototheca verhalten.  Wiihrend bei Stich-
kulturen nur an der Miindung und bis zu dieser sehr geringen Tiefe
des Stiches ecine lntwickelung eintritt, hort bei Mischkulturen in
tieferen Schichten der Gelatine die Entwickelung der Kolonien bald auf,
dagegen kommen diese an der Oberfliche oder dicht unter derselben
zur besten Ausbildung.

Was die Ernihrung der beiden Algen anbetrifft, so sei zunichst
crwithnt | dass dieselben sowohl auf schwach alkalischen wie auch
auf schwach sauren Nihrboden mit ziemlich gleichem lirfolge ge-
zogen werden konnen. Besonders geeignet erwies sich die Bier-
wiirzegelatine.

Von natiirlichen Nihrsubstraten sind als vorziigliche Nihrboden
auch gekochte Kartoffeln, vor Allem aber gekochte Mohrriiben hervor-
zuheben. Auch Milch eignet sich zur Erndhrung dieser Algen schein-
bar besser, als bei den Arten der Gattung Prototheca,

Die Hauptaufgabe der Ernihrungsversuche bestand aber auch
hier darin festzustellen, welche Substanzen sich als Kohlenstoff- und
Stickstoffquellen eignen. Zur Prifung der ersteren IFragen sind hier
ganz so wic bei Prototheca neben Pepton und Nihrsalzen eine
Reihe von Kohlehydraten und mehrwerthigen Alkoholen verabreicht.

Eine Deckung des Kohlenstoftbedarfs aut Kosten des Peptons
findet auch bei den vorliegenden Algen nicht statt. Die Deckung
geschieht hier entweder unter missiger IEntwickelung durch die
Assimilation der Kohlensiure, weit ausgiebiger jedoch durch gewisse
Kohlenstoffverbindungen, deren Verabreichung eine kriftige und
schnelle Entwickelung zur Folge hat. Von diesen Kohlenstoffver-
bindungen erweisen sich fiir Chlorella protothecoides wie bei
Prototheca Zopliit besonders geeignet Traubenzucker, Galactose
und Glycerin, augenscheinlich weniger dagegen — was aus der Ent-
wickelung und Farbung der Masse, sowie der Grosse der Sporangien
ersichtlich ist - Maltose, Dextrin und Milchzucker, wihrend dem
Rohrzucker, lnulin und Mannit in dieser Bezichung kein Werth
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beizumessen ist. Auf Chlorothecium saccharophilum iiben die
glinstigsten Wirkungen aus ‘l'raubenzucker und Mannit, weniger gut
nihren Maltose, Dextrin, Galactose und Milchzucker; Rohrzucker,
Inulin und Glycerin dagegen gar nicht.

Auch bei der Priifung der Fragen: Aus welchen Stoffen decken
die Algen ihren Stickstoffbedarf? wurden wie bei Prototheca neben
Traubenzucker und Nihrsalzen Stickstoffverbindungen in der ver-
schicdensten Form verabreicht und zwar neben den organischen Ver-
bindungen Pepton, Asparagin und weinsaurem Ammoniak, anor-
ganische Ammoniak- und salpetersaure Salze.

Als bemerkenswerth ist aus diesen Versuchen hervorzuheben, die
reichliche Bildung von Fett bet den Versuchen ohne Stickstoff gaben,
worin sich die untersuchten Organismen untereinander sowie nit
Prototheca Zopfii ganz gleich verhalten. Ein Unterschied zeigt
sich jedoch unter diesen Verhiltnissen in der Entwickelung, niam-
lich derartig, dass bei Prototheca Zopfii eine ziemlich gute Ent-
wickelung vor sich geht, wihrend dieselbe bei Chlorella proto-
thecoides weniger reichlich und endlich bei Chlorothecium
saccharophilum &usserst gering oder fast Null ist. Ein weiterer
Unterschied der drei Organismen macht sich ferner in dem Ver-
halten zu den  verabreichten Stickstoffverbindungen bemerkbar;
Prototheca Zopfii und Chlorella protothecoides konnen,
wie aus der Grisse und dem Inhalt der Sporangien hervorgeht, sal-
petersaure Salze nicht assimiliren, wohl ist dieses dagegen der Fall
bei Chlorothecium saccharophilum. Die jedenfalls auf Kosten
des Traubenzuckers ecintretende Siuerung tritt um so eher hervor,
je ausgicbiger dic lintwickelung sich auf Kosten der beigegebenen
Stickstoffverbindungen vollzieht, also je geeigneter die letzteren sich
fiir die Erndhrung erweisen,

Hervorzuheben ist ferner noch, dass bei Chlorella proto-
thecoides in IFlissigkeiten sowohl, wie auf festen Nahrboden
ohne assimilirbaren Stickstoff, also auch bei Verabreichung salpeter-
saurer Salze die entwickelte Masse mit der Zeit vollstindig farb-
los wird.

Auch eine Priffung des Einflusses der Concentration nidhrender
Verbindungen aut das Wachsthum der Algen wurde vorgenommen,

Aus diesen Versuchen ergiebt sich, dass mit zunehmender
Concentration die Masse und Grosse der Algenzellen
resp. Sporangien abnimmt, und dass die Sduerung, wo
solche tberhanpt aufzutreten pflegt, allmiihlich schwicher wird und
zuletzt ganz unterbleibt. Einc Ausnahme bildet das Asparagin, wo
die Algen in concentrirter Losung sich noch reichlich entwickeln
und das Dextrin, wo dic Zellen vakuolenreich werden, an die Ober-

175
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fliche gelangen und hier wahrscheinlich Kohlensiure assimiliren. Von
den gepriften Salzen, nimlich weinsanrem Ammoniak, salpetersaurem
Ammoniak und schwefelsaurem Ammoniak, sowie vondemangewandten
Nihrsalzgemisch vertragen die Algen bis 5 Prozent oder hochstens
etwas mehr. Da auf Zuckerlosungen mit zunchmender Concentration,
speciell auf Losungen des nicht nihrenden Rohrzuckers (bei Chloro-
thecium auch des Glycerins) die Algenmasse lebhaft griin wird, so
ist Verdacht vorhanden, dass die Entwickelung hier auf Kosten der
Kohlensidureassimilation stattfindet, so dass keine Riickschliisse auf
die Concentrationsgrenze des \Wachsthums zulassig sind.

Endlich wurde auch hier eine Reihe anorganischer Salze ohne
Ricksicht auf ihren Nihrwerth beziglich ihrer Einwirkung in ver-
schiedenen Concentrationen auf das Wachsthum der beiden Algen
gepriift.

Die entwickelte Masse zeigte sich in allen Versuchen bei den
beiden Algen gelblich bis gelblichgriin, wie wir es auch sonst bei
Ernihrung mit Traubenzucker schon kennen gelernt haben.,  Am
wenigsten gefarbt und dabei fast rein gelb war dieselbe bei Chlorella
protothecoides, wihrend sie bei Chlorothecium saccharo-
philum mehr eine gelbgriine Farbe hatte.

Es crgab sich beziiglich der angewandten anorganischen Salze,
dass die Concentrationsgrenze des Wachsthums der beiden Algen
mit 10 °), theils erreicht, theils schon iiberschritten ist. IKine Aus-
nahme bildet die schwefelsaure Magnesia, in deren 10 ‘) iger Losung
die Algen noch ziemlich gut gedeihen. Im Vergleich zu anderen
niederen Organismen zcigt sich, dass die Concentrationsgrenze des
Wachsthums der untersuchten Algen ziemlich niedrig gelegen ist,
Die Concentrationsgrenze der Chloride liegt {ibrigens noch niedriger,
als die der Phosphate und Sulphate Ferner ersicht man, dass mit
zunehmender Concentration die Zellen und Sporangien im Allgemeinen
kleiner werden und die Sdnerung, wo sie {iberhaupt auftritt,
schliesslich unterbleibt.

Was die zur Ausscheidung kommenden Stoffwechsel-
produkte anbetrifft, so ist in dieser Bezichung hier ebenfalls nur
die in Zuckerlésungen (Traubenzucker, Galactose) auftretende Bildung
ciner Sdure, deren Natur ich bis jetzt noch nicht feststellen konnte,
hervorzuheben. Dagegen trat weder auf den verschiedenartigen im
Laufe der Zeit zur Verwendung gekommenen Gelatinenihrboden,
noch auf einer speciell fiir diesen Zweck priparirten Gelatine ohne
Peptonzusatz Peptonisirung cin, so dass diec Annahme gerechtfertigt
erscheint, dass kein Gelatine peptonisirendes Ferment von den unter-
suchten Algen abgeschieden wird. Aber auch kein diastatisches
Ferment wird gebildet, denn wenn man eine neben Pepton und
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Nihrsalzen Stirkemehl enthaltende saure oder neutrale Gelatine in
Schillchen ausgiesst und dieselbe mit den Algen impft, so lisst sich
zu keiner Zeit, wie man mit Jodlosung in bekannter Weise nach-
weisen kann, eine Umwandlung der Stirke erhalten. Also in Bezug
auf Peptonisirung und Bildung von Diastase verhalten sich die
vorliegenden Algen ganz so negativ wic Pr. moriformis und Pr.
Zopfii.

Wenn ich nun hierauf-die wichtigsten Resultate der vorstehenden
mit den Algen angestellten physiologischen Versuche zusammenstellen
soll, so wiirde in erster Linic die Thatsache hervorzuheben sein, dass
Chlorella protothecoides und Chlorothecium saccharo-
philum sich von organischen Substanzen zu ernihren im Stande sind,
und dass diese Erndhrung einen besonders giinstigen Einfluss auf das
Wachsthum auszuiiben vermag, wihrend die Kultur in blossem Wasser
mit Nihrsalzen bei weitem kein so giinstiges Ergebniss liefert,  Zu
cinem dhnlichen Resultat ist auch Beyerinck in Bezichung auf andere
Algenvertreter gelangt. — Was nun die Frage anbelangt: Welchen
Nihrwerth haben die einzclnen organischen Substanzen?
so sind folgende Resultate gewonnen worden.

Von Kohlehydraten und mehrwerthigen Alkoholen erniliren
am besten
bei Chlorella protothecoides Traubenzucker, Galactose
und Glycerin,
bei Chlorothecium saccharophilum Traubenzucker
und Mannit;
weniger gut
bei Chlorella protothecoides Dextrin, Maltose und
Milchzucker,
bei Chlorothecium saccharophilum Dextrin, Maltose,
Galactose und Milchzucker;
garnicht
bei Chlorella protothecoides Robrzucker, Mannit und
Inulin,
bet Chlorothecium saccharophilum Rohrzucker, Glycerin
und Inulin.

Beyerinck dagegen fand ftiir seine Algen (Scenedesmus acutus
Meyen, Chlorella vulgaris Beyerinck, ChlorosphaeralimicolaB.
und Cystococcus humicola aus Physcia parietina), dass
nicht allein Glucose, Laevulose und Maltose, sondern selbst Rohr-
zucker aufgenommen wird.

Wie fiir gewisse Beyerinck’'sche, so ergab auch fiir meine Objekte
die Erndhrung mit Kohlenstoffverbindungen auffallige Vergrosserung
der Zellen und Sporangien, dic ctwa bis auf’s doppelte bis dreifache
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des Durchmessers stieg, desgleichen trat die Intensitit der Chloro-
phyllbildung in gut nihrenden Verbindungen dieser Art bedeutend
zuriick.

Die Erndhrung mit Stickstoffverbindungen in verschiedener IForin
ergab IFolgendes:

bei Chlorella protothecoides findet ohne Verabreichung
von Stickstoff nur eine missige,
bei Chlorothecium saccharophilum nur eine dusserst
geringe Entwickelung statt.
Die Zellen werden dabei auffallend klein und fettreich.
lhren Stickstoffbedarf kénnen decken:

Chlorella protothecoides aus Pepton, Asparagin und
Ammoniaksalzen,

Chlorothecium saccharophilum aus den genannten
Stoffen und Nitraten,

Die Versuche Beyerinck’s, die leider nur mit Gelatinemischungen
und nicht mit Nihrflissigkeiten angestellt, also nicht ganz exakt sind,
ergaben, dass fiir die oben genannten vier Species nur Peptone als
Stickstoffnahrung in Betracht kommen, er fithrt noch an, dass
Scenedesmus acutus und Chlorella vulgaris durch Ammoniak-
salze und Nitrate nicht ernihrt werden, fiir letztere Species auch
Asparagin nicht nihrend wirke.

Auch der sonstige Inhalt verinderte sich unter diesen Verhalt-
nissen ziemlich auffillig, insofern er grobkdrnige Beschaffenheit annahimn.
Die Gelatine sich als Nihrstoff durch Peptonisirung nutzbar zu
machen, wie zwei der Beyerinck'schen Algen es thaten, vermochten
die von mir untersuchten Species nicht, auch wenn sie keine sonstige
Stickstoffquelle zur Verfiigung hatten.

Als cine anaerobische FForm, wie sic Beyerinck in  seiner
Chlorosphaera limicola gefunden hat, ist keine meiner beiden
Algen anzusprechen. Auch ein diastatisches Ferment wird nicht
abgeschieden.

Ich darf endlich woh]l noch darauf hinweisen, dass ich aus demn
Saftfluss der Llaubbaume noch verschiedene andere, niedere Organis-
men isolirt habe, die vom physiologischen Standpunkte aus ein
gewisses Interesse besitzen und die ich daher, falls die Verhiltnisse
es gestatten sollten, weiter zu untersuchen gedenke.

Auch sei es mir hier gestattet, Herrn Prof. W, Zopf, der mir
mit Rath und That zur Seite stand und in dessen l.aboratorium
die Arbeit zur Ausfithrung kam, meinen Dank ergebenst abzustatten.

Zum Schluss gebe ich die Diagnose der vorstehend beschrichenen
Organismen.
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Prototheca nov. gen.

Pilze ohne Mycel und Sprossbildung. In meist runden, ovalen
oder ellipsoidischen Sporangien werden durch succedane Theilungen
des Inhalts eine Anzahl Sporen crzeugt, die durch Aufspringen des
Behillters oder Losen der Membran desselben fret werden, aber
niemals schwirmen. Die entleerten Sporen  bilden sich wiederum
zu cinem Sporangium heran.

Eine Gattung, die weder bei den niederen Ascomyccten
(Saccharomyceten) noch bei den niederen Phycomyceten (Chytri-
diaceen) ihren Anschluss findet, sondern wir haben es hier mit
ciner bis jetzt allein stchenden Gattung mycelloser Pilze zu thun,
die einzelnen Gliedern der chlorophylifiihrenden Reihe der Thallo-
phyten den Protococcaceen unter den einzelligen Algen selten nahe
steht und dazu eine Parallelgruppe bildet.  Bis jetzt nur in Saft-
resp, Schleimtliissen der Laubbdume.

Prototheca moriformis nov. spec.

Morphologisch.  Oberflichliche Kolonien auf gewdhnlicher
Traubenzucker- Nahrgelatine milchweiss, glanzend;  cingeschlossene
Kolonien maulbeerartig, meist rund.  lmpfstriche meist gewdélbt mit
glatten Conturen und glatter zonenloser Oberfliche.  Masse stark
schleimiger, fadenziehender Natur, Sporangien meist ellipsoidisch,
oval oder selten kugelrund. Grésse nach der Ernidhrung sehr ver-
schieden, circa 13—15 p im grossten Durchmesser.  Entleerung durch
einen Riss im Aequator.  Sporen nie schwirmend. Membran diinn,
farblos, deutlich zweischichtig, innen aus einer Celluloselamelle, aussen
aus einer schleimartigen Schicht gebildet; erstere farbt sich nach
Behandlung mit Chlorzinkjod, sowie mit Jod und Schwefelsaure, 16st
sich aber in Kupferoxydammoniak nicht. Die Pole der Membran
farben sich mit Dahlia und Hamatoxylin nach Grenacher intensiver.
Inhalt mehr gleichartig, ohne einen mit Jod-Jodkalium sich rothbraun
fairbenden Kérper.

Physiologisch. Von stickstofffreien Kohlenstoffverbindungen
ernihren: Traubenzucker, Galactose (Milchzucker, Maltose, Dextrin)
und Glycerin, Den Stickstoffbedarf kann der Pilz (ausser aus der Lauft)
aus DPepton, Asparagin, weinsaurem Ammoniak und anorganischen
Ammoniaksalzen, nicht aus salpetersauren Salzen decken. Iis wird
von dem Pilz weder cin peptonisirendes noch ein diastatisches Ferment
gebildet.  Luftbedirfniss sehr ausgeprigt. Der Wiarmetod bei An-
wendung feuchter Wirme liegt bet 52539, bei Anwendung trockener
Wirme bei 70—75 (85—90"). Die Wachsthumsgrenzen licgen: Mini-
mum bei 6--109, Optimum bei 29--31" und Maximum bei etwa 389,
Eine Kilte von —83° bringt den Pilz bei vierstiindiger Einwirkung
nicht zum Absterben.
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Vorkommen: In Lindenfliissen bei Jena und in Fliissen der
Rosskastanie im botanischen Garten zu Halle a. S.

Prototheca Zopfii nov. spec.

Morphologisch. Kolonien c¢benfalls weiss, matt oder nur
wenig glinzend und unregelmissiger. Impfstriche flach, von mchr
hefeartigem Wuchs, mit krenulirtem Rande und concentrischer Zonen-
bildung. Masse weniger schleimig und daher nicht fadenzichend.
Sporangien fast stets exakt kugelrund, circa 14—16 p im Durch-
messer.  Sporen nie schwirmend, haufig zu maulbeerartigen Gruppen
vereinigt austretend. Membran ebenfalls diinn, farblos und zwei-
schichtig, doch firbt sich die Innenlamelle mit Chlorzinkjod nicht, mit
Jod und Schwefelsdure nur schwach gelb und 16st sich ebentalls nicht
in Kupferoxydammoniak. Differente Tinktionen mit Dahlia und
Hamatoxylin treten nicht auf. Inhalt starkkérniger Natur und hiufig
mit Fetttropfen, ferner mit cinem durch Jod sich rothbraun firbenden
Korper (Kohlehydrat?).

Physiologisch. Erndhrung, wie bet Pr. moriformis, doch
bildet sich ohne Verabreichung von aufnchmbaren Stickstoffver-
bindungen reichlich Fett in den Zellen,  Luftbedirfniss und Ferment-
bildung wie bei Pr. moriformis. Der Wirmetod ist bei Anwendung
feuchter Wirme bei 45—46", bei Anwendung trockener Warme bei
65 - 66" gelegen, IKine Kilte von — 83° bringt den Pilz bei vier-
stiindiger Einwirkung nicht zum Absterben.  Als Wachsthumsgrenzen
ergeben sich fir den Pilz: Minimum bei 6—10°, Optimum bei etwa
25° und Maximum bei etwa 30°

Vorkommen: In Saftfliissen der Ulme bei Halle a. S. (Raben-
insel, Peissnitz etc.).

Chiorella Beyerinck.

Einzellige griine, zu den Pleurococcaceen gehiorige Algen, mit
kugeligen, ellipsoidischen oder abgeplatteten Zellen von 1—6
Mittellinie, gewohnlich mit nur cinem Chromatophor von der Gestalt
einer Kugelsegmentschale; Pyrenoid undeutlich oder fehlend. Im
Lichte entsteht unter Sauerstoffentwickelung aus Kohlensidure Para-
mylum, welches sich mit Jod braun farbt. Zellkern meist cinfach,
bisweilen in Zweizahl, von wechselnder Grisse, nur aus Chromatin
bestehend. Die Vermehrung beruht auf freier Zellbildung  durch
successive Zweitheilung.  Die Theilprodukte kommen frei durch
Platzen der Wand der Mutterzelle; sie kénnen schr verschieden sein
in Grosse (',— 4 n). Schwirmsporen fehlen vollstindig. In siissem
und salzigem Wasser, wahrscheinlich auch auf dem Lande.

Chlorella protothecoides nov. spec.
Morphologisch. Kolonien gelblich bis mattgriin, matt oder
nur wenig glanzend. Impfstriche fach, mit krenulirtem Rande, auf
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Bierwiirzegelatine und anderen nidhrenden Substraten anfangs gelb,
spater griin.  Masse nicht oder doch nur wenig schletmig. Sporangien
fast stets exakt kugelrund, etwa 15 u im Durchmesser bei guter Er-
nihrung, sonst bedeutend kleiner und je nach der Ernihrung in
Grosse bedeutend wechselnd.  Sporen nie schwirmend, hiufig zu
maulbeerartigen Gruppen vereinigt austretend. Membran diinn, farblos
und zweischichtig, doch fiarbt sich die Innenlamelle mit Chlorzinkjod
nicht, mit Jod und Schwefelsidure nur schwach gelb, anch lést sie
sich in Kupferoxydammoniak nicht. Inhalt starkkorniger Natur bei
Verabreichung von Stoffen, die als gute Kohlenstoffquellen dienen;
dagegen homogen, wenn der Kohlenstoffbedarf durch Assimilation
von Kohlensdure gedeckt werden muss. Besonders im ersteren Falle
bildet sich der bei Prototheca Zopfii erwihnte Korper, der sich
durch Jod rothbraun firbt.

Physiologisch. In ihrem physiologischen Verhalten stimmt
diese Alge fast ganz mit Prototheca Zopfii {iberein.

Vorkommen, In Saftfliissen von Pappeln und Ulmen in der
Umgebung von Halle a. S. und wie es scheint auch weiter verbreitet
(Dollnitz im Elsterthal, Raschewitz in Schlesien).

Chlorothecium nov. gen.

Sporangien cllipsoidisch oder ciférmig, selten kreisrund.  Chloro-
phor flacher als bei Chlorella.

Chlorothecium saccharophilum nov. spec.

Morphologisch: Kolonien dunkelgriin, matt. Impfstriche flach,
Oberfliche mit zahlreichen kleinen Hockern, auch auf gut nihrendem
Substrat (Bierwiirzegelatine) von Anfang an ziemlich dunkelgriin.
Masse nicht schleimig.  Sporangien fast stets ellipsoidisch, wenigstens
dann, wenn keine, als Kohlenstoffquelle dienende organische Ver-
bindung verabreicht wird.  Bei guter Ernahrung zeigen die Sporangien
ctwa cinen Durchmesser von 17 g, sonst sind sic ebenfalls be-
deutend kleiner. Sporen nie schwirmend, cinzeln austretend oder
doch nicht zusammenhingend. Die Membran firbt sich mit Chlor-
zinkjod nicht, mit Jod und Schwefelsdure nur schwach gelb, auch
16st sic sich in Kupferoxydammoniak nicht und unterscheidet sich
von derjenigen von Prototheca Zopfii und Chlorella proto-
thecoides dadurch, dass sie das Vermogen, Farbstoffe zu speichern,
nur in geringem Masse besitzt.  Der Inhalt ist auch bei dieser Alge
starkkorniger Natur, sobald eine Erndhrung mit guten Kohlenstoff-
quellen vorliegt, dagegen cbenfalls mehr homogen, wenn der Kohlen-
stoffbedarf durch Kohlensiureassimilation gedeckt werden muss.
[in ersteren Falle ist der Chlorophor nicht oder kaum wahrnehmbar,
un letzteren dagegen mehr oder minder scharf begrenzt und lebhaft
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griin gefarbt.  Auch bildet sich bei guter Erndhrung der bei Chlo-
rella protothecoides und Prototheca Zopfii erwihnte Korper,
der sich mit Jod rothbraun farbt.

Physiologisch. Von stickstofffreien Kohlenstoftverbindungen
erndhren besonders Tranbenzucker und Mannit, weniger ginstig er-
weisen sich Maltose, Dextrin, Galactose und Milchzucker, wihrend
Rohrzucker, Inulin und Glycerin nicht nihren. Ihren Stickstoftbedarf
kann diese Alge aus Pepton, Asparagin, weinsaurem Ammoniak und
anorganischen Ammoniak- und salpetersauren Salzen decken, nicht
aber aus der Luft. Wird kein Stickstoff verabreicht, so bildet sich
reichlich Fett.  Weder ein peptonisirendes noch ein  diastatisches
[Ferment kommt bei dieser Alge zur Abscheidung,  Luftbediirfniss
ebenfalls sehr ausgepragt. Der Wirmetod bei Anwendung feuchter
Wirme liegt bet 44— 45° bei Anwendung trockener Wirme bei
66— 67°.  Als Wachsthumsgrenzen ergeben sich: Minimum  hoher
als 5—6" Optimum 27° Maximum 30—31°% Eine Kiilte von — 83¢
bringt die Alge bei vierstiindiger Einwirkung nicht zum Absterben,

Vorkommen, Bis jetzt nur in Saftflitssen der Pappel.  Eine
nahe verwandte Art isolirte ich aus verschiedenen Fliissigkeiten
(Schwefelsdure  Magnesialosung, aus Wasser mit faulenden Kar-
toffeln etc))

Halle a. S, April 1894,
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