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STUDIES ON THE 02 CONSUMPTION OE CHICK
EMBRYOS BY A MODIFIED WARBURG METHOD

L. Csabay, L. Horvath and A. Ferencz

CHAIR OF ANATOMY AND PHYSIOLOGY, COLLEGE FOR SPECIAL PEDAGOGY
BUDAPEST (HEAD: L. HORVATH)

(Received June 15, 1959)

Summary

Authors have developed a new method for studying the metabolism of the embryos of
oviparous animals. The method is described and data are presented as to the rate of oxygen
consumption during the growth of the chick embryo. The problems that may be elucidated by
the use of the method are outlined in brief.

Research has elucidated many ofthe metabolic processes. We have under-
taken to contribute to our knowledge of the embryonic metabolism.

The metabolism of certain embryonic tissues, viscera, parts of viscera
has been studied at several times by many workers independently. Lussana,
Bohr, Hasselbach and Murray [2] have measured the RQ of eggs. The
results, however, are very divergent. Brachet and Needham [2] have studied
the 02comsumption of the allantois and yolk sac. Another group of workers
employed the manometric 02 determination technique in their studies on the
02 consumption of isolated embryonic viscera. For example, Carrol [2]
studied the changes in the 02 consumption of the liver, Kihara [2] examined
those of the ocular lens, and Kiyohara [2] investigated those of the retina.

Our method is new from that point of view that by its use we may gain
insight into the changes of the metabolism of the developing organism as a
whole, from the blastula stage till the completion of embryonic life.

Methods

Essentially, our method is a modification of the manometric method of Warburg [1].
The difference from the latter may be outlined as follows.

1. The vessel used makes it possible to carry out the tests in intact eggs (Fig. 1).

2. In the manometers the Brodie solution is replaced by mercury. This is necessary
because of the great changes in pressure.

We have used 30 registered Rhode Island Red eggs in our experiments.

The eggs were weighed and their volume was determined by means of an apparatus
devised by us for this purpose (Fig. 2). The volume oftheegg is givenbythe gravimetric meas-
urement of the liquid displaced. After that, 1 ml of a 20 per cent KOH solution was placed
into the container at the bottom of the vessel, was spread over a large surface, then the eggs
were placed into the factorized manometer vessels, they were connected with the manometers
and in every case 3 to 4 litres of 02 were flown through the apparatus. The diagram of the
apparatus is shown in Fig. 3. The apparatus was then placed into a water bath of 37° C and
was closed after 15 minutes of pre-heating. Oxygen consumption was determined by direct
measurement.

1 Actu Btologica XI/1.
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Results

Prior to the onset of incubation the eggs showed no appreciable oxygen
consumption. The eggs were then transferred to the incubators and regular
incubation at 37° C was begun. Metabolic tests were made daily. The oxygen
consumption of each egg was studied for 1 hour. Within 1 hour the oxygen con-
sumption changed linearly. The average 02 consumption (in fil) and the 02
consumption per 1 gofegg (in [A) are shown in Table 1. The standard deviation

Fig. 1. The manometer vessel used

values relate to the 0 2consumption per 1 g of egg. The results are represented
graphically in Fig. 4.

Discussion

The metabolic rate increases markedly on the 10th—11th day, reaching
the maximum at the 19th day. Then, oxygen consumption steeply decreases.
This may be explained by the fact that on the 19th day the embryo replaces
gas exchange through the chorio-allantoic vessels by respiration with the lungs.
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Fig. 2. Diagrammatic representation of the Fig. 3. Diagram of the test apparatus
function of the apparatus for determining
egg volume

Table 1
inc?JE;etlit:)Onrj g;ye con's\/llen?;ti?)r% n\ 0ozf C1mg]SLé|g“gp,t:?|n SD #
4 9.930 0.196 0.061
5 23.060 0.406 0.108
6 38.435 0.692 0.154
7 64.530 1.144 0.311
8 94.665 1.665 0.398
9 110.883 1.964 0.490
10 155.709 2.755 0.857
11 245.892 4.317 1.022
12 397.969 6.930 1.203
13 490.780 8.551 1.524
14 706.949 12.485 2.541
15 855.812 15.034 2.784
16 977.588 16.985 3.164
17 1028.509 18.080 3.476
18 1140.970 19.826 3.482
19 1165.080 20.594 3.501
20 931.346 16.590 4.504
21 1114.555 16.994 4.876
22 1218.147 24.202 5.000

It is likely that the breaking of the egg-shell, the hatching, results from the
hypoxaemia. Subsequently, oxygen consumption continues to increase steeply.

1*
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In many cases other eggs showed markedly different oxygen consumption
rates during hatching. The deviation from the mean in the oxygen consumption
of 3 eggs is shown in Fig. 5.

The chicks hatched from these eggs exhibited developmental disorders.
There may be a correlation between the malformations and the divergent oxy-

02
Fig. 4. Changes in the oxygen consumption Fig. 5. Oxygen consumption of chick
of 1 g of egg during hatching. (Solid line: embryos showing developmental disor-
mean values. Shaded area: standard devia- ders. Solid line: mean values

tion from the mean)

gen consumption. The malformations observed included ectopy of the heart,
parrot beak, coelosomia.

In further studies we shall try to elucidate the changes the development
of single viscera causes in the metabolism of the embryo, on the one hand, and,
on the other, the developmental disorders and the secondary changes
in metabolism that may be produced by chemical, physical or biological effects.
These experiments are in progress.

LITERATURE

1. Dénes, G., Székely, M. (1958) Manometrids mér6modszerek. Manometric methods.
In Kovach, A. Kisérletes orvostudoméany vizsgalé mddszerei. Methods in experimental
medicine. Akadémiai Kiad6, Budapest. 4, 423—555. (In Hungarian.)

2. Needham, J. (1950) Biochemistry and morphogenesis. University Press, Cambridge.
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UNTERSUCHUNG DES OLVERBRAUCHS VON HUHNEREMBRYOS MIT EINER
MODIFIZIERTEN WARBURG-METHODE

Verfasser haben eine neue Methode zur Stoffwechseluntersuchung von Embryos der
sich durch Eier vermehrenden Tiere ausgearbeitet. AuRer der Beschreibung der Methode wird
auch der durchschnittliche Sauerstoffverbrauch wahrend der Entwicklung des Hihnerembryos
mitgeteilt. Ferner werden die mit Hilfe der Methode auszuarbeitenden Fragen kurz Umrissen.

WCCNEJOBAHUE PACXO/[A Oa 3APOJbILIEN LbIMAAT C MNOMOLLBIO METOJA
BAPBYPIA

ABTOpbl pa3pa6oTann HOBbI MeTof AN WCCMeAoBaHMS 06MeHa BeLlecTB 3apoAbliueit
NTUL, 1 NpecMblKaloLyxcsl. Kpome M3N0XKeHWs MeTofa COoO6LLAeTCS TaKXe CpedHuid pacxof
Ku1criopoaa Bo Bpemsl pasBuTUS 3apofblluielt LUbINAAT U 1aeTcst KpaTKuii ouepK paspabaTbiBaeMbiX
npyv MoMolm MeToga BOMPOCOB.

Lasz16 Csabay, Budapest, VII. Bethlen G. tér 2. Hungary.
Lasz16 Horvath, Budapest, VII. Bethlen G. tér 2. Hungary.
Antal Ferencz, Budapest. VII. Bethlen G. tér 2. Hungary.
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(HEAD: G. MODLINCER)

(Received September 10, 1959)

Summary

In the cytoplasm ofthe Leydig cells of the mouse testis adjacent to the nucleus a sphere
is visible, that contains PAS-positive granules and that is apparently in close correlation with
the Golgiapparatus. The sphere does notstain with basicstains, while the restofthe cytoplasm is
basophilic, owing chiefly to the presence of RNA-containing substance. The basophilia is
most marked around the sphere. In response to gonadotrophin the nucleus, nucleolus and
cytoplasm increase in size, the sphere and the halo of RNA around it become more distinct.
These structural changes may furnish a morphological basis for the evaluation of the functional
state of the cell.

Introduction

The functional role to be attributed to single structures is always an
outstanding problem in the cytological studies of organs. One way to approach
such problems is to stimulate the organ in question to intense activity by exter-
nal effects and to observe the resulting changes in single structures. We have
examined in this way the Leydig cells of the albino mouse testis, devoting
particular attention to certain properties (basophilia ofthe cytoplasm,the pres-
ence of PAS-positive substance adjacent to the nucleus) that, as far as we
know it, have not been studied in detail hitherto. The data reported here are
the results of these investigations.

Materials and methods

29 male albino mice, weighing 23 to 26 g were used. One group was treated with gona-
dotrophin (Choriogonin): each of 5 animals was given 100 I. U. in one dose, subcutaneously;
each of 10 mice was given 200 I. U., injecting 50 I. U. subcutaneously, every other day. 14
animals served as controls. The animals were killed by decapitation, the testes, epididymes,
seminal vesicle and prostate were fixed, using Susa, Bouin, Helly, Champy and Carnoy fixa-
tives, 5 per cent neutral formalin, 2 per cent or 0.1 per cent buffered (pH 7) Os04for this pur-
pose. The fixed specimens were embedded by the methylbenzoate-paraffine technique and the
sections were stained with haematoxylin-eosin, PAS-haematoxylin, Heidenhain’s iron hae-
matoxylin and azan. Feulgen’sreaction was used for the demonstration of desoxyribonucleic
acid (DNA). Ribonucleic acid (RNA) was demonstrated with methylgreen-pyronin by the
method of Hertl [7], and of Taft, as well as with 1 per cent toluidine blue. The pH of the
staining solution plays an important role in the detection of RNA [17, 21]; we have therefore
employed solutions with the pH varying from 3 to 6, as suggested by Shabadash [17]. The
specificity of the reaction was controlled by the use of crystalline ribonucléase. Carbohydrates
were demonstrated by the PAS reaction, supplemented in some cases by diastase digestion.
The volume of 100 nuclei and 100 nucleoli was also determined in each animal, by a method
previously described [9].
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Results

In the controls the Leydig cells of the testis contain one nucleus, which is
round or oval in shape and which greatly varies in size even in the same animal.
The nucleus is mostly eccentric in position. Chromatin granules of varying
size adhere to the nuclear membrane, which sometimes shows impressions and
sulci. The structure of the nucleus depends on the mode of fixation. After fixa-
tion with formalin or osmium the nucleus appears to be homogeneous, while
after the use of other fixatives the chromatin is precipitated in the form ofgran-
ules or filaments.

The nucleoli usually number one or two, more than that occurring only
infrequently. They usually appear homogeneous, but sometimes they are vacuol-
ized. One or more FETJLGEN-positive granules are seen attached to the nucleo-
lus, the “nucleolus associated chromatin”. This was visible after treatment
with any of the fixatives employed by us.

One of the most conspicuous characteristics of the cytoplasm isthe pres-
ence of a perinuclear body in it, which may vary in shape and size. It is
usually spherical or crescent-shaped. As it contains small granules staining
with PAS, it can be demonstrated by the PAS stain. The PAS-positivity is
retained even after digestion with diastase. By the PAS technique the rest of
the cytoplasm stains a homogeneous light pink. Basic dyes do not stain the
sphere, which is then distinct from the rest of the cytoplasm as a light spot.

By means of toluidine blue or pyronin an RNA-containing substance is
demonstrable in the cytoplasm. It is present sometimes in traces only, in other
instances it is evenly distributed between the vacuoles of the cytoplasm. In
most cases, however, it can be found in larger quantities around the sphere and
is absent at the periphery of the cytoplasm. It is mentioned that the basophilia
is observable even after digestion with ribonucléase if the dye solution employed
has a relatively high pH (pH 6). In this case the cytoplasm stains lightly and
homogeneously with toluidine blue.

In the animals treated with gonadotrophin characteristic changes take
place in both the nucleus and cytoplasm, as compared with the controls. The

Table 1

Changes in the volume of nucleus and nucleolus in response to gonadotrophin

Nucleus volume Nucleolus volume

in percentage of in percentage of

control volume control volume
CONLIOT QIO UP coieiiiiiieieiee et 100 100
Animals treated with 100 I. U. gonadotrophin............ 110 114

Animals treated with 200 I. U. gonadotrophin........... 136 173
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Fig. 1. Leydig cells, formol, toluidine blue, pH 4. Light sphere next to the nucleus,
with dark-stained RNA-containing substance around it

Fig. 2. Leydig cells, formol, toluidine blue, pit 4. Nucleus in eccentric position

volume of the nucleus and nucleolus increases significantly. While in the con-
trol group nuclei ofelongated, oval shape abound, in the gonadotrophin-treated
animals most of the nuclei are round. Data relating to the increase in nuclear
and nucleolar volume can be found in Table 1. It is remarkable that the volume
of the nucleoli increases faster than that of the nuclei.

Likewise, the volume of the cytoplasm also increases. The same applies
to the sphere, which appears as a light halo at one pole of the nucleus. At its
margins we invariably find big, strongly staining, RNA-containing particles,
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creating the impression as if in response to gonadotrophin the amount of RNA
had increased in the cytoplasm (Figs. 1 and 2). Just like in the controls, the
sphere contains PAS-positive granules (Fig. 3), and there is no appreciable
difference in the PAS-positivity of the cytoplasm, either.

Fig. 3. Leydig cells, formol, PAS. PAS-positive granules of the sphere, next to the nucleus,
in the cytoplasm

Fig. 4. Leydig cells, formol, PAS-haematoxylin. Cell with pyknotic nucleus and PAS-positive
cytoplasm

Finally, it is mentioned that we have often found cells whose cytoplasm
showed strong PAS-positivity as a whole. The nucleus and cytoplasm of such
cells are invariably smaller than those ofthe normal Leydig cells, the nucleus is
pyknotic (Fig. 4). Cells of this type occur in both the control and the gonado-
trophin-treated animals.
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Discussion

The most conspicuous difference between the control and experimental
animals was one in the size of the nucleus and nucleolus. The nuclei are also
distinctly different in shape, while they arc virtually not different in structure.
It is emphasized, however, that further studies are required to determine the
absolute value of the increase in volume and to evaluate statistically the data
relating to the increase. According to Tonutti [22, 23], as well as Muschke [15]
a similar increase in nuclear volume is observable in the testicular interstitium
of the rat in response to gonadotrophin. These authors emphasize the relation-
ship between the increased nuclear volume and the secretory activity.

The increase in the nucleolar volume is remarkable. The data in Table 1
reveal that the nucleolus responds more to gonadotrophin than the
nucleus. According to Sandritter and Hubotter [19], as well as Miller
[13] in the adrenal cortex there is a close correlation between the increase in
the size of the nucleolus and the production of hormones. It is possible that a
similar correlation exists in the interstitial cells between the changes in the
nuclear and nucleolar volume and hormone output.

The importance attributed to the nucleolus associated chromatin in the
genesis of the nucleolus and in protein synthesis is well-known [3]. However,
Makarov [11, 12] reported that not only the particles visible in the nucleus,
but also the nucleolus associated chromatin may be fixation artifacts. In view
of this evidence we feel that the role of the nucleolus associated chromatin in
the Leydig cells should be further investigated. Similar caution is warranted
when assessing the functional significance of the sulci and impressions observed
on the nucleus. In his studies on the pancreas, Attmann [1] interpreted these
as being morphological signs of nuclear secretory activity. Stoh1 [20], too, has
described changes indicative of nuclear secretion in the Leydig cells of the
guinea pig testis. The secrete flowing from the nucleus into the cytoplasm
then plays a part in the production of androgens. In our studies on the
Leydig cells of the mouse testis we have found no cells in which nuclear
secretory activity could have been undoubtedly proved.

Our results indicate that the cytoplasm as a whole responds most sensi-
tively to gonadotrophin: it increases in size and as a result the interstitial tissue
becomes more conspicuous. This phenomenon has been observed by other work-
ers as well [6,15]. As far as we know it, little attention has been devoted hither-
to to the basophilia of the cytoplasm. Forinstance, Brachet [2] notes that in
general the endocrine glands contain little RNA. As we have now seen, RNA is
concentrated mainly around the sphere. This makes it likely that the sphere
has some influence on the synthesis of ribonucleo-proteins. In response to gona-
dotrophin, together with the increase of the cytoplasm, there seems to be an
increase also in the quantity of RNA-containing substance around the sphere.
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As, however, neither the toluidine blue staining, nor the methyl green-pyronin
staining alone lends itselfto a quantitative assay of RNA, other methods should
be employed in checking up this evidence.

The significance of RNA in the interstitial cells is not known. On the
basis of the results obtained in the adrenal of the rat, Sandritter and Hubot-
ter [18] think it likely that ribonucleic acid has a role to play in the synthesis
of steroidlike substances. Likewise, Howard and Pelc [8] assume on the basis
of studies with P32 that in the Leydig cells of the mouse testis a connexion
exists between the nucleic acids and hormone secretion.

Finally, mention should be made of the sphere adjacent to the nucleus.
Stieve [19] has described in human interstitial cells a zone containing cen-
trioles, often crescent-shaped, adjacent to the nucleus. In one of their papers
Montagna and Hamilton [14] mention briefly that in the human Leydig
cells PAS positive granules persisting even after treatment with diastase can
be found next to the nucleus. Similar granules have been described in the
Leydig cells of some species by Cavazos and Melampy [4] as well.

The structure and the connexion with the apparatus of Golgiofthe sphere
are not elucidated. According to Oettle [16], the classic Golgi body cannot
be detected in vitro by phase contrast microscopy in the human interstitial
cells, but there is a network of canals in the cytoplasm, which, however, is bigger
than the Golgi apparatus demonstrable after impregnation. On the other hand,
the Golgi bodies are known to show PAS-positivity in many instances [5,
10]. According to Leblond [10], the PAS-positive granules adjacent to the
nucleus correspond to the internum of the Golgi apparatus. On this basis we
are of the opinion that in the Leydig cells of the mouse the sphere may be
considered to be a Golgi zone. In the gonadotrophin-treated animals the sphere
becomes more distinct, and for this reason this, too, may be relied upon, along-
side other morphological features, in judging the functional state of the Leydig
cells.

It isremarkable that the nucleus is often in an eccentric position and that
the sphere tends to appear on the side of the nucleus facing the centre of the cell.
This structure suggests some measure of functional polarity.

Wc have insufficient data as to the cells with PAS-positive cytoplasm ob-
servable in between the Leydig cells and we have found no data in the literature
concerning them. This problem requires separate investigation.

LITERATURE
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ZYTOPHYSIOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN DER LEYDIGSCHEN ZELLEN
VON MAUSEHODEN

Im Zytoplasma der LEYDiG’schen Zellen in den Hoden von Mausen ist neben dem Kern
eine Sphére zu sehen. Sie enthélt PJS-Reaktion zeigende Kdrnchen und steht vermutlich mit
dem Golgi Apparat in engem Zusammenhang. Die Sphére 1Rt sich mit basischen Farbstoffen
nicht farben, doch kann in den Ubrigen Teilen des Protoplasmas Basophilie wahrgenommen
werden, die in der Hauptsache durch eine RNS enthaltende Substanz bedingt ist. Die Baso-
philie ist an den Randern der Sphére am ausgepréagtesten.

Auf Wirkung von Gonadotropin erfolgt eine VergroRerung der Kerne und des Kernkdr-
perchens, das Volumen des Zytoplasmas nimmt zu, die Sphdare und der sie umgebende
RNS enthaltende Ring werden deutlicher sichtbar. Diese strukturellen Verdnderungen kon-

nen bei der Untersuchung des funktionellen Zustandes der Zelle als morphologische Grundlage
dienen.
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LNTODUNZNONOTMUYECKUNE NCCMEQOBAHUA HA KMAETKAX NIEMANTA ANUYEK
MbILLEW

B umTonnasme KNeTok Jleiianra savuek Mbilleid BUAHA OKOMO siApa cdepa, coepkallias
LLINK-NoNoxnTenHble 3epHbILIKKU; 3Ta chepa NPeAnosioXMTeNIbHO HaxoauTcs B TECHOM CBA3W
C BHYTPMK/ETOYHbIM annapaTom [onba>ku. [JaHHas cdepa He OKPALLMBAETCS OCHOBHbLIMU
KpacuTensiMu, Ho B OCTa/IbHOM 4YacTu LMTON/Mas3Mbl HabnofaeTca 6asounms, o6ycnoBneHHas
rNaBHbIM 06pa3sOM BeLIeCTBOM, codepXalimm PHK. Basodunusl, Kak MpaBusio, BblpaxeHa
Nyylle BCEro BOKPYr KpaeB Cdepbl.

Mpu AeiicTBUM TOHAAOTPOMNMHA SAPO U AAPbILKO YBEMUYMBAIOTCS, 06LEM LMTOMIA3MbI
HapacTaeT, cjepa M OKpy>Kalollee ee KofblLo C cofepkaHvem PHK cTaHoBATCS flydlue BUAW-
MbIMW. [laHHble CTPYKTYpPHblE W3MEHEHUSt MOTYT CAY>XWTb MOP(OIOrMUecKoil OCHOBOM npwu
OLiEHKEe (DYHKLMOHA/IbHOIO COCTOSIHWST KNETKMU.

Janos Kovacs, Budapest, VIII. Puskin u. 3., Hungary.



CHANGES IN THE ACTIVITY OF DEHYDROGENASES
DURING STORAGE OF YEAST*

B. JAMBOR and MARTA DEVAY

INSTITUTE OF PLANT PHYSIOLOGY, EOTVOS LORAND UNIVERSITY, BUDAPEST (HEAD: V. FRENYO) AND
AGRICULTURAL RESEARCH INSTITUTE OF THE HUNGARIAN ACADEMY OF SCIENCES, MARTONVASAR
(HEAD: S. T. RAJKI)

(Received September 20, 1959)

Summary

On the 4th—5th day of storage at room temperature, the activities of six dehydro-
genases of baker’s yeast showed rises from 100 to 300 per cent, followed by a gradual decrease
on further storage.

Similarly, from the 4th—5th day of storage on, certain substrates proved to possess an
inhibitory action in high concentrations.

The-afore mentioned changes appear to be suitable for estimating the staleness of yeast.

The “rising power” of baker’s yeast is known to gradually decrease
during storage. It is also known that, during storage, yeast practically decom-
poses and liquifies, due to autolysis, in a longer or shorter period. From the
point of view of economics, the knowledge of biological processes taking place
in yeast during storage is of extreme importance, since the details ofthis knowl-
edge serve as fundamentals in evolving new methods of producing readily
storable yeasts or in improving their technique.

This aim was set by the authors when studying the changes in the activ-
ity of dehydrogenases, . as important catalysts of carbohydrate metabolism,
during the storage of yeast. Investigations were carried out by the tétrazolium
(TTC) method evolved and published earlier [5]. In the course of tests other
changes of apparent interest were also studied.

Experimental

Changes in dehydrogenase activity

In the present tests “mother yeast 4” from the Budafok Yeast Factory
was applied in fresh state. Yeast samples were stored in closed containers at
room temperature (approximately 20° C), and the activity of different dehydro-
genases was determined in samples containing various added substrates. The
standard method described earlier [5] was used. Fig. 1 discloses the results
expressed in micrograms of TTC consumed under the conventional conditions
by 100 mg of yeast (fresh weight). It can be seen that from the 4th day of

* Paper presented at the Second Congress of Hungarian Biochemists, Budapest,
November 29, 1957.
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storage on, all dehydrogenases tested show activities much exceeding the initial
values. During further storage, the high activities decreased to disappear com-
pletely in most cases at the 14th day (this is not shown in Fig. 1).

Since the tests were conducted with intact yeast cells, the obtained results
may be affected by the fact that penetration of TTC and various substrates is a
limiting factor. It can thus be presumed that the abruptrise of activity observed
on the 4th day is only an apparent one, due to sudden changes in the permea-
bility of cell membranes or of the cytoplasm.

Fig. 1. Changes in the activity of dehydrogenases in baker’s yeast during storage, determined
by the standard method [5] (0,1 g of yeast; incubation at 37° C for 15 hours; pH = 7.5;
10~2M substrate, 10~3M TTC)

The possible role of penetration of the substrates seems plausible since
it is known that organic acids are, in general, not taken up, in a dissociated
state, by yeast cells, especially when the metabolic rate of cells is low [1, 7].
However, under the experimental conditions of the present tests, penetrating
substances cannot be limiting factors since on incubating yeast with TTC in a
solution containing the substrate as well, formation of formazanes to a degree
much exceeding that of substrat-free blanks was observed. Thisisalsosupported
by the fact that values of blank tests similarly showed a rapid rise from the
4th day on. Results of studies carried out with endogenous substrates only
(blank tests) are not shown in Fig. 1, which indicates the data calculated from
the differences of substrate-containing and blank tests.

Accordingly, in the following part, solely the possible changes in permea-
bility referred to TTC will be considered. It was attempted to solve the problem
by various approaches.

a) We wanted to prevent the intracellular reduction of TTC, carrying
out incubation at pH =11, instead of the usual pH-value. Contrary to our
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expectations we learned that formazan formation considerably increased, in-
stead of being absent (Fig. 2 “TTC dark”).

The positive formazan reaction can be explained by the fact that the
pH-value of the medium has no effect upon the pH of the cytoplasm of yeast
cell [7], and consequently cannot influence the dehydrogenases being mainly
located just in the inner part of cell.

Detection of the few dehydrogenases on the cell surface has been made possible taking
use of the catalytic effect of light and a short incubation time. Under such conditions the de-

Fig. 2. Quantity of TTC reduced by 0.1 g of yeast, in micrograms; incubation at various pH,
in the presence of 10-3 M succinate, in darkness and in light (taken from [3]). The pH-curve
of sugar consumption (taken from [7]) given to facilitate comparison

pendence of formazan formation on pH-value shows a quite different course (Fig. 2): the
highest amount of formazan is formed at the pH-value optimal for dehydrogenases. This re-
fers to the fact that during a short incubation time TTC penetrates only into the external
sphere of the cell, where the pH-value of the medium has still an effect.

The enzymes catalyzing anotherimportant process of yeast, the fermentation, are found,
in contrast to the respiratory enzymes, chiefly at the surface of the cell; therefore the pH of
the medium influences fermentation considerably. Glucose consumption as a function ofexter-
nal pH is shown, too, for comparison in Fig. 2, based on the data of Rothstein [7].

The positive formazan reaction, obtained in spite of strong alcalinity,
could be explained above. The rise of formazan formation, on the other hand,
can be explained by a shift of cell-surface-potential to a more negative value,
in alcaline medium, favouring the uptake of TTC-cation.

The reduction of penetrated TTC could not be prevented in this way,
using an aphysiological medium and on this basis we could not state definiti-
vely, whether the permeability of cell shows a sudden change about the 4th
day of storage.

b) It has been attempted to solve the problem by applying, in place of

TTC, another substance which, while structurally related to TTC, isnot reduced

Acta Biologie» X 1/1.
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in the cell. For this purpose, “photo-TTC” appeared to be suitable. This com-
pound differs from TTC only by the bond between phenyl groups 2 and 3,
under loss of 2 hydrogen atoms:

—I1?—0
())/ ( “>/ -C 0 1
"\N=N—/ \ - XN=N-
+ 0\ _/ +m 0
TTC “photo-TTC”

To our surprise, this experiment showed that “photo-TTC” is not taken
up in measurable quantities by fresh yeast or stored yeast, either. The determi-
nations were carried out by the polarographic method evolved and published
earlier by one of us [4].

c) Attempts to study the uptake of other dyes not reduced by yeast
cells failed since none of the dyes applied were taken up by living yeast cells
in measurable amounts, during storage. When, however, cells were poisoned
by ether or by other methods, the uptake of dyes increased. These latter values
could not serve as a basis for studying the problem we are facing with in case
of living cells.

d) As the uptake of TTC could not be separated from other factors, an
opposite way of investigation was attempted in that the penetration of TTC
as a limiting factor was being eliminated. For this purpose, the determination
of enzymatic activity, in place of incubating intact cells with TTC, was carried
out in cell homogenates and Lebedew extracts, respectively, i. e. in structure-
less solutions. Furthermore it was attempted to raise the permeability by re-
moving lipids, by treating the cell membranes with toluene.

Subsequent to a mild homogenization, no changes on cells were percep-
tible by microscopic examination. Presumably only the cell membranes suf-
fered some damage and yeast preparations of this type showed much higher
development of formazan than those with intact cells, as shown by Fig. 3.
W hen, however, homogenization was conducted until cells were completely
destructed, the reducing power of yeast entirely disappeared. Thus, damage to
the cell wall or cell membrane considerably increased the ability of TTC to
penetrate the cells. Much to our regret, it is not possible to eliminate in this
way all obstacles of penetration. Protoplasm may similarly inhibit the penetra-
tion of TTC. The destruction of protoplasm would lead to the inactivation of
dehydrogenases.

However, it can be stated from Fig. 3 that slight damage to the cells did
not reduce the rapid rise of dehydrogenase activity on the 5th day, confirming
thus that this rise is not due to changes in permeability. If an increased
permeability were responsible for the observed rise, the increase in formation
of formazans would be less in tests with damaged cells.
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e) The problem could not be solved, either, by carrying out incubation
with a solution saturated with toluene (Fig. 4). Although lipids of the surface
layers were dissolved by toluene and by this way the penetration of TTC and
the formation of formazan were promoted, lipids may represent not the sole
obstacles to penetration. Currier and Day [2] observed an increased develop-
ment of formazan in yeast in the presence of benzene, ethylether, xylene and
1-octanol. Toluene was chosen in the present experiments since it was expected
that this agent may simultaneously inhibit the multiplication of eventual
bacterial contaminations as well. It isclearly visible in Fig. 4, showing experi-
mental data obtained with toluene that the rise appears here too on the 4th

1
TTC damaged
cells
200.
intact
cells
100.

days

Fig. 3. Quantity of TTC reduced by 0.1 g of yeast, plotted againts duration of storage. Intact
baker’s yeast and that slightly rubbed with sand were applied. Incubation at 37° C for 5 hours
in the presence of 10-2 M succinate

day, although parallels show appreciable variation, the causes of which are
not discussed now. The fact that the rise of activity is perceptible even in the
presence of toluene, seems to support the view that changes in permeability
may not be the sole factors responsible for this rise. However, this is not
satisfactorily convincing since there are no unequivocal arguments to prove
that by using toluene, all hindrances ofthe penetration of TTC were eliminated.

f) Results obtained with Lebedew extracts are shown in Fig. 5. This
series of tests was conducted parallel with those indicated in Fig. 3, with the
same yeast. Measurable reduction was only observed with extract obtained
from 2.5 g yeast. It is clearly visible that the rapid rise also appears in a comple-
tely homogeneous, cell-free solution when permeability cannot play any role.
Thus, the actual rise of activity shown in Fig. 1 on the 4th—5th day of storage
can be considered as an established fact, penetration playing only a minor role.

On comparing the data with those of Fig. 3, it appears that the obtained
values of activity amount only to 1/20th of the former ones.

2%
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Y 1
TTC with
3009 toluene
200
without
toluene
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7 days

Fig. 4. Changes in the activity of dehydrogenases in baker’s yeast during storage. In order to
facilitate penetration, 0.4% of toluene was added to the incubation mixture

Y Ny
ITTC
200 -100
100- 50

1 2 3 4 5 6 7 days

Fig. 5. Quantity of TTC reduced by Lebedew extracts prepared from yeast stored for various
periods (extract of 2.5 g of yeast incubated for 6 hours in the presence of 10-2 M succinate),
and content of protein-N of extracts

g) The appreciable rise of activity from the 4th day on indicates signif-
icant biological changes. Therefore, it seemed to be of interest to examine
whether spores are formed by the cells on the 5th day. Colour tests of yeast
samples stored for 10—12 days, conducted with iron hematoxyline and phenol
fuchsin and methylene blue did not detect any spores, quite in accordance with
the literary data indicating that spores, only form in the superficial zone of
yeast, exposed to air.
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Action of high concentrations of substrate

We reported earlier [5] that incubation conducted in the presence of high
concentrations of substrate (10 1 M) suppress the dehydrogenase activity of
pea roots. In certain cases, similar observations were made with yeast as well,
whereas in other instances an increased development of formazan was percep-
tible. Differences in the behaviour of yeast are presumably due to the physio-
logical state and to the duration of storage, respectively.

In the next series of tests, determinations were carried out with yeast
samples stored for varying periods; incubation was conducted in the presence
of 10—2and 10_1 M substrate. The results are summarized in Table 1.

Table 1

Effect of a high concentration of substrate on activity.
Quantity of formazan, in micrograms, consumed by 0,7 g

of yeast
Period olstorage
Substrate 3 4 5 u
days
10~2M succinate ... 1BB 172 460 260
10_1M succinate ... 206 212 60 66
10-rM aspartate ... 190 186 720 336
10-1]Y/ aspartate ... 308 342 420 305
10- 2Ai lactate ..ccovvcvnne 202 234 340 220
10_1M lactate ..cccovevnen 150 400 480 240
10_*M ethanol ... 112 144 230 190
10-iM ethanol...... 78 80 170 230

It appears that in case of succinic and aspartic acids, a high substrate
concentration enhances formazan formation in fresh yeast, and, respectively,
inhibits it in stored yeast, similarly to pea roots.

It is striking, and presumably not due merely to chance, that the stim-
ulating action turns just on the 4th—>5th day to an inhibiting one, i.e. at the
time when dehydrogenase activity shows a rapid rise.

In the case of lactic acid and ethanol the reversed process takes place in
that a high substrate concentration acts first as an inhibiting factor and stim -
ulates in later periods. The point of transition does not coincide here with
those of the other substrates.
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Discussion

On surveying the present experimental results, the following conclusions
can be drawn.

1. The activity of all dehydrogenases tested, measured by the standard
method, showed appreciable rise on the 4th—5th day of storage, followed by
a gradual decrease on further storage. In general, no measurable activity was
observed on the 14th day.

2. The following observations support the assumption that this rapid
rise is not due to changes in permeability:

a) The rise was also observed in a cell-free Lebedew extract,

b) Carrying out tests with slightly damaged cells, the rapid rise exceeded
that observed with intact cells,

c¢) Although toluene facilitates the penetration of TTC the rise appeared
even in the presence of toluene,

d) If exclusively or dominantly the change in permeability would be
responsible for the rise in the degree of reduction of TTC, approximately iden-
tical rise should appear with all substrates. However, as Fig. 1 indicates, the
rise ranged with succinate about 125% whereas with glutamic acid it amounted
to 340%.

On considering the arguments in favour of the previously discussed
assumptions, it seems justified to draw the conclusion that there is indeed an
actual rise of activity. This, however, does not exclude the possibility of any
changes in permeability as well, although these latter are of only secondary sig-
nificance from the point of view of our results referring to enzymatic activity.

3. The inhibitory action of high concentrations of substrate takes place
also on the 5th day. No rapid changes were observable, in turn, in rising power,
and in spore formation, either.

4. On the basis of the action observed with toluene, penetration undoubt-
edly plays a role as a limiting factor in the measurement of dehydrogenase
activity. It would be necessary to carry out measurements of activity in
homogenates. However, at least in the given case, dehydrogenases turn
practically ineffective when cell structures are destroyed. Values obtained
with Lebedew extracts amount e. g. only to about 1/20th of those with intact
cells, and the absolute values of the obtained results cannot be considered as
a measure of dehydrogenase activity. In the present, tests, instead of absolute
values, only the trend of the change was considered to be essential.

5. Rapid changes observed on the 5th day seem to be suitable for deter-
mining the freshness of stored yeast. It must be noted here that the period of
rapid change depends to a great extent on the temperature of storage.

Further experiments are running to find the reason for the phenom-
ena described: whether they are due to the yeast itself or to contaminat-
ing bacteria.
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VERANDERUNDEN IN DER DEHYDROGENASEN-AKTIVITAT DER BACKERHEFE
WAHREND DER LAGERUNG

In Béckerhefe steigt die Aktivitdt der 6, von uns untersuchten Dehydrogenasen-
Systemen, mwéhrend der Lagerung bei Zimmertemperatur am 4—5. Tage um 100— 300%
danach folgt eine allméahliche Abnahme bei weiterer Lagerung.

Gleichfalls vom 4—5-Taganiben grossere Konzintrationen gewisser Substrate eine
Hemmende Wirkung auf die Dehydrogenasen-Systeme aus.

Diese Anderungen scheinen zur Abschédtzung der Frischheit der Hefe geeignet zu sein.

W3MEHEHWE AKTUBHOCTW [AOETWAPOFEHA3 MEKAPHbLIX [APOXXXEN
B MPOLECCE XPAHEHWNA

B npouecce XpaHeHMsi MeKapHbIX APOXOKei NpyY KOMHATHOW TemnepaTtype, Ha 4—5-blii
[€Hb XpaHeHUs1 aKTMBHOCTb M3yUaeMblX LLECTU AeruaporeHasHbIX cMcTeM 0GHapy»uaet 100—
300%-0e MOBbILLEHWE, MOC/E Yero B TeUeHve JasibHeMLero XpaHeHusl 0TMeYaeTcs nocTerneHHoe
CHMXXEHME aKTUBHOCTM.

Moao6HLIM 06pa3oM, HauuMHas € 4—5-r0 AHS XpaHeHUs onpedeneHHble Ccy6eTpaTbl B
6ofiee BbICOKOM KOHLIEHTpaUuM OKasblBaloT TOPMO3silliee [AeliCTBME Ha AeruaporeHasbi.

BbilLeyKasaHHble M3MEHEHUA KaXyTCA MOAXOAALMMA ANA XapaKTepUCTUKM  CBEXOCTH
LPOXOKEN.

Béla Jambor, Budapest, VIII. Mazeum krt. 4/a, Hungary.
Marta Dévay, Martonvasar, Hungary.
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(VORSTAND: I. TORO)

(Eingegangen am 5. Oktober, 1959)

Zusammenfassung

Nach Entfernung der Augenlinse sowohl der Larve als auch des ausgewachsenen Rip-
penmolches (Pleurodeles waltlii) ist Linsenregeneration zu beobachten, die der WoLFFschen
Augenlinsenregeneration entsprechend vom dorsalen Irisrand ausgeht. Der Verlauf der Neu-
bildung gleicht der bei den Trilurus-Arten wahrnehmbaren Augenlinsenregeneration. Nach
eigenen Versuchen war jedoch die Regeneration bei Pleurodeles waltlii quantitativ besser als
bei den Triturus-Arten, was mit den abweichenden 6kologischen Verhdltnissen der Arten
Zusammenhéangen dirfte.

Einleitung

Unter den Regenerationsfragen stellt die Regeneration der Augenlinse
eines der interessantesten Probleme dar. Die von Colucci und Wol ff beschrie-
bene Form der Linsenregeneration, wo sich die herausgenommene Linse vom
dorsalen Irisrand ausgehend neu bildet, ist bereits an vielen Schwanzlurchen
(Urodela) untersucht worden. Die umfangreichsten Kenntnisse besitzen wir
Uber die Regeneration der Triturus-Arten; bei 14 dieser Arten kommt Regene-
ration vor [9].

Von den Triturus-Arten abgesehen, hat man Linsenregeneration an fol-
genden (nur am Embryo oder an der Larve) festgestellt: Amblystoma puncta-
tum [1, 11], Hynobius unnangso [9], Amblystoma mexicanum [13], Salamandra
salamandra [4, 5, 10, 12], Salamandra perspicillata [14].

Die saisonbedingte Reschaffungsmoéglichkeit und oft schwierige Ziucht-
barkeit der bisher untersuchten Arten sowie Pasquinis [8] Versuche an Rip-
penmolchembryonen (Pleurodeles waltlii) haben uns veranlalt, die Linsen-
regeneration dieser Art zu untersuchen.

Material und Methoden

Bei den Versuchen benutzten wir insgesamt 80 Rippeninolche verschiedenen Alters »
Vor Entfernung der Linse und wahrend der Regeneration wurden die Tiere zweitdglich mit
Rohrenwirmchen (Tubifex sp.) gefuttert und in einem ventilierten, im Halbschatten stehen-
den Aquarium von Zimmertemperatur gehalten. Nach Herausnahme aus dem Aquarium wur-
den die Molche in &therhaltigem Wasser narkotisiert und anschlieBend die Operation am lin-
ken Auge vorgenommen, wéhrend das andere als Kontrolle diente. Die Herausnahme der
Augenlinse erfolgte mit Cornealschnitt. Nach Entfernung der Linse wurden die Tiere wieder
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in das Aquarium gesetzt, und nach 2 Tagen fuhren wir mit ihrer Futterung fort. (Die Cornea
wurde mit einem abgebrochenen Stickchen einer scharfen Rasierklinge eréffnet, das wir in
einen Nadelhalter einfalten. Die Ré&nder der damit verursachten Wunde fiigten sich nach
H erausnahme der Linse sogleich lickenlos zusammen.)

Die Linsenentfernung erfolgte in drei Gruppen, an 2, 6 Monate alten und an ausge-
wachsenen Tieren. Die Molche wurden vom Tage nach der Operation bis zum 25. Tage in In-
tervallen von 2—4 Tagen durch Dekapitation nach Athernarkose getotet.

Das Material wurde in Formalin, Bouin oder Susa Gemisch fixiert. Die Einbettung
geschah nach Pétekpi in Methylbenzoat-Celloidin-Paraffin. Die Schnitte waren 7 8 dick und
wurden mit Ha&matoxylin-Eosin gefarbt.

Unsere Versuche gliederten wir nach Satos Einteilung der WoLFFschen Regeneration,
laut welcher der Verlauf der Linsenbildung in folgende Stadien aufgeteilt werden kann:

1. Stadium: Verdickung der Iris, besonders am Pupillarrand.

2. Stadium: Weitere Verdickung des dorsalen Irisabschnitts und Spaltenbildung
zwischen &uBerer und innerer Platte.

3. Stadium: Erscheinen depigmentierter Zellen am Pupillarrand des mitteldorsalen
Irisabschnitts.

4. Stadium: Bildung einer leeren Epithelblase, die aus kubischen depigmentierten
Zellen besteht und die Fortsetzung der inneren und &dufReren Epithelplatte der Iris darstellt.

5. Stadium: Die Zellen der inneren Blasenwand gestalten sich zu Zylinderepithel um.

6. Stadium: Aus der inneren Blasenwand bilden sich einige unregelmaBig angeordnete
Linsenfasern.

7. Stadium: Die priméren Linsenfasern sind an der inneren Wand hugelférmig ange-
ordnet und zum Blasenzentrum gerichtet.

8. Stadium: Die primé&ren Linsenfasern fullen das Blasenlumen aus.

9. Stadium: Die Bildung der sekundiren Linsenfasern aus der Aquatorialzone kommt
in Gang.

10. Stadium: Die primaren Linsenfasern sind — lateral dinner als medial — von se-
kundéaren Fasern umgeben.

11. Stadium: Der Ring der sekunddren Linsenfasern umgibt symmetrisch die priméren

nsenfasern.

12. Stadium: Die Zellkerne verschwinden aus den primé&ren Linsenfasern.

13. Stadium: Den duBersten Teil der sekundaren Linsenfasern ausgenommen, sind die
Kerne Gberall verschwunden. Die neue Linse schnirt sich von der Iris ab.

Ergebnisse

Die Untersuchung der 2 Monate alten Larven (I. Versuchsgruppe) ergab
folgendes:

Die Cornealwunde schlieft sich in den ersten 3 Tagen nach der Operation.
Die mit dem Rasierklingensplitter verursachte W unde heilt mit einer viel klei-
neren Narbe, als wenn die Wunde mit dem GRAEFEschen Messer oder mit einer
Glasnadel herbeigefliihrt wird. Da auch die Herausstilpung der Linse leichter
erfolgt, findet man in diesem Fall auch keine von der Cornealwunde in das
Augeninnere verlaufende Faserbindel des Bindegewebes. Am 4.—8. Tage ist
die Depigmentation des dorsalen Irisrandes und Spaltenbildung zwischen den
beiden Platten der Iris zu beobachten (Abb. 1,2 und 3). Dieses Bild fan-
den wir in der Halfte der Fé&lle' bei den am 5. Tage getdteten Tieren, in den
Ubrigen Féllen am 4., 7. und 8. Tage.

Am 9.—13. Tage nach der Operation bildet sich am Irisrand eine Epithel-
blase; (am 9. und 11. Tage getdtete Tiere) (Abb. 4). Die Innenwand der Blasen
verdickt sich, die Zellen strecken sich hier und werden zylindrisch (13. Tag)
(Abb. 5).
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Zwischen dem 14. und 17. Tage waren die Zellen des Linsenhigels in
1/3 der Félle verldngert, in 2/3 der Fédlle waren mehr oder weniger primére
Linsenfasern anzutreffen (Abb. 6, 7 und 8).

Am 18.—20. Tage nach der Operation bilden sich sekundére Linsenfasern
um den Linsenkern, die anfangs teilweise an der Aquatorialzone die dicksten,
am 20. Tage jedoch in allen Fdallen in gleichmé&Riger Dicke die primdren Lin-
senfasern umgeben (Abb. 9, 10 und 11).

Am 22. und 25. Tage sahen wir das Verschwinden der Fasernkerne (Abb.
12) und die Abschnirung der Linse.

Die (6 Monate alten) Tiere der Il. Gruppe zeigten ein dem obigen ent-
sprechendes Bild. Es waren lediglich folgende Unterschiede zwischen der I.
und Il. Gruppe wahrzunehmen: Das Auge der &lteren Larve ist groBer, ihre

Iris differenzierter. Dementsprechend ist die sich entwickelnde Linse proportio-
nal groBer, wédhrend die Entwicklung der ersten drei Stadien an der verhéltnis-
méaRig dinneren Iris deutlicher, besser beobachtet werden kann.

Wesentliche Unterschiede fanden wir bei den ausgewachsenen Tieren
(I11. Gruppe), wo die SchlieBung der Cornealwunde &hnlich wie bei den Larven
vor sich geht, die Depigmentation des Irisrandes jedoch erst bei den am 6. und
9. Tage getdteten Tieren angetroffen werden kann. Die Spaltenbildung zwi-
schen den beiden Irisplatten ist am 9. bzw. 11. Tage wahrnehmbar. Die aus
kubischen Epithelzellen bestehende Epithelblase erscheint am 12. bzw. 15.
Tage nach der Operation. Sonst stimmt das Bild mit dem bei den Larven
beschriebenen (berein.

In den ersten beiden Gruppen (2 und 6 Monate alte Larven) kam es in
allen Fallen zur Begeneration der herausgenommenen Augenlinse. Bei den aus-
gewachsenen Tieren (I1l1. Gruppe) haben wir Regeneration nur in einem Falle
nicht gefunden. Der Irisrand war hier mit der Cornealwunde verwachsen.

Besprechung

Wie wir gesehen haben, regeneriert die Augenlinse des Rippenmolches
(Pleurodeles waltliij nach ihrer Entfernung. Die Regeneration aus dem dorsa-
len Irisrand findet ganz auf die von Wolff und Colucci beschriebene Weise
statt. Die an den Larven am 4. bzw. 8. Tage wahrnehmbare Depigmentation
des dorsalen Irisrandes und Spaltenbildung zwischen den Irisplatten entspricht
dem 2.—3. Stadium der WoLFFschen Regeneration nach der SATOschen Ein-
teilung. Die am 9. bzw. 13. Tage am Irisrand Vorgefundene Epithelblase und
die Verdickung der inneren Blasenwand stimmen mit dem 4. und 5. Stadium
der SATOschen Einteilung Uberein. Die am 14. und 17. Tage nach der Linsenent-
fernung sichtbaren primdren Linsenfasern bedeuten das 6., 7. und 8. Stadium.
Die am 18.—20. Tage wahrnehmbaren sekund&ren Linsenfasern sowie deren
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Abb. 1. Verdickung des dorsalen Pupillarrandes
der Iris

Abb. 2. Spaltenbildung zwischen den beiden
Platten der dorsalen Iris

Abb. 3. Erscheinen depigmentierter Zellen am
Pupillarrand des mitteldorsalen Irisabschnitts
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Abb. 4. Bildung einer leeren Epithelblase, die aus
kubischen, depigmentierten Zellen besteht

Abb. 5. Die Zellen der Blasenwand werden
zylindrisch

Abb. 6. Von der inneren Blasenwand bilden sich
einige unregelmdfig angeordnete Linsenfasern

29
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Abb. 7. Die priméren Linsenfasern an der
Innenwand liegen higelférmig

Abb. 8. Die primdren Linsenfasern fillen das
Blasenlumen aus

Abb, 9. Die '_Bildung sekundarer Linsenfasern
aus der Aquatorialzone hat begonnen
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Abb. 10. Die primdren Linsenfasern sind von
sekundéaren Fasern umgeben

Abb. 11. Die primdren Linsenfasern sind sym-
metrisch von sekund&ren Linsenfasern umgeben

Abb. 12. Der Zellkern verschwindet aus
primaren Linsenfasern
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Anordnung um die primdren Fasern entsprechen dem 9. und 10. Stadium, die
am 20.—25. Tage verschwindenden Fasernkerne und die Linsenabschniirung
dem 11.—13. Stadium der WoLFFschen Regeneration.

Die einzelnen Stadien erscheinen zur gleichen Zeit wie bei der Augenlin-
senregencration der Triturus-Arten.

Bei den ausgewachsenen Tieren trat das 1. Stadium erst am 6. bzw. 8.
Tage in Erscheinung; das 2. zwischen dem 9. und 11., das 3. am 12.—15. Tage.
Die weiteren Stadien erschienen zum gleichen Zeitpunkt wie bei den Larven.
Die Regeneration kam also bei den ausgewachsenen Molchen spéter in Gang,
d. h. die auf die Operation folgende Latenzperiode war ldnger. Dies wurde bei
den Triturus-Arten auch von anderen Autoren beschrieben [9, 11], welche die
Erscheinung ebenso wie wir darauf zurickfuhren, daR die ausgewachsene —
differenziertere — Iris l&ngerer Zeit bedarf, um die zur Regeneration ndtige
Dedifferenzierung zu erreichen.

Einen Unterschied zwischen der Regeneration am Pleurodeles und an den
Triturus-Arten haben wir nur insofern beobachtet, als die Neubildung der
Augenlinse des Pleurodeles trotz der in einigen Fdllen bei der Operation ent-
standenen Einblutung beinahe ausnahmslos zustande kam, wéhrend die Rege-
neration bei den Triturus-Arten nicht in 100% der Fé&lle eintritt.

Da die Linsenregeneration bei Pleurodeles der der Triturus-Arten gleicht,
ist der Rippenmolch zur Untersuchung der WoLFF'schen Regeneration vorzig-
lich geeignet. In dieser Beziehung hat er den anderen Arten gegeniiber den
beachtenswerten Vorteil der leichteren Zichtung und Haltung im Laborato-
rium. Die Fortpflanzung der Triturus-Arten ist ziemlich schwierig. Sie kénnen
jahrlich einmal, héchstens zweimal befruchtet werden, Pleurodeles waltlii hin-
gegen zu einem beliebigen Zeitpunkt, auch mehrmals im Laufe des Jahres.
Beim Einfangen der Triturus-Arten muB man auBerdem mit der Wirkung der
eingetretenen Umweltverdnderung rechnen, wéahrend wir aus den Rippenmol-
chen in unverdnderter Umgebung Standardstdmme zlchten kdnnen.

Die Tatsache, dall die Linsenregeneration am Pleurodeles quantitativ
besser erfolgt als bei den Triturus-Arten, beruht unseres Erachtens auf der
Verschiedenheit der 6kologischen Verhdltnisse beider Arten. Die Frage, welche
0kologischen Faktoren hierfur verantwortlich sind, mufl in weiteren Unter-
suchungen geklart werden.
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REGENERATION OF CRYSTALLINE LENS IN PLEURODELES WALTLII

The removal of the crystalline lens from both larvae and adults of Pleurodeles waltlii
was observed to have been followed by atypical Wolffian lens regeneration starting at the dor-
sal margin of the iris. The course of the process is similar to that observed in newts. Regene-
ration proved in our experiments with the Pleurodeles waltlii to be quantitatively superior to
that observed in newts. The difference is presumably due to oecologic factors.

PEFTEHEPAuUMNA XPYCTAJIMKA TPUTOHA PLEURODELES WALTLII

Mocne ynaneHust xpyctanmka JMYMHKLA WX B3POCAOro TPUTOHA Pleurodeles waltlii
HabnofaeTcss pereHepauus XpycTanuMka, MpoMcXoAslas COOTBETCTBEHHO pereHepaumn Xxpy-
cTanmka no Bonb(y € AopcanbHOro Kpasi pafyXkHoi 060/104Ku. Mpolecc pereHepauun nofoGeH
Ha6nogaemMoli y BMOOB Triturus pereHepauuy Xpyctanuka. ABTOP CUMTaET, YTo pereHepaLms
y Buaa Pleurodeles waltlii B KO/MUE3TBEHHOM OTHOLLEHWM Jydlle pereHepauuv y BUOB
poga Triturus. Mo ero MHEHW0 aHHOe OGCTOSATENIbCTBO CBS3aHO C OTK/OHSIOLMMMUCS 3KOSO0-
rMYECKAMM  YCNOBUAMU 9TUX BUWOB.

Béta ViecH, Budapest, IX., Tlzolté u. 58., Ungarn.

3 Acta Biologica XI/1.
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Zusammenfassung

Im Herzen von Abramis brama verlaufen vom Sinus venosus durch die Vorhofmitte
bis zur atrioventrikuldren Grenze Muskelbindel, die histologisch vom Arbeitsmuskel des
Herzens abweichen. Dieselben Muskelfasern finden sich auch im atrioventrikuldren Trichter.
Diese Muskelfasern bilden das Reizleitungs- und Reizbildungssystem im Herzen des Rleis.
Nach den durchgefihrten histochemischen Reaktionen unterscheidet sich das Reizleitungs-
system nicht vom Herzarbeitsmuskel. Allein die Rernsteinsduredehydrogenase-Reaktion zeigt
eine Abweichung zwischen den beiden Muskelfasern. Die Hernsteinsduredehydrogenase-Reak-
tion des Herzarbeitsmuskels ist starker als die der Reizleitungsfasern. Diese Differenz stimmt
mit den an Sdugern festgestellten Ergebnissen tberein.

Einleitung

Aus den Untersuchungen von schiebter [3, 4] UNd Carbonert [1] wis-
sen wir, daB sich das automatische Reizbildungs- und Reizleitungssystem im
Herzen der Séduger nicht nur histologisch, sondern auch histochemisch vom
Arbeitsmuskel des Herzens unterscheidet. Es ergibt sich die Frage, ob diese
Eigenschaft des Wirbeltierherzens nur bei den S&ugern oder auch bei den
phylogenetisch auf niedrigerer Stufe stehenden Woirbeltieren in irgendeiner
Form angetroffen werden kann. Im Zusammenhang damit haben wir bereits
in einer friheren Arbeit festgestellt, daR das im Herzen der héheren Wirbel-
tiere vorhandene Reizbildungs- und -leitungssystem im Herzen des Kammol-
ches (Amphibia, Urodela) noch nicht anwesend ist. Gegenliber den Verhélt-
nissen bei den Schwanzlurchen ist die Literaturangabe interessant, dal das
Herz der Knochenfische ein morphologisch vom Herzarbeitsmuskel abweichen-
des Reizbildungs- und Reizleitungssystem enthdlt. Histochemische Angaben
Uber das Reizleitungssystem im Herzen der Fische haben wir in der Literatur
nicht gefunden. Uber die unserseits untersuchte Art sind in der Literatur weder
histologische noch histochemische Angaben anzutreffen. Unsere Resultate
sollen hier auch mit den Befunden verglichen werden, die an anderen Arten
gewonnen wurden. Damit wollen wir vor allem einen Beitrag zur Ldsung
des Problems der Entwicklung des Reizbildungs- und Reizleitungssystems
liefern.

3*
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Material und Methoden

Das Versuchsmaterial stammt von den im September 1957 aus dem Balaton gefangenen
Abramis brama-Exemplaren (Pisces, Teleostei). Nach dem Fang wurden die Fische sogleich
getotet, die Herzen herausgenommen und fixiert. Als Fixiermittel benutzten wir 4%iges For-
mol, gesattigten pikrinsdurehaltigen Alkohol, Alkohol, Azeton, weiterhin Susa und Carnoy-
sches Fixiergemisch. Die Schnitte wurden mit Hamatoxylin-Eosin, Eisenhd&matoxylin, nach
van Gieson, Mallory und mit Azan gefarbt. Die Methylenblaufdrbung erfolgte nach Carli-
Coutella, die Silberimprdagnation nach Bielschowsky-Gross (in der Modifikation von
Gairns und Gahven). Folgende histochemische Verfahren kamen zur Anwendung: DNA-
Nachweis (Feulgen, Methylgrin-Pyronin), Glykogen-Nachweis (PAS), saures Mukopoly-
saccharid nach Stedman, allgemeiner Eiweilnachweis (Tetrazon-Reaktion), Lipid-Nachweis
(Lirrie), Plasmal-Nachweis (Hayes), alkalische und saure Phosphatase (Gomori), Bernstein-
sauredehydrogenase (NTC), Neotetrazoliumchlorid und Cholinesterase (Gerebtzoff).

Ergebnisse

Wie aus Literaturangaben bekannt [5], besteht das Herz des Bleis aus
dem Sinus venosus, einem Vorhof, einer Kammer und dem sich anschlieBenden
bindegewebigen Truncus. Auflen sind sdmtliche Herzabschnitte vom Epikard
umschlossen, das histologisch aus bindegewebigen Fasern und Mesothelzellen
besteht. Das Mesothel 148t sich hauptsédchlich im Bereich des Sinus venosus
und Vorhofs gut beobachten. Im ganzen Epikardgebiet finden sich verschieden
dicke Nervenfasern. Das Myokard besteht aus quergestreiften Muskelfasern,
an denen die EBERTHschen Linien deutlich zu sehen sind. An der Aulenseite
der Kammer bilden die Muskelfasern,miteinander verwoben und einander kreu-
zend, eine Muskclschicht von kompakterer Struktur. Darunter befindet sich
die spongifse Struktur aufweisende Kammermuskulatur. In der Vorhofwand
ist ein derartiger struktureller Unterschied nicht zu sehen. Die eigentliche Hohle
der Kammer ist sehr klein und ihre Oberflache von Endokard bedeckt, das aus
flachen Zellen besteht. Die Vorhofmuskulatur enth&lt diinnere Fasern als die
Kammermuskulatur. Vom Sinus venosus verlaufen durch die Vorhofmitte,
dem embryonalen Herzrohr entsprechend, vom Arbeitsmuskel des Herzens mor-
phologisch abweichende Muskelbindel, die Uber die atrioventrikuldre Grenze
in die Kammer eintreten (Abb. 1 und 2). Diese Muskelbtindel durften dem
Reizleitungssystem der hdheren Wirbeltiere (S&duger) entsprechen. Nach den
mit normalen histologischen Verfahren (H.—E., van Gieson, Eisenhdmatoxylin,
Mallory, Azan) hergestellten Schnitten unterscheidet sich dieses Gebiet in
folgender Weise vom Arbeitsmuskel des Herzens:

Die Fasern sind dinner, sie verlaufen wellig, ihre Querstreifung ist schwéa-
cher. Zwischen ihnen befinden sich viele kollagéné Fasern sowie zahlreiche
erweiterte Kapillaren. An der Sinus-Vorhofgrenze befindet sich ein intrakardia-
les Ganglion. Ebenso sind auch einzelne Nervenzellen verstreut im Bereich der
speziellen Muskelbiindel vorzufinden. In dem sich der Kammer anschliefenden
Truncus befinden sich keine Muskelelemente, seine Wand besteht aus kollagéné
Faserbindeln. An der Kammer-Truncusgrenze ist ebenso wie an der atrioven-
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Abb. 1. Léangsschnitt des Herzens von Abramis brama. A — Sinus venosus, B — linker Vorhof
C — Vorhof-Kamraer Grenze, D — Kammer, E — Truncus arteriosus.Vergréoferung 5X
Abb. 2. Vom Vorhof zur Kammer verlaufendes Leitungsbindel. H.—E. Vergroferung 400 X
Abb. 3. Reichhaltiges Nervenfasernnetz langs der Leitungsfasern. Silberimprdagnation. Ver-
groRerung 400 X
Abb. 4. Intrakardiales Ganglion an der Sinus-Vorhofgrenze. Silberimpragnation. Vergroferung
400 X

AT
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trikulédren und an der Vorhof-Sinusgrenze eine bindegewebige Klappe anwesend.
An der atrioventrikuldren Grenze sieht man in Serienschnitten deutlich die
ungefdhr gleichmdRig entwickelten 4 Endokardkissen. Diese Gebiete treten
hauptsdchlich bei der F&rbung nach Mari1ory und mit Azan deutlich hervor.

Silberimprégnation

W ir setzten voraus, dall die extrakardialen Nerven ebenso wie bei den
Sdugern auch hier mit den speziellen Muskelblndeln im Zusammenhang stehen.
In den Schnitten sind die Nervenelemente tatsdchlich in diesen Zonen anzu-
treffen. Ein grofes intrakardiales Ganglion befindet sich an der Sinus-Vorhof-
grenze, von der ein reichhaltiges Nervenfasernnetz den speziellen Muskelbiin-
deln entsprechend durch den atrioventrikuldren Trichter in die Kammer ver-
lauft. Zwischen den Nervenfasern sind verstreut Nervenzellen anwesend. In
der Kammer sieht man sehr dinne Nervenfasern, die zwischen den Muskel-
fasern verschwinden (Abb. 3 und 4).

Histochemische Untersuchungen

DNS-Nachweis. In den Kernen der Muskelfasern, der Erythrozyten
sowie der Zellen des die Muskelfasern umgebenden Bindegewebes kommt posi-
tive FEULGEN-Reaktion zustande. Die Kerne der Erythrozyten und Bindege-
webszellen geben bereits nach 4—5 Minuten Salzsidurehydrolyse positive
FEULGEN-Reaktion, wahrend die Muskelfasernkerne erst nach 6—7 Minuten
dauernder Behandlung und auch dann blasser zu sehen sind. Die Kerne der
erwdhnten Gebilde zeigen eine massivere, die der Muskelfasern hingegen eine
lockerere Struktur (open-face-Kerne). Die in den Kernen der Muskelfasern
sichtbare Reaktion ist einheitlich, auch die Kerne der erwé&hnten speziellen
Muskelbiundel, der vorausgesetzten Leitungsfasern, zeigen keine Abweichung.
Nach Methylgrin-Pyroninfdrbung ist kein Unterschied in der Reaktion des
Herzarbeitsmuskels und des hypothetischen Leitungssystems zu beobachten.
An der Sinus-Vorhofgrenze sieht man deutlich die Ganglienzellen mit ihrem
stark pyroninophilen Plasma.

Glykogen-Nachweis. Die Muskelfasern geben stark PAS-positive Reaktion,
wdhrend die Reaktion in den mit Schleimverdauung behandelten Kontroll-
schnitten nicht zustande kam. Bei der PJS-positiven Substanz handelt es sich
demnach um Glykogen, das charakteristischerweise im allgemeinen weniger
stabil ist und leichter herausgeldst werden kann als aus den Herzmuskelfasern
der hdheren Lebewesen. In den Querschnitten sieht man das Glykogen in Form
von Granula, in Ldngsschnitten dagegen in Streifen (Abb. 5). Nach subjektiver
Beurteilung der Reaktion enthalten die speziellen Muskelbiundel und die Fasern
des Herzarbeitsmuskels dieselbe Glykogenmenge. Der Truncus gibt PAS-positive



Abb. 5. Glykogen in den Muskel- Abb. 6. Tetrazonium-Reaktion in

fasern der Kammer. PAS-Reaktion. dem vom Vorhof zur Kammer ver-

VergroBerung 80X laufenden Muskelbiindel. Blue B.
Vergroferung 40 X

Abb. 7. Tetrazonium-Reaktion in der Abb. 8. Bernsteinsduredehydrogenase-
Kammermuskulatur. Blue B. Ver- Reaktion an der atrioventrikuldren
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Reaktion, worauf wir noch zuriickkommen werden. Unter den im Vorhof und
in der Kammer zurlickgebliebenen Erythrozyten befinden sich Zellen, die stark
PAS-positive Reaktion zeigen. Die PJS-positive Substanz sieht man in Form
von Granula im Plasma der Zellen. Auch in den der Schleimverdauung ausge-
setzten Schnitten f&llt die Reaktion positiv aus.

Eiweil-Nachweis. Mit Tetrazoniumsalz (Blue B) kommt in der den Mus-
kelfibrillen entsprechenden Zone positive Reaktion zustande, die im allgemei-
nen schwach ist. Die Schnitte zeigen ein homogenes Bild, ein Unterschied zwi-
schen den beiden verschiedenen Muskelfasern ist nicht zu sehen (Abb. 6 und 7).

Lipid-Nachweis. Die im Perikard anwesenden Fettzellen geben mit Oil
Red 0 ausgeprdagt positive Reaktion. Im Plasma der Muskelfasern sieht man
eine Reaktion in Form kleiner Granula, die sich im allgemeinen in der Né&he
des Kerns befinden. Auch die Muskelbiindel, welche die Leitungsfasern ent-
halten, geben positive Reaktion. Nach subjektiver Beurteilung enthalten diese
Fasern etwas weniger und kleinere positive Granula. Im Truncus fiel die Reak-
tion negativ aus. Positive Reaktion gab auch das Plasma der Erythrozyten.
Sehr deutlich sieht man die stark homogene Reaktion gebenden Nervenfasern
im Bereich des Sinus venosus.

Saure Mukopolysaccharide. Zwischen den Muskelfasern sieht man eine
blasse Reaktion, die wahrscheinlich von den hier anwesenden Bindegewebsfa-
sern stammt. Eine stdrkere Reaktion geben die bindegewebigen (kollagénén)
Truncusfasern.

Plasmal-Reaktion. Positive homogene Reaktion ist im ganzen Herzgebiet
zu beobachten. Das Bild der Reaktion stimmt mit dem im Herzarbeitsmuskel
und in dem die speziellen Leitungsfasern enthaltenden Muskelringgebiet wahr-
genommenen Uberein.

Enzymreaktionen

Saure und alkalische Phosphatase. Die saure Phosphatasereaktion fiel
sowohl im Herzarbcitsmuskel als auch im Bereich der speziellen Muskelbiindel
negativ aus. Die alkalische Phosphatasereaktion gab im ganzen Herzbereich
blasse Schwarzfarbung. Diese Farbung erschien aber auch in den Kontroll-
schnitten, so daR sie als eine unspezifische Reaktion angesehen werden kann.
Stark positive Reaktion gab hingegen das die Kammer auskleidende Endothel.

Bernsteinsduredehydrogenase-Reaktion mit NTC. Der Truncus gab nega-
tive, der Vorhof schwach positive, die Kammer jedoch sehr stark positive
Reaktion. Schwach war auch die Reaktion des Muskelbindels, das die speziel-
len Muskelbundel enthé&lt und vom Sinus venosus tber den Vorhofin die Kam-
mer verladuft (Abb. 8).

Cholinesterase. Positiv fiel nur die Reaktion der Nervenelemente aus. Die
Fasern der speziellen Muskelbliindel gaben ebenso wie der Herzarbeitsmuskel
negative Reaktion.
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Besprechung

Wie aus den Untersuchungen von schiebter [3, 4] und Carbonert [1]
hervorgeht, unterscheidet sich das Reizbildungs- und Reizleitungssystem im
Herzen der Sduger nicht nur morphologisch, sondern auch — wie verschiedene
histochemische Reaktionen zeigten — physiologisch vom Herzarbeitsmuskel.
Die Unterschiede lenken, da sie vor allem in den Enzymreaktionen zutage tre-
ten, die Aufmerksamkeit auf den Stoffwechsel des Leitungssystems, der von
dem des Herzmuskels abweicht. Eigene friithere Untersuchungen am Herzen
des vollentwickelten Kammolches ergaben, daR bei diesen Tieren kein morpho-
logisch vom Herzmuskel abweichendes Reizbildungs- und -leitungssystem anzu-
treffen ist [2]. Auf Grund der vorgenommenen histochemischen Reaktionen
dirfen wir feststellen, daf auch diese das System nicht signifikant anzeigen.
Die Mehrzahl der bei den Sdugern vorkommenden Reaktionen fehlt entweder
ganz, oder wenn nicht, so fallen sie im ganzen Herzbereich in gleicher Weise
positiv aus. Die am Herzen von Abramis brama nach denselben Methoden vor-
genommenen Untersuchungen ergaben noch interessantere Resultate. Theore-
tisch wdre zu erwarten, dafl das Herz der Knochenfische weder morphologisch
noch in histoehemischer Beziehung ein differenzierteres Reizbildungs- und
Reizleitungssystem enthdlt als das der Amphibien, speziell der Molcharten.
Demgegentber besitzen die Knochenfische nach Literaturangaben und eige-
nen Feststellungen ein morphologisch differenzierbares Reizleitungssystem.
Auch die histochemischen Reaktionen fihrten zu interessanten Ergebnissen.

Die Leitungsfasern im Herzen der hdheren Lebewesen enthalten mehr
Glykogen, das sich bei verschiedenen Einwirkungen (Behandlung mit dest.
W asser, Schleimverdauung) stabiler erweist. Dagegen ist die Reaktion der basi-
schen Eiweileim Reizleitungssystem weniger positiv. Ebensoisteine schwéachere
positive Reaktion in den Leitungsfasern beim Nachweise von neutra-
lem Fett wahrnehmbar. Die Plasmalreaktion im Herzen der S&uger ergibt
Uberall gleichmé&RBig positive Resultate. Was die Enzymreaktionen anlangt, so
fallt die saure Phosphatasereaktion im ganzen Herzgebiet positiv, die alkalische
Phosphatasereaktion im ganzen Herzbereich negativ aus. Die Cholinesterase-
reaktion ist sowohl in den Nervenelementen als auch in den noddsen Leitungs-
fasern positiv. Die Bernsteinsduredehydrogenase-AKktivitdt ist im Reizleitungs-
system schwécher als im Arbeitsmuskel des Herzens.

Im Herzen der Bleie ist Glykogen uberall in gleicher Menge, aber — wie
wir gesehen haben — in weniger stabiler Form anwesend als im S&ugerherzen.
Die basische EiweilRreaktion zeigt im ganzen Herzgebiet gleiche Positivitdt,
ebenso wie der Lipidnachweis mit Oil Red 0. Unter den Enzymreaktionen fallt
die saure und alkalische Phosphatase negativ, die Cholinesterasereaktion nur
im Bereich der Nervenfasern und Nervenzellen positiv aus. Bernsteinsdurede-
hydrogenase ist auch hier in den speziellen Muskelfaszikeln in geringerer Menge
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als iin Herzarbeitsmuskel anwesend. Der besseren Ubersichtlichkeit wegen
haben wir folgende Tabelle 1 zusammengestellt:

Tabelle 1

Histochemische Eigenschaften der Muskelfaser des Herzens

Sduger Blei
Angewathe
hls\tfec:}ghmrlesﬁhe Leitungs- Arbeits- Leitungs- Arbeits-
fasern muskel fasern muskel
PJS-Reaktion
Glykogen-NaChWeiS ..o -M - + H' +
Blue B
EiweiB-NaChWeis .. + o +
Oil Red O-Férbung
Allgemeiner Lipid-Nachweis ... + 4" 4 4" +
Plasmal-Reaktion
Azetalphosphatid-Nachweis. ..o + + 4- +
Gomori Reaktion
saure PhosSphatase ... + + — —
alkalische Phosphatase ... — — — —
Gerebtzoffscher Cholinesterase-Nachweis ................ + — — -
Bernsteinsduredehydrogenase-Nachweis mit
NEOTELrazoliUm oo + + o+ + 4-4-

Nach unseren Untersuchungsergebnissen enthélt demnach das Herz der
Bleie ein morphologisch deutlich wahrnehmbares Reizleitungssystem. Zugleich
zeigen die histochemischen Reaktionen, die Bernsteinsduredehydrogenase-
Reaktion ausgenommen, keine Unterschiede zwischen den beiden verschiede-
nen Muskelfasern. Diese Tatsache laBRt sich auf zweierlei Weise erkldren. Er-
stens kann angenommen werden, dall die morphologische Differenzierung bei
den Knochenfischen vor der physiologischen eingetreten ist, was wir indessen
nicht fur wahrscheinlich halten. Viel plausibler erscheint die Annahme, dal
die morphologische Differenzierung auch hier zugleich mit der physiologischen
bzw. biochemischen eintritt, aber die gegenwadrtig zur Verfiigung stehenden hi-
stochemischen Untersuchungsmethoden nicht fein genug sind, um sie nachzu-
weisen, oder ein anderer Unterschied vorliegt, der mit anderen Verfahren auf-
gezeigt werden kann. Im differenzierten Reizleitungssystem der S&uger sind
bereits Verdnderungen anwesend, die auch mit den angewandten histochemi-
schen Methoden dargestellt werden kénnen.
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STUDIES ON HEART

I, Histological and liistochemical studies on the heart
of Abramis brama

Bundles of muscle different histologically from the working muscle of the heart can be
found to extend from the venous sinus through the centre of the auricle to the atrioventricular
boundary in the heart of Abramis brama. Similar fibres can be found in the atrioventricular
funnel as well. These muscle fibres constitute the conducting and impulse forming parts of the
heart in this species. The histochemical tests made indicate that the conduction system does
not differ from the working heart muscle. It is only the succinic acid dehydrogenase reaction
that shows a difference between the two kinds of muscle fibre. The working heart muscle gives
a stronger reaction than do the conducting fibres. This difference is identical with that de-
monstrated in mammals.

OYEPKW O CEPALIE

Il. Fnctonornyeckme M rMCTOXMMUYECKUEe unccnejoBaHua
Ha cepaue Abramis brama

B cepaue feleit (Abramis brama) K3 BEHO3HOrO CUHYyca MPOTSArMBalOTCS uepe3 cepe-
AVHY Mipefcepaus 0 aTPUOBEHTPUKYSIPHOM TpaHuLbl NMYYKU MbiLL, FUCTONMOTUYECKN OT/N-
yalolmecs OT pa6oueit MbllLbl cepaua. Takwvie ke BOMIOKHA HabModarTCea TakkKe B aTPUOBEH-
TPUKYNSPHOW BOPOHKE. 3TW MblleUHblE BO/IOKHA 06pasyloT B cepaue feweil cucTeMbl asi
NpoBefieHNs1 1 BbIPAGOTKN MMMY/NbLCOB. Ha OCHOBaHWM MPOBEAEHHbIX aBTOPaMU TMCTOXUMMUYE-
CKUX peakuuii NPOBOASALLAS CUCTEMA He OT/AMYaeTcs OT paGoueil MblLUpbl cepAua. Mckoun-
Te/IbHO TO/MbKO peakLUusi Aervapasbl SIHTAPHOW KWCMOTbl MOKa3blBAaeT OTK/IOHEHWUSI Mexay
ABYMS BMAAMU MbILLEYHbIX BOMIOKOH. PaGoyasi MbllLa cepala pearmpyet Cu/bHee Yem MpoBo-
Aslve BONOKHA. JaHHOe OTK/I0HEHME UAEHTUYHOE C Pe3y/ibTaToM, NOSTyYeHHbIM B C/ly4yae ucce-
[OBaHUS MEKOMUTAIOLLWX.

Angeta T. Gyevai, Budapest IX., Tlzolté u. 58., Ungarn.
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Summary

The effect of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) on the phosphorus metabolism
in plants was studied on pieces of potato tissue explanted to a medium containing radioactive
P. The object of the experiments was to examine the role of P metabolism in the protoplas-
matic resistance to 2,4-D.

Observations made at 6, 12 and 24 hours gave the following experimental results:

2.4-D inhibits the direct incorporation of P into the potato tissues; applied in toxic
concentrations, it even causes cells to loose a part of their endogenous phosphorus compounds.
The equilibrium of synthetic and hydrolytic reactions governing the normal level of organic
and inorganic P compounds is upset by 2,4-D resulting in the predominant breakdown of or-
ganic phosphates.

The phosphorus content of organic P fractions, as referred to the unit of tissue weight,
diminishes under the action of 2,4-D, especially in the acid-soluble and lipid-soluble fractions.

In general, the rate at which phosphorus is taken up by the different fractions, is modi-
fied by the administration of 2,4-D: accumulation of phosphorus is especially pronounced in
the lipid fraction.

The major part of the phosphorus accumulating in the lipid fraction originates from the
inorganic P compounds of the soil: the application of 2,4-D channels its incorporation into the
phospholipids at a rate which is superior to that of phospholipid breakdown.

The main effect of 2,4-D is presumably due to the physiological orpathological degener-
ation of the protoplasmic cell membranes, to that of the plasmalemma in particular.

However intricate the mechanism through which 2,4-D affects P metabolism appears
to be, it is evident that the toxicity of and resistance to 2,4-D are governed by P metabolism,
and depend especially on the metabolism of phospholipids which influences the permeability.

Introduction

Resistance to growth-regulating selective herbicides varies not only from
species to species but from variety to variety as well. Part of the differences in
resistance depends on those factors which modify the concentration of the her-
bicide immediately affecting the cells. The effect of growth regulators depends,
among others, on the manner of their penetration [23] and the properties of
the surface through which they are absorbed [5]. The intensity of resistance is
greatly influenced by the rate at which herbicides are translocated in the plant.
This rate is, in its turn, greatly influenced by the intensity of illumination, pre-
sumably via the carbohydrates which affect the transport of herbicides [1].
One of the most important growth regulators, 2,4-dichlorophenoxyacetic acid
(2,4-D), has been found to become immobilized by high temperatures [4].
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Since the factors influencing penetration and translocation cannot be
well determined and measured in practice, plasmatic resistance seems to be the
only reliable criterion for the determination of toxicity. Above all, the magni-
tude of plasmatic resistance and sensitivity displayed by plants are genetically
determined. The dependence of resistance on species specific properties is strik-
ingly illustrated by the fact that, to achieve a 100-per cent weed control, the
concentration of the herbicide has to be twice as high as that needed for eradi-
cating 90 per cent of the plants. So far, we possess but very few data regarding
the physiological foundation of genetically determined differences. There are,
nevertheless, a few modifying factors that have already been elucidated, e. g.
the stage of growth [21], nutritional conditions [27], and light [7]. Changes
brought about in the structure of the protoplasm have also been studied. Her-
bicides seem to damage the chloroplasts quite markedly which may explain
why 2,4-D affects assimilation unfavourably [18]. The observation that non-
toxic concentrations of 2,4-D provoke increased protein accumulation in bean
plants [25] and in the potato plant [22] point to changes in the microsomes.
Increased amounts of amino acids were observed after treatment with growth-
promoting doses of 2,4-D [16], while the contrary was found under the effect of
toxic doses [8]. Changes in the cell membranes were observed by Verdstra
[26] who found in the course of his experiments with red beet that toxic concen-
trations of 2,4-D caused the cell sap to diffuse from the vacuoles into the me-
dium. The effect of 2,4-D on the intensity of respiration forms the subject of
numerous reports [14]. Rakitin, for example, found that respiration in the
tomato fruit seemed to be increasingly governed by flavoproteids, while Leo-
pord [15] observed a decrease in the SH groups of coenzyme-A. Fairudai’s eXpe-
riments with potato-tissue cultures [6] support the view that the action of
2,4-D depends on the presence of free SH groups, an assumption further con-
firmed by his observation that a synergism seems to exist between the effects
of 2,4-D and glutathione. It was demonstrated by Humpnhreys [11, 12] that,
upon a treatment with 2,4-D, glucose is metabolized chiefly through the pen-
tose phosphates pathway in pea plants and maize seedlings. Worthy of note
is the fact that atreatment with auxin does not induce a similar phenomenon.

Seeing that certain herbicides affect the permeability of the cell mem-
branes and influence the respiratory system, considering furtherthat phosphorus
plays a significant part in these processes, we felt induced to continue our
researches with the study of P metabolism [9].

Regarding the effect of 2,4-D upon P metabolism we have, so far, encoun-
tered in the literature merely such data as were based on the results of spraying
experiments. Having sprayed plants with 2,4-D, Neerty [19] and Fang [10]
observed an increase in the total amount ofinorganic phosphorus. Yy akushkina
[13] claims that 2,4-D sprays induce the accumulation of glucose-6-phosphate
in the tomato fruit. Toxic doses of 2,4-D were found by Berezovsky [3]
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to reduce the amount of total P in sunflowers, and especially that of the
macroerg P compounds. Rakitin [24], treating growing young tomato
plants with 2,4-D, observed changes in the amount of P32 of the fruit: he
found a slight increase under the effect of promoting doses and a considerable
decrease under that of inhibitory concentrations; such decrease was especially
pronounced in the acid-soluble, protein and lipid fractions.

Considering that all these experiments were performed on whole plants
which took up the herbicide through the cuticle into the tissues of translocation,
their results allow only indirect inferences concerning plasmatic processes set
off by the toxic action of 2,4-D.

Material and Method

Sterile cultures of potato (variety “Gil Baba”) were used in the present experiments;
the method, elaborated by us, was that described in a previous communication [7]. Since it
was the metabolism preceding tumorous cell proliferation, and the early manifestations of
intoxication that we wanted to observe, We kept the expiants in the cultures for-short periods
only (6, 12 and 24 hours). The mediums to which the tissue pieces were transferred were of
four kinds: controls were keptin a medium that contained no 2,4-D; test pieces were grown in
mediums which contained either a suboptimal (10-7M), optimal (10-6M )ora toxic (10~3M)
concentration of 2,4-D. Recrystallized herbicide with a controlled melting point was used in
order to eliminate the side effect of 2,4-dichlorophenol arising from the disintegration of 2,4-D.
Each culture flask contained 4 ml of culture fluid into which 5 pieces of plant tissue, each weigh-
ing about 25 mg, were placed; the medium contained 20 4 Cof K2HP04with a specific activity
of 0,5mC/mg P. Sample groups in each culture series consisted of 20 to 25 tissue pieces taken
from 5—5 flasks. A procedure, based on the method of Ocur and Rosen [20], was employed
for the separation of the P fractions of the tissues. Our technique differed from the original in
that we prepared the total nucleic-acid fraction by extraction during 20 minutes at 70° C
with perchloric acid. We also performed measurements to ascertain the total isotope and total
P contents of the samples. Geiger—Miiller tubes served for the determination ofthe radioactive
P contents, and the technique of Berenblum and Chain [2] for that of the total phosphorus.
The figures contained in the following tables represent the mean values of 4 to 6 measurements
in respect of each concentration. The results of the determinationsin the different series showed
a variance of about 25 per cent.

Results and discussion

The results of computations concerning the amount of phosphorus uptake
based on the determination oftotal P and radioactive P are assembled in Table 1.

It is evident from Table 1that 2,4-D produces an inhibitory effect on the
phosphorus uptake of the tissues.

A comparison of the 6-hour with the 12-hour figures shows the total phos-
phorus content of tissues grown on mediums with highly concentrated 2,4-D
to have a decreasing tendency. Having been convinced by earlier experiments
[6] that the water content of tissues grown on mediums with different concen-
trations of 2,4-D shows no significant variations, the decrease in the amount of
total P, as observed in the present experiments, leads to the assumption that
the decreasing tendency must be due to the diffusion into the medium of part
of the phosphorus compounds. The fact that phosphorus seems to be lost also
in mediums which contain the herbicide in a concentration of 10~5.M, i. e. one
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Table 1

Effect of 2,4-D in the medium on the P contents of potato tissue

Control: no 2,4-D

in the medium 10- 7M of 2,4-D 10-6m of 24-D 10-3w of 2,4-D
Duration of treatment
hours Pylg Pylg Pylg Pylg
taken up total taken up total taken up total taken up total
6 12.45 574 10.08 591 11.05 605 5.28 379
12 23.80 576 24.52 627 25.07 582 11.20 317
24 57.30 644 52.14 622 40.25 567 11.80 281

promoting cell proliferation, might be interpreted to mean that, qualitatively,
both the growth-promoting and the toxic doses of2,4-D have the same physiological
basis.

We thought that the quantitative values showing the incorporation of
inorganic phosphorus into organic compounds would yield more characteristic
data than the figures concerning changes in total P. We compared, therefore,
the alcohol-soluble fraction (which practically contains inorganic phosphorus
only) with the other P fractions.

The figures in Table 2 show an increase of the ratio between inorganic and
organic phosphorus in media containing 2,4-D in concentrations of 10—7and 10~5
M. This proportion is lower if the concentration of the herbicide becomes toxic
(10~ 3M), aphenomenon presumably due in the first line to the loss of inorganic
P compounds. If the herbicide is sprayed upon the leaves, the inorganic phos-
phorus accumidating under its influence cannot so easily move out of the plant
as is the case in tissue cultures, and this may be the reason why, according to
the literature (e.g. [24]), the increase in the ratio betweeninorganic and organ-
ic phosphorus is strictly in step with the height of herbicide concentration.

As regards now the specific activity of the inorganic P fraction, it appears
that, notwithstanding the loss ofphosphorus, it is intensive in tissues kept in toxic
medium. We must, therefore, conclude that the phosphorus which diffuses into
the culture medium does not originate from the P compounds absorbed from the
media but is derivedfrom the organic P compounds of the tissue itself.

The ratio between inorganic P32 and organic P32 indicative of the equi-
librium between synthetic and hydrolytic processes, exceeds that of the control
after a treatment of 6 and 12 hours. A radical change occurs after a treatment
of 24 hours: while the value of the quotient inorganic P 32/organic P 32is consider-
ably reduced in tissues kept in non-toxic media, those in media containing a
toxic (10—3Af) concentration of 2,4-D retain the 12-hour level. We observed in
earlier experiments [7] the appearance of a velvety coating of proliferating
cells on tissues that had been grown in non-toxic media for 48 hours. The retarded



Table 2

Effect 0f2,4-D, contained in the culture media, on the ratio between inorganic and organic phosphorus in pieces of potato tissue

Duration of
treatment
P

6 hr.
inorganic (1)
organic (0)
1/0

12 hr.
inorganic
organic
1/0

24 hr.
inorganic
organic
1/0

No 2,4-D in the media

p*/g

1.57
10.37
0.15

2.94
19.60
0.15

5.52
49.07
0.11

pW\e

150
420
0.36

157
425
0.37

172
458
0.38

p*/p

1.05
3.26

1.87
4.62

3.21
10.71
30

P*le

2.08
8.88
0.23

4.17
17.45
0.24

5.82
49.03
0.11

Pyle

220
383
0.58

230
365
0.63

242
390
0.62

10—7M of 2,4-D

P*/g

0.95
231
41

1.81
4.78
38

241
12.58
19

2.02
8.54
0.24

4.08
15.98
0.26

4.90
38.58
0.13

i0-8M of 2,4-D

Pyle

231
364
0.63

218
349
0.63

230
316
0.73

P*/P

0,88
2,32

1.87
457
M

2.12
12.19
17

P*le

0.58
3.90
0,15

1,36
6,31
0,21

1.92
8.02
0.24

10~ 3M of 2,4-D

Pyle

72
270
0.27

69
255
0.27

60
211
0.28

p*/p

0.81
1.44
56

1.75
2.44
72

3.30
9.80
82
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growth oftissues kept in the control medium (no 2,4-D) or in media with a sub-
optimal concentration of 2,4-D does not manifest itself until the 5th and 10th day
respectively.

These phenomena justify the conclusion that cell division or the process
[ireccding mitosis begins during the first 24 hours on the surface of tissues ex-
planted to a non-toxic medium; since new tumorous cells have a high synthetiz-
ing power, the process in question must necessarily lead to a comparative dimi-
nution of the amount of inorganic phosphorus derived from freshly taken-up
phosphorus. No cell division occurs in tissues transferred to mediums containing
a toxic concentration of2,4-D, so that the value ofthe quotient inorganic P 32lorganic
P 32 remains high in spite of the diffusion ofphosphorus into the medium.

The fact that the respective curves of the ratios total inorganic P/total
organic P and inorganic P 32organic P32 show different courses admits the infer-
ence that 2,4-D affects different fractions in a different manner.

Figures indicative of the effect produced by 2,4-D on the P content of the
various fractions are assembled in Table 3.

Table 3

Effect of 2,4-D in the culture medium on the P fractions of potato tissue

Duration of ) No 2,4-D 10-7m of 24-D  10- 5M of 24-D  10—3m of 2,4-D
treatment hours Fraction
Pylg 1 % Pylg % Pylg % Pylg %
IF 150 26.4 220 36.6 231 38.8 72 21.1
ASF 250 43.7 210 34.9 180 30.3 126 36.8
[ LSF 27 4.7 26 4.3 25 4.2 18 5.3
NAF 85 14.9 82 13.6 83 13.9 75 22.0
PF 58 10.3 66 10.6 76 12.8 51 14.8
Total 570 100.0 604 100.0 595 100.0 342 100.0
IF 157 27.0 230 37.4 218 38,4 69 213
ASF 254 43.7 205 33.4 163 28,7 121 37.3
12 LSF 26 4.5 26 4.2 27 4,7 16 4.9
NAF 85 14.6 82 13.3 81 14,3 64 19.7
PF 60 10.2 72 11.7 78 13,9 54 16.8
Total 582 100.0 615 100.0 567 100.0 324 100.0
IF 172 27.2 242 38.2 230 42.0 60 22.2
ASF 282 44.8 210 33.3 124 225 108 40.0
M LSF 31 4.9 28 4.4 28 5.1 12 4.5
NAF 85 135 82 13.0 83 15.3 53 19.3
PF 60 9.6 70 11.1 81 15.1 38 14.0
Total 638 100.0 632 100.0 546 100.0 271 100.0
IF = Inorganic (alcohol-soluble) fraction

ASF = Acid-soluble fraction

LSF = Lipid-soluble fraction

NAF = Nucleic-acid fraction

PF = Protein (alkali-soluble) fraction.



HOLE OF THE ALTERATIONS IN PHOSPHOROUS METABOLISM 49

A comparison of the percentual distribution of the total P content of the
different fractions reveals that there occurred no significant change during the
treatment of 6—24 hours in the tissues kept in the medium that contained no
2,4-D, whereas — as has already been noted — the P content of the alcohol-
soluble fraction increased in the medium with 2,4-D at a concentration of
10~ 7Af; this increase occurred simultaneously with a significant decrease in the
content of the acid-soluble fraction. This phenomenon seems to show that the
metabolism of carbohydrates and that of ATP are most sensitive to 2,4-D.
As regards now the concentration of 10~5Af, the effect of 2,4-D on the said two
fractions was as described above, while the alkali-soluble fraction containing
protein-phosphorus was found to increase. The effect of 2,4-D in a toxic concen-
tration of 10 3M was this: notwithstanding the diminution of absolute P con-
tents, the amount of phosphorus remained high in the organic compounds, a
fact attributable to their more difficult mobilization which delays their diffu-
sion out of the tissues.

Figures showing the effect of 2,4-D on the amount of phosphorus incorpo-
rated into the P fractions of the potato tissue, as inferred from their radioactiv-
ity, are assembled in Table 4.

Table 4

Effect of 2,4-D in the culture medium on the incorporated P into fractions of potato tissue

Duration of ) No 2,4-D 10—7M uf 2,4-D i0—M >f 24-D 10—8M of 2,4-D
treatment hours Fraction

Pyld 1 % Pyle % Pyle 1 % Pyle %

IF 1.57 14.2 2.08 19.0 2.02 19.0 0.58 12.9

ASF 9.56 79.7 8.14 74.5 7.83 73.5 3.36 74.8

6 LSF 0.34 2.8 0.37 3.4 0.41 3.9 0.45 10.1

NAF 0.36 3.0 0.29 2.6 0.22 2.9 0.08 18

PF 0.11 0.3 0.08 0.5 0.10 0.7 0.01 0.4

Total 11.94 100.0 10.96 100.0 10.58 100.0 4.48 100.0

IF 2.94 13.1 4.17 19.2 4.08 20.0 1.36 17.7

ASF 16.95 75.2 14.70 68.0 13.53 67.6 4.57 59.6

12 LSF 0.74 3.1 0.81 3.8 0.98 4.9 1.47 19.22

NAF 1.72 7.7 1.72 7.9 1.25 6.2 0.25 3.3

PF 0.19 0.9 0.22 11 0.22 1.3  0.02 0.3

Total 22.54 100.0 21.62 100.0  20.26 100.0 7.67 100.0

IF 5.52 10.0 5.82 10.6 4.90 115 1.92 19.0

ASF 43.45 79.3 41.20 755  28.22 66.3 5.08 51.6

24 LSF 1.51 2.8 172 3.1 2.98 7.1 2.24 22.4

NAF 3.78 6.9 5.64 10.0 5.63 13.3 0.61 6.1

PF 0.33 1.0 0.47 0.8 0.64 1.8  0.09 0.9

Total 54.59 100.0 54.85 100,0  42.37 100.0 9.94 100.0

Notation of fractions as in Table 3.

4 Acta Biologica X1/1.
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It is evident from Table 4 that the changes in the amount of that phos*
phorus which is taken up from the medium by the different fractions is not in
agreement with changes regarding the total P content ofthefractions. Incorporation
of phosphorus is most vigorous in the acid-soluble fraction, and a significant
inhibition appears only after a toxic treatment of 24 hours. Both the absolute
and relative amount of phosphorus taken up by the lipid-soluble fraction show
a rapid increase with rising concentrations of 2,4-D. As regards the nucleic-
acid fraction, a subtoxic concentration of 2,4-D promotes, one of 10-3M inhibits,
the incorporation of phosphorus.

Fig. 1. Effect of various concentrations of 2,4-D on the rate at which phosphorus
is taken up by pieces of potato tissue. Notation of fractions as in the tables

There are significant differences between the individual fractions in re-
spect ofthe rate at which phosphorus is taken up, a rate which is indicative of
the balance betiveen uptake and loss ofphosphorus. The rates of phosphorus uptake
are illustrated in Fig. 1 with reference to that of tissue pieces kept in the control
medium which contains no 2,4-D.

It follows from Fig. 1 that, regarded from the viewpoint of the effect
which 2,4-D in the medium produces on the rate of P uptake, the phosphorus
fractions in the potato tissue are offour types:

1. Non-toxic concentrations of 2,4-D promote, toxic concentrations inhi-
bit the uptake of phosphorus in the alcohol-soluble and alkali-soluble fractions.

2. The rate of uptake is slowed down in the acid-soluble fraction by treat-
ment with 2,4-D.
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3. Atoxic concentration of 2,4-D inhibits phosphorus uptake and none of
the lower concentrations produces effect in the nucleic-acid fraction.

4. Quite different is the curve which shows the rate of P uptake by the
lipid-soluble fraction. This rate increases in step with rising concentrations of
2,4-D. This observation is particularly worthy of note if we remember that it
is this fraction which contains the chief component of the cell membranes and
that these membranes are presumably the principal factors involved in the
changes of permeability induced by the herbicide.

One of the questions arising in this connection one that has not been
cleared up in the foregoing — is whether phosphorus accumulating in the lipid
fraction derivesfrom the culture medium orfrom one ofthe P compounds contained
in the cells. No answer to this question is offered in the available literature.
W hen investigating the primary compounds formed by means of phosphorus
uptake, Loughman [17] concerned himself with the acid-soluble fraction only.

W ith a view to solving this problem, we started a separate group of expe-
riments. The method we used consisted in keeping the pieces of tissue in a medi-
um with radioactive phosphorus for 6 hours and transferring them thereafter
to a medium containing normal phosphorus. W hat we expected was that the
specific activity of the fractions which were in immediate contact with the
phosphorus of the medium would show a more pronounced decrease than that
of fractions which obtained phosphorus from the other fractions and not imme-
diately from the nutrient medium. Figures indicating the special activity of P
fractions in tissues transferred from radioactive to normal medium are shown in
Table 5.

It can be seen from Table 5 that it is the lipid fraction which shows the
most rapid reduction of specific activity in the mediums containing a concentra-
tion of 10~5Wf and 10~3M of 2,4-D, respectively. This suggests the conclusion
that the surplus amount of phosphorus in this fraction derives chiefly from the
medium. If the increase in the amount of phosphorus were due to a transfer
from other — already activated — fractions, the diminution of the specific
activity could not be so pronounced. Again, the fact that the surplus amount of
phosphorus in the lipid fraction derives from the medium seems to show that
the mechanism through which 2,4-D inhibits phosphorus uptake consists, in
the main, in a structural change of the plasmalemma.

That a rapid diminution of the specific activity of the lipid fraction also
occurs in a medium containing the growth regulator in a concentration of 10 6M
leads to the supposition that a dénaturation of cell membranes is needed for
uncontrolled growth, while their physiological degeneration may be necessary
even for normal cell division.

We do not think that it is a simple physical action by which 2,4-D degen-
erates the cell membranes as, otherwise, phosphorus ought to diminish as
rapidly in all fractions as it does in the lipid fraction.

4%
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Table 5

Effect of different concentrations of 2,4-D, contained in the nutrient medium, on the specific activity
of P fractions in pieces of potato tissue

No 2,4-D in 10- ™M of 2,4-D 10 W of 24-D 10-3M of 24-D
media
Hours of treatment Fraction

Referred Referred Referred Referred

p*Ip% to 6 p*/p% to 6 p*/p% to 6 p*/p% to 6

hours hours hours hours

IF 1.05 1.Co 0.95 1.00 0.88 1.00 0.81 1.0

ASF 3.83 1.00 3.88 1.00 4.25 1.00 2.67 1.0

6 LSF 1.26 1.00 1.42 1.00 1.62 1.00 2.50 1.0
NAF 0.42 1.00 0.35 1.00 0.28 1.00 0.11 1.0

PF 0.19 1.00 0.12 1.00 0.08 1.00 0.02 1.0
IF 1.29 1.23 0.91 0.95 0.82 0.92 0.58 0.71
ASF 3.28 0.86 3.74 0.96 4.17 0.98 1.44 0.54
12 LSF 2.32 1.85 1.39 0.98 0.81 0.50 0.75 0.30
NAF 0.78 1.85 0.50 1.43 0.41 1.41 0.07 0.64
PF 0.30 157 0.19 1.59 0.18 2.26 0.04 2.00
IF 1.27 1.20 0.71 0.74 0.59 0.65 0.45 0.56
ASF 2.58 0.67 3.40 1.14 3.55 1.30 0.83 0.29
24 LSF 1.16 0.92 0.68 0.48 0.75 0.46 0.08 0.03
NAF 0.78 1.87 0.58 1.66 0.44 1.52 0.06 0.54

PF 0.30 1.58 0.20 1.67 0.17 2.14 — —

For notation of fractions see Table 3.

More acceptable seems the assumption that the degeneration of the plas-
malemma is due to changes occurring in intracellular P metabolism.

Table 6 illustrates the intraLellular path of phosphorus as affected by
2,4-D.

It can be seen from the figures of Table 6 that the amount of radioactive
substances increases in the alcohol and lipid-soluble fractions if the medium con-
tains no 2,4-D. There are two alternatives to explain this phenomenon. The first
is the assumption that the increase is due to hydrolytic processes. The second
is the possibility that there remains some residual isotopic phosphorus (of the
media) on the surface of the tissue pieces or in the intercellular spaces. The fi-
gures showingthe total amount ofP32reveal an approximately 5 percentincrease
6 hours after the transplantation of the tissues to the medium which contains
normal phosphorus; this surplus amount is near the limit of error and shows no
further increase during the following 12 hours. Seeing that the increase of the
P 32 content in the alcohol and lipid-soluble fractions appears only in the 12-liour
samples, we are inclined to accept the latter explanation, especially as the in-
crease in the amount of P32 would surely be more in step with the duration of
treatment if it were due to hydrolysis. This methodical source of error is of the
same order in all tissues regardless cfthe concentration of the growth regulator,
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Tabic 6

Effect of different concentrations of 2,4-D, contained in the medium, on the intracellular fate of
phosphorus absorbed by pieces of potato tissue

No 2,4-D in 10-7Af of 2,4-D 10-5Af of 2,4-D i0—»Af of 2,4-D
medium
Duration of treatment
Referred " Referred Referred i Referred
psvV/g  to 6 hr. P>*YI8 1o 6 hr. F>vit  to6hr P" rig to 6 hr.
Total uptake in 6 hr.
(Table 4 ) e, 11.94 1.00 10.96 1.00 10.58 1.00 4.48 1.00
After 12 hr.
IF .. 2.04 1.30 2.08 1.00 1.78 0.88 0.40 0.69
ASF 8.32 0.87 7.65 0.94 6.82 0.82 1.74 0.52
LSF 0.58 1.70 0.36 0.99 0.22 0.54 0.12 0.27
N AF 0.66 1.84 0.41 142 0.35 1.59 0.04 0.50
PF e 0.18 1.64 0.14 1.60 0.14 1.40 0.02 0.20
11.78 0.99 10.64 0.97 9.31 0.88 2.32 0.52
0.16 0.01 0.32 0.03 1.27 0.12 2.16 0.48
2.18 1.39 1.72 0.83 1.37 0.67 0.27 0.39
7.30 0.71 7.17 0.88 6.85 0.87 0.90 0.23
0.36 1.05 0.19 0.51 0.21 0.54 0.10 0.27
0.66 1.83 0.48 1.65 0.36 1.63 0.03 0.22
0.18 1.60 0.14 1.60 0.14 1.40 0.01 0.09
Total ... 10.68 0.98 9.70 0.89 8,93 0.84 1.31 0.29
L0OSS v 0.26 0.02 1.36 0.11 1,65 0.16 3.17 0.71

so that the relative values of our data offer a reliable basis for the assessment of
the effect produced by 2,4-D.

The amount of isotope in the alcohol-soluble fraction goes rapidly down
in media containing 2,4-D, a phenomenon indicative of the fact that the amount
of phosphorus lost by the fraction is considerably in excess of that taken up from
the intercellular spaces. The uptake of labelled phosphorus by the acid-soluble
fraction is slightly increased by growth-promoting doses of 2,4-D, while toxic
doses are followed by a loss of P32also in this fraction. The lipid fraction behaves
in this respect quite like the alcohol-soluble fraction. Notwithstanding the rapid
rale at which phosphorus is incorporated into the lipid fraction, the amount of P32
shows a decreasing tendency with the rise of the herbicide level which justifies
the conclusion that the increase of the amount of phosphorus in this fraction
must be due to such a stimulation of biosynthesis of lipid-phospliorus which is
much higher than the rate of its breakdown. It is interesting to note that, during
the first 12 hours, the P content of the nucleic-acid and alkali-soluble fractions
increases very considerably in media with normal phosphorus which contain
no 2,4-D or contain it in concentrations of 10 7and 10-5 M, while it remains
constant during the next 12 hours of treatment. This seems to prove that, in
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contrast to the lipid fraction, an equilibrium between the uptake and loss of
labelled phosphorus is reached in these fractions during the first 12 hours, i. e.
before the sample is taken. The application of a toxic dose of 2,4-D is followed
by a rapid decrease of the radioactive substance in the nucleic-acid and the
alkali-soluble fractions alike.

All these observations lead to the conclusion that sensitivity to 2,4-D is
closely correlated with phosphorus, and especially with phospholipid metabo-
lism. Phospholipids are known to play an important part in the construction
of mitochondrial structures and cell membranes. Our further investigations are,
therefore, concerned with problems of this kind.
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DIE ROLLE VON VERANDEREN GEN DES PHOSPHORSTOFIWECHSELS
IN DER RESISTENZ GEGENUBER 2,4-DICHLORFHENOXVESSIGSAURE

An Kartoffelgewebestickchen, die auf Isotopphosphor enthaltenden Nahrboden gelegt
wurden, erfolgte die Untersuchung der Wirkung von 2,4-Dichlorphenoxyessigsdure (2,4-D)
auf den Phosphorstoffwechsel von Pflanzen. Das Ziel der Untersuchungen war es festzustellen
welche Rolle der Phosphorstoffwechsel in der Resistenz des Protoplasmas gegeniiber 2,4-D
spielt.

P An Hand der nach 6, 12 und 24 standiger Behandlung erfolgten Untersuchungen wurde
festgestellt, daR:

2,4-D den unmittelbaren Einbau des Phosphors in die Kartoffelgewebe verhindert, bei
Verwendung eine toxischen Konzentration geben die Zellen sogar einen Teil ihres eigenen
Phosphorgehaltes ab; auf Wirkung von 2,4-D wird das Gleichgewicht der Einbau-Abbaureak-
tionen zwischen den organisch und anorganisch gebundenen Phosphorverbindungen zu Gun-
sten des gesteigerten Abbaus der anorganischen Phosphate verschoben.

Der Phosphorgehalt in Gewichtseinheiten des Gewebes von organischen Phosphor-
fraktionen vermindert sich auf Wirkung von 2,4-D hauptsachlich in saureldslichen und lipoid-
lI6slichen Fraktionen.

Die Schnelligkeit des Phosphoreinbaus in die einzelnen Fraktionen wird durch 2,4-D in
der Regel modifiziert, und innerhalb dieser Fraktionen kann eine besonders grofe Phos-
phoranh&ufung in den Lipoidfraktionen wahrgenommen werden.

Der Gberwiegende Teil desin den Lipoidfraktionen sich anhdufenden Phosphors stammt
aus dem anorganischen Phosphorgehalt des N&hrbodens, 2,4-D stimuliert den Einbau in die
Phospholipoide in gréBerem MaRe, als den Abbau der letzteren.

Die Wirkung von 2,4-D kann auf die physiologische, bzw. pathologische Denaturierung
der Grenzmembrane des Protoplasmas, in erster Reihe der Plasmolemma zurickgefiihrt werden.

Bei aller Kompliziertheit des im Zusammenhang mit der Wirkung von 2,4-D auf den
Phosphorstoffwechsel erhaltenen Bildes ist es klar ersichtlich, daB die Toxizitdt, bzw. Resis-
tenz von 2,4-D vom Phosphorstoffwechsel, und innerhalb desselben besonders von der Gestal-
tung des die Permeabilitdtsverhéltnisse beeinflussenden Lipoid-Phosphorstoffwechsels ab-
héngig ist.

POIb UBMEHEHWIN ®OC®OPHOIO OBMEHA B YCTOMUYMBOCTW B OTHOLLUEHWNI
K 2,4-ANXNOPO®EHOKCUNYKCYCHOW KWCAOTE

Ha kyckax kapTothenlbHOW TKaHW, MOMELLEHHbIX Ha NUTaTeNbHYIO Cpedy, COLepXKallyto
n3oTonbl docopa, uccnefoBanock Aeiictene 2,4-aAnNXN0poeHOKCUYKCYCHOM Kucnotbl (2,4-1).
Llenbto nccnegoBaHuii 6b110 yCTaHOBEHWe ponn hochopHOro obMeHa B NPoOTOMIa3MaTUYeCKOM
YCTOMUMBOCTM B OTHOLUEHMM 2,4-1.

Ha ocHoBaHMM nccnepoBaHuiA nocne 6, 12 n 24 yacoBo 06paboTKM BblI0 YCTAHOBMEHO
cnegytouee:
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2,4-[1 npenATCTBYeT HEMOCPeACTBEHHOMY BKJ/IHOUEHMIO (octhopa B TKaHM KapTodens,
NPH MPUMEHEHUN TOKCUYECKOM KOHLEHTpauuii KNeTKyM OTAAlT AaXe YacTb CO6CTBEHHOr0 CO-
nepxaHus octopa; Ha feiicTBue 2,4-[l paBHOBecMe peaKuuii acCUMUNSALMA-AACCUMUNSALNS,
cyLlecTBytoLLee Mexay (ocopHbIMA COEAUHEHUSIMU OPraHWYecKoi U HeopraHM4YecKon CBA3M
CMeLLaeTCcsl B CTOPOHY YCW/IEHHOTO Pas/iOKEHUs1 OpraHMyeckumx octaros;

cofjepXkaHue ocopa B efuHULE Beca TKaHW OpraHM4Yeckux (octhopHbIX pakymii
yMeHbLUAeTCs nog AelictBuemM 2,4-[1, rnaBHbIM 06pa3om B (paKUMsX, PacTBOPUMbIX B KMC/OTe
1 B iMnoujax;

CKOPOCTb BKJ/IHOUYeHNs hochopa B OTAe/bHbIE (PpaKLMK, Kak MpaBuio, BUAOU3MEHSIETCS
nog fenctemem 2,4-[, n B npegenax atoro ocobeHHo 60/bLUOe HaKomseHWe docopa Habnto-
[JaeTcs B JIMNOUAHbLIX (PaKUUAX;

npeo6nafaroLlas 4YacTb HaKOMSILWLErocs B NUMNOUAHbIX (pakumsax doctopa npowuc-
XOAUT M3 CcOofepXXaHWsi HeopraHMYeckoro doctopa B NuTaTenbHoi cpege; 2,4-[, cTUMynupyeT
BK/IlOUeHMe B hochonunongbl B 60/bLUE Mepe, YeM WX pacllensieHune;

JelictBue 2,4-[1 MOXHO OTHECTM K (PM3MOMOTMYECKO WM Xe MNaTo/orMyeckoii AeHa-
Typauuy norpaHWyHo/ MemGpaHbl MPOTOMMasMbl, MPeXje BCero MniasMosieMMbl;

BOMPEKMN CMOXHOCTU KapTWHbI, NOMYyYeHHOW B CBSA3U C AeiicTBMEM 2,4-[] Ha (hochopHbI
06MeH, SICHO BWMAHO, YTO TOKCUYHOCTb 2,4-[ WM Xe YCTOAWYMBOCTb 3aBUCUT OT (hOCHOPHOro
06MeHa, 1 B npejenax 3TOro B YaCTHOCTW OT B/AMSIIOLLENO Ha YCM0BUS NMPOHMLAEMOCTU thocdop-
HOro o6MeHa /IMNouaoB.

Béla Faludi, Budapest, VIII. MlOzeum krt. 4/a, Hungary.
Agnes Faludi-DAniel, Budapest, VIII. MGzeum krt. 4/a, Hungary.



THE BIO-ASSAY OF PRIMYCIN

L. N yiri
BIOLOGICAL RESEARCH LABORATORY OF THE "HAJDUSAG” PHARMACEUTICAL WORKS, DEBRECEN
(Received January 15, 1960)

Summary

Bio-assay was elaborated for the quantitative determination of activity of primycin.
Using agar basal medium containing relatively small amounts of protein and peptone and a
methanol — pH 8,04 phosphate buffer mixture for the dilutions, this antibiotic of low diffu-
sibility and of alcalic character was estimated against Bacillus subtilis FDA 6633.

The determination of active compound was made using a special nomograph described
for the two-dose assay methods.

A rapid method for the estimation of error was also worked out. The error of the bio-

assay was =2 —7 per cent.
The method was suitable to follow the changes of the activity of primycin during the
course of fermentations and preparative processes.

Introduction

The difficulties encountered in the determination of the activity of pri-
mycin by chemical method [6] warranted studies on a reliable biological test.

Previous investigations made at the Institute of Pharmacology, Univer-
sity of Debrecen [7] led to the conclusion that the conventional agar-diffusion
method might serve as a base for reliable biological estimation of this antibiotic.

There was namely a logarithmic relation between the concentration of the
effective substance and the resulting inhibition zone.

Technical part

Materials and methods for the estimation

The test microorganism for the determination of the activity of primycin
was Bacillus subtilis FDA 6633. Spores of this strain were used for the inocula-
tion of the basal medium. The mode of cultivation of the test strain and the
preparation of standard spore suspension was similar to that described by
Nyiri [3].

After testing various basal media we have chosen a medium already used
for the estimation of antibiotics of alcaline character [5].
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The components of this medium were the following:

0,5% peptone (Witte)
1,0% Na2HPO4
0,1% KH2PO4

dissolved in fresh horse-bouillon.

This basal medium was then diluted ten times with distilled water.

We added then 2% washed agar-agar to the medium and adjusted the
pH to 8.3 by 0.1 N NaOH.

Sterilization was carried out by autoclaving the medium at 1.3 atm for
30 minutes. After autoclaving a pH control seemed to be necessary. The
required value was pH 8.0.

This medium could be stored at -j-2° C for one month. Before use we
melted it again by autoclaving at 1.0 atm for 15 minutes.

For the estimation glass trays were used with 23.5x18.0 cm of side di-
mensions. In these planparallel plates the thickness of the solidified agar me-
dium (using single layer) had to be exactly 3.0 mm. Cups of 10 mm in diameter
were punched out from the agar by sterilized cork-borer.

The different solutions of primycin were in every case diluted in a mixture
of distilled methanol and pH 8.04 Sorensen phosphate buffer (ratio 1 :1).
After dilution and filling the cups, the plates were incubated overnight at 37° C.

The diameters of developed inhibition zones of bacterial growth were then
measured by slide-gauge with 0.1 mm accuracy.

Dose-response curve

To establish the dosage-response curve a purified primycin preparation
was used.

10.0 mg of the preparation was dissolved in 100.0 ml lukewarm distilled
water (stock solution). Then using the methanol buffer mixture the stock solu-
tion was diluted preparing thus a series of dilutions in which the concentration
of the antibiotic was 4.0, 2.0, 1.0, 0.5 and 0.25 y/ml respectively. The diameters
of the inhibition zones elicited by the different concentrations of the effective
standard material are presented in Fig. 1.

From the relationship obtained under standard conditions it was obvious
that the slope of the curve is most satisfactory between the values of 2.0 and
0.5 yIml.

As the assay technique seemed to be simple and the data of repeated
experiments were also satisfactory, for the comparison of the unknown samples
to the standard the 4-point, two-dose assay type was applicable.
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The assay of activity of final products

A solution of 100.0 ylml concentration of final, powdered, homogenized
preparation was prepared. This solution was further diluted 50 and 200 times.
Thus the theoretical concentrations of the solutions were 2.0 and 0.5 y/ml, re-
spectively. 0.1 ml of each solutions was then measured into the cups of the agar-
plate. Likewise 0.1 ml of the standard solutions served as control.

fig primycin/ml
Fig. 1. Relation of the inhibition zones to primycin concentration

After incubation the mean values of the diameters of inhibition zones
were calculated. The activity of the unknown sample as per cent of standard
(0) was then calculated by the use of the following formula [2]:

bés = ~ (10&A)

V = (SH+ SL) — (StH + StL)
W = (SH+ StH) - (SL + StL)

where A is the degree of dilution, S# and SL are the mean values of diameters
of inhibition zones caused by the unknown samples’ high level (2.0 y/ml)
and lower level (0.5 y/ml) application, respectively, and the Stu and StL are the
corresponding values related to the standard.

Using the nomograph | (Fig. 2) on the basis of Y and W values we got
the percentual activity of the unknown sample as compared to the standard.
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Fig. 2. Nomograph on the basis of V and W values

In the case of final products this figure was equal to the sample's
weight/ml value.

Table 1
Example 1

The bio-assay ofthe No. 34. E. K.finished product

dilution 50 X 200 X
standard values in mm 21,2* 13,0
sample values in mm 20,6 12,6

* Figures presented in the Table are the average values of the diameters of inhibi-
tion zones in mm.
The calculations of the potency of sample No. 31. E. K. work out at 92.5%.

The assay of activity of primycin in fermentation juices

Assay was made with unfiltered fermentation juices containing mycelia.
These wekre so diluted in the mixture of methanol-buffer that the primycin
concentration of the diluted juice should be, as possible, within the 2.0—0.5
y/ml range. It was necessary to make a further dilution in the ratio 1:4 and
then 0.1 ml of these two dilutions of the sample were plotted against the stan-
dard solutions.

The manner of calculations was similar to that described in the case of
final products. We calculated the weight/ml primycin concentration of the fer-
mentation juice using the obtained 0 value in the following formule:
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<92 h
100

where the Cis weight/m| active substance and h is the degree of dilution.

Table 2
Example 2
The bio-assay of fermentation juice No. K-4. ch. 34.
The supposed concentration of the primycin in the fermentation juice 50 y/ml.

We made a 25 X and a 1:4 (100 X) dilution of the sample.

standard sample
2.0y/ml 0.5y/ml 25 X 100 X
mean values of inhib. zones in mm 23.5 13.9 23.3 14.6

B = 102%
The real concentration of the fermentation juice :51.0 y/ml.

The assay of primycin in body fluids and organs

The method for the estimation in body fluids was similar to that described
in the case of fermentation juices. It was necessary to homogenize the investi-
gated organs in Waring-blendor at -|-20 C temperature in presence of a certain

amount of methanol.
Further manipulations has been made according to the method of estima-

tion in fermentation juices.
The validity of the estimation

As the chemical assay of primycin activity by SAKAGUCHi-test seemed to
be inapplicable in fermentation juices, intermediary products and body fluids,
the obtained data were comparable only with repeated bio-assays.

In Tabic 3 data of repeated estimations of various unknown samples are
given. The repetitions were made by the same analyst on successive days under
standard conditions.

The estimation of error

It was necessary to estimate the percentual error of individual assays
every day.

Thus we wanted to determine the extreme values of the obtained data
for each sample on the basis of extreme values of diameters of inhibition zones
caused by one dilution.
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Table 3

The deviation from the mean data obtained from various samples

- Ferrrj1ueincteati0n '”ter’;?:éjlia’y Highly pure Pulped lung
No.
No. 4222 recov. % No. Cr./6. recov. % prod. 3. recov. % recov. %

l. 150* 99.5 25.0** 99.2 99.0** 99.4 4.0* 73.0
2. 150 99.5 -27.0 105.2 100.0 100.0 6.0 109.0
3. 150 99.5 26.2 104.0 98,0 98.4 7.0 127.0
4. 154 102.0 23.4 92.8 100.0 100.4 6.0 109.0
5. 152 100.8 24.8 98.4 101.0 102.0 4.0 73.0
av. 151 25.2 99.6 5.5
disp. + 2.0 + 5.2 + 2.0 +27.0
9 —05 —72 - 16 —27.0

ANumbers are given in y/ml
** Numbers are given in per cent
Results were obtained using six cups for each dilutions

For the estimation of error of the two dose bio-assay an official method
was given by US Food and Drug Administration [4]. Having two nomographs
and a number of various mathematical operations this method, however, seem-
ed hardly usable for us. Combining the two nomographs and shortening the
operation of raising to the square a more rapid method of estimation of error
was worked out.

For the base of operations, knowing the mode of calculation of the per-
centual activity ofthe unknown sample, the probable error (qz) ofthe f (x,y)— z
function was chosen.

Due to the manipulations the following equation was obtained:

| 0-=InAT
0 w

The combined nomographs made by this afore-said equation are showed in
Figure 3.

For the estimation of error of the assay using nomograph Il four values
are necessary namely V, W, Rv and f?w.

Rvand Rware V and W values within a series of measurement (absolute
error) i. e. the differences between the highest and lowest V and W values re-
spectively.

Connecting the V and W values with a straight line (1), this one intersects
the E scale in a point. Connecting this point with the Rwvalue (2), the resulted
straight line is lengthened towards the V scale where it marks a point A.
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Dropping perpendiculars on the scale V (3) and on the scale Rv(3a) using
the Rvvalue a point of intersection is obtained which corresponds to one of
the G curves.

Connecting the point of intersection of G curve on the V scale with the
W value (4) the straight line intersects again the E scale and denotes a value
which is in this case the percentual probable error of the assay.

Fig. 3. Nomograph for the estimation of probable error

Discussion

When elaborating the bio-assay of primycin there were various factors
we had to take into consideration. Thus we had to choose

the suitable solid medium,

the test microorganism,

the best buffer or solvent system,
the temperature of incubation.

B e e

Besides these we had to prove the applicability of the method for special
estimations as the quantitative determination of the activity of fermentation
juices, intermediary products, body fluids and organs.
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Experiences obtained during the preliminary investigations proved that
the diffusion of primycin is inhibited by the high protein, glucose and peptone
contents of the medium. After having eliminated the glucose we diminished the
percentual content of protein and peptone.

Because of the alcaline character of the antibiotic the addition of alcaline
substances (Na2HP04) seemed to be necessary. The optimal concentration of
agar-agar in the basal medium (2%) depended on two factors: the solidity of
the medium and the possibility of diffusion of primycin in the polysaccharide
agar-agar.

Choosing the test microorganism we had to consider the relatively high
pH value and low concentration of nutritive materials of the basal medium.
Therefore disregarding the use of Staphylococcus aureus p uncan Strain a less-
exacting strain of Bacillus subtilis was employed.

W ith the increasing pH value of the investigated buffers not only the
agar-diffusion of antibiotic improved but even the Liesegang-ring like inhi-
bition zones (characteristic of the poor buffer effect) disappeared.

Similarly, the sharpness of the edge of inhibition zones was the best at
pH 8,0 value.

Testing various organic solvents (alcohols, acetone) and detergents
(Tween 80, critrs) and their mixtures with pH 8.0 buffer to ensure the best
diffusion of primycin in the agar medium we have finally chosen a methanol-
pH 8.0 phosphate buffer mixture (ratio 1 : 1), the best.

Being a good solvent for primycin the methanol increased not only the
rate of diffusion but even eluted the adsorbed part of the antibiotic from the
mycelia.

50% methanol in itself did not effect the growth of the applied strain of
Bacillus subtilis.

In the view of rate of diffusion of primycin and the rate of growth of
Bacillus subtilis the temperature of incubation was optimal at 37° C.

The adaptability of the method for the estimation of special materials
containing primycin encountered some difficulties.

Primycin is strongly adsorbed to mycelia. Similar phenomenon was
observed on tissues (lung, kidney) too. The unpurified intermediary products
of primycin contained apparent amount of ninhydrin positive material. During
the purification process this content was diminished. Hereby the assay of the
antibiotic became easier.

These facts indicated the affinity of primycin to make certain linkage
with proteins. The adsorbed primycin lost the ability of optimal diffusion.

We had to liberate the primycin from the complex and prevent its rebind-
ing to protein during incubation.

Among various solvents the distilled methanol seemed to be the best for
this purpose. Besides, our endeavour was to assure the most advantageous con-
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ditions for the rapid diffusion. Nevertheless, considering the difference in the
recoveries in successive estimations of various kinds of samples we had to sup-
pose the existence of different sorts of protein-primycin linkages.

The error of the method was generally i 2-7 per cent. Within this error
ofthe bio-assay there was a possibility to follow the changes ofthe active mate-
rial during the course of fermentation and preparative processes [1].

The concentration of primycin in organs was not measurable within the
mentioned limits of error. The reason might be the low concentration of the
antibiotic in the organs and the probably insufficient splitting of the protein-
primycin complex.

In these determinations we had to use the term “unit”. As even the highly
purified products were not crystalline, for practical purposes we had to define
the “unit of primycin”. The “unit” was expressed by that amount of active
material that caused an inhibition zone of 17 mm in diameter in average of no
less than 48 measurements.

We had a purified standard product of which a solution containing
1,0 y/ml primycin caused the requested diameter of inhibition zone. This
standard compound contained “1000 units” per milligram.

It was obvious that a smaller amount of a purer standard material
would give the same zone of inhibition. In the course of purification purer
products were obtained of which activity could be expressed by a value over
100 per cent [1].
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BIOLOGISCHE BESTIMMUNG DER AKTIVITAT VON PRIMYCIN

Zur quantitativen Bestimmung der Aktivitdit von Primycin wurde eine biologische
Methode ausgearbeitet. Die Aktivitat dieses schwer diffundierenden, basische Eigenschaften
besitzenden Antibiotikums wurde mit Hilfe eines Bacillus subliiis-Stammes bestimmt, wobei
ein N&dhragar mit verhéaltnismaRig geringem Protein- und Peptongehalt, und zur Verdlinnung
ein Methanol-Phosphatpuffergemisch (pH 8.0) zur Verwendung gelangte. Die Bestimmung
des W irkstoffgehaltes erfolgte mittels der bereits friher beschriebenen »two-dose assay«
Methode auf speziellen Nomogrammen.

Zur Fehlerberechnung wurde eine schnelle Methode ausgearbeitet. Die Fehler schwank-
ten von 2—7%.

Die neue Methode konnte mit Erfolg zur Beobachtung der Aktivitdtsverdnderungen
von Primycin wdéahrend den Fermentationen und Reinigungsprozessen verwendet werden.

BVMOJTIOMMYECKOE N3MEPEHME AKTUMBHOCTU MPUMUWLIMHA

[Ona KONMYecTBEHHOro OnpefeNneHns akTMBHOCTU MPUMMULMHA aBTopbl paspaboTanu:
6ronornyeckunii metof. AKTUBHOCTb 3TOr0 TPYAHO AVDGYHAMPYIOLLLEro, 06/1a4atoLero CBOMCT-
BaMM OCHOBaHWSA aHTMOMOTUKa Oblna onpegeneHa wWTaMMOM Bacillus subtilis  npuyem,
npuMeHANacb arapoBas cpefa, cojepallas CpaBHWTE/IbHO Masio NPOTeMHa W NenToHa, fasnee
Ana pasbaBfieHUs B KadecTBe OyepHOI cmecy npumeHsncs meTasoH-gocgat (pH 8.0). Onpe-
[eneHne cogepXaHWs LeCTBYIOLLEro BellecTBa OCYLLEeCTBAAMOCh Ha CreuuasibHbIX HOMOrpam-
Max OMMWCaHHbIM YXe paHblle MeTOAOM “two-dose assay” .

[Ona BbluucneHns ownbok 6bin pa3paboTaH CKOPOCTHbIA MeToh. [lorpewHocTb n3me-
peHus Konebanacb oT 2—7%.

Pa3paboTaHHbI/ aBTopaMu MeTO4 MPUMEHUM A1 MPOCAEXMBAHUSA W3MEHEHUI aKTWB-
HOCTV NPUMULMHA B X04e NPoueccoB (PepMeHTaUMn U OYUCTKMW.

Lasz16 Nyiri, Debrecen, Pallagi Gt 3—5., Hungary.
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Summary

Photosynthetic experiments were made by Ruttneb’s conductometric method in a
3mM KHCO3 solution, with pure cultures of five strains of green algae (7 K .Chlorella vulgaris
Beyer., 516. Kirchneriella sp., 198. Scenedesmus quadricauda (Turp.) Bréb., 953. Coelastrum
microporum Nag., 3153. Chlorocloster terrestris Pascher).

One of these strains (Chlorella) utilizes free carbon dioxide much better, than hydro-
carbonate ions, although it can take up the latter too in a limited quantity (up to pH 9.5).

One strain (Scenedesmus) utilizes hydrocarbonate ions well, but is unable to decrease
the C02content of the 3 mM KHCO03solution to the point, where the quantity of carbonate
ions predominate over hydrocarbonate ions.

The other three species show very intensive photosynthesis even at pH values, indicat-
ing very low hydrocarbonate concentration. It is possible that these species are able to split
carbonate ions too.

The behaviour of these strains, originating from carbonate containing waters suggest
that at the calculation of the primary productivity of natural waters not only the free carbon
dioxide and the half amount of the hydrocarbonates must be considered as available inorganic
carbon sources, but the total amount of chemically determined hydrocarbonate ions and the
half amount of carbonates too. In extreme cases, some algal species are able to take up 93% of
the carbon dioxide content bound to hydrocarbonates and carbonates. This process is pre-
sumedly limited by the increase of pH.

On the basis of these experiments the high productivity of sodic waters can be easily
explained.

Introduction

There are certain hydrobiological problems, which raised our interest to
study the inorganic carbon sources of phytoplankters.

The attention of hydrobiologists was called at first by Maucha [5, 6, 7]
to the importance of inorganic carbon supply of phytoplankton, assuming that
under certain conditions the carbon sources of photosynthesis can be a limiting
factor in the biological productivity of some freshwater bodies.

Though in the hydrobiology since Raspait [15] the assessment of pri-
mary productivity has been made on the basis of free carbon dioxide and the
half amount of carbon present in hydrocarbonates, the productivity of the very
alkaline water bodies rich in soda, which are of wide-spread occurrence in Hun-
gary, is very high, though they do not contain free C02 This contradiction
urges a plant physiological revision of this chemical-ecological question.
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According to literary data there are two types of submersed plants with
different behaviours towards inorganic carbon sources. The mosses [3, 14,
15, 16, 12, 13] and certain green algae [8, 9] can use carbon dioxide only in its
free form, some aquatic plants and algae, however, can utilize the bicarbonate
ions too [14, 15, 12, 13, 8, 9, 4]. While the physiology of higher plants has been
completely examined in this respect, there are only few data concerning plank-
tonic algae [17, 4 etc.].

Materials and methods

The following bacteria-free strains of unicellular algae isolated in our laboratory were
used for the experiments.

7K. Chlorella vulgaris Beyer. Isolated from Lake Balaton, 14th January 1954.

516. Kirchneriella sp. From Lake Balaton, 19th August, 1955.

198. Scenedesmus quadricauda (Turp.) Bréb. From Lake Balaton, 2nd March 1955.
953. Coelastrum microporum N ag. From Lake Balaton, 19th August 1955.
3153. Chlorocloster terrestris Pascher. From agarden soil at Tihany, 6th November 1957.

Fig. 1. Concentrations of various carbonic acid forms in a 3 mM/litre KOH solution at various
pH values when pH is lowered by adding carbon dioxide to the solution

The bacteria-free cultures are kept in a northern window, in test tubes on agar slants
containing glucose, peptone, yeast hydrolizate and the inorganic salts of Knop-Pringsheim
nutrient solution [11, p. 35]. The algal material necessary for the experiments was cultured in
2 litre Erlenmeyer flasks containing 1 litre Knop-Pringsheim nutrient solution. The culture
vessels were illuminated by incandescent lamps, cca 7000 Lux, at a temperature of 25—30°C
and were aerated with 3% CO02in air. When the cultures were 2—4 weaks old, aliquots from
them were washed three times by centrifuging with a 3 mM KHCO03solution. In the suspen-
sion prepared in this way the cell number was determined by a Biirker hemocytometer.

The algal suspensions were exposed in glass stoppered vessels at 25.0+ 1° C in a ther-
mostat and were illuminated by a 300 W incandescent lamp (5200 Lux) cooled with a water
screen. During exposition the samples were several times shaken up. The change in the com-
position of the KHCO3solution during photosynthesis was measured conductometrically by
Ruttner’s method [13]. The conductometric measurements were made by an electronic
“Resistoscope” type HRE 13— 58 (Hiradastechnikai KTSz-Budapest) and by an electrode
with a capacity of C= 0.054. The pH of the samples was measured with a “pH Electrometer
type 2512” (Orion-Budapest) using a glass electrode. The apparatus wascalibrated with stand-
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ard acetate, Sorensen’s phosphate [2] and Atkins-Pantin buffer solutions [1] before each scries
of measurements.

The calculations of the carbonic acid components present in the solutions were made
partly by Ruttner’s [13] nomogram, partly they were calculated from the changes taking
place in the pH of the solutions with the help of the dissociation constants of carbonic acid

(Fig. 1).

Experiments

Previous to the experiments some methodical questions had to be solved.
At first it had to be examined, whether the conductivity ofthe 3 mM KHCO03
solutionis markedly changed by the suspended cells or do the cells influence
the accuracy of the measurements?

W hen cells of Coelastrum microporum, washed three times previously, are
suspended in different quantities in a KHCO03 solution of a conductivity
K18=3.14°10~4, the conductivity of the suspensions slightly rises with the
increase in cell number:

cells/[Nn K18-104
500 3.15
1000 3.19
5000 3.20
10000 3.20

As it is seen, the differences, which may be attributed either to nutrient
salts remaining behind in traces from the original nutrient solution or to sub-
stances secreted by the cells themselves, are so small that they can be easily
neglected.

In apparates in which a telephone receiver is used to determine the point
ofminimum sound, at the breaking off of the electric current in the W heatstone-
bridge, the measurements are disturbed by suspensions containing more than
1000 cells per microlitre. When using, however, an electronic instrument in
which the telephone receiver is replaced with a cathode-ray tube (magic eye)
and the point of balance can he detected visually, no anomalies caused by sus-
pended cells were experienced.

Another important task was to determine which concentration of cells
would be the most suitable in these photosynthetic experiments. In Fig. 2 the
photosynthetic activities of Coelastrum microporum suspensions, containing
900, 6400 and 10000 cells//d are graphed. On the abscissa the time is given in
hours, on the ordinate the C02 deficiency referring to the C02 content of a 3
mM KHCO03solution. The quantities marked with plus refer to free C02, those
with minus to the amount of C02 splitting off from the KHCO03itself, expressed
in mg/l units. To determine the carbon forms available for Coelastrum micro-
porum,only suspensions with 6400 resp. 10,000 cells//d are suitable, because the
photosynthetic rate in suspensions of lower cell density does not stop even
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after 50 hours. Photosynthetic activity is not proportional with cell number,
consequently experiments of such nature can be only qualitatively interpreted.
(In too dense suspensions the algal cells shade each other.) Preliminary experi-
ments are necessary to determine the most suitable density ofsuspension for the
different strains.

Fig. 2. Rate of carbon dioxide uptake from the 3 mM/1 KHCO03solution by algal suspensions
of different densities (900, 6400 and 10 000 Coelastrum microporum cells per microlitre)

Fig. 3. Carbon dioxide uptake of Scenedesmus quadricauda from the 3 mM/1 KHCO03 solution
before and after addition of C02 by bubbling exhaled air

Working in an ideal solution of pure KHCO03, it must be investigated if
the cessation of photosynthesis could be caused by the depletion of carbon
sources or of some other nutrient elements?
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A suspension containing 1186 cells//d was made from Scenedesmus quad-
ricauda in a3 mM KHCO03solution. The curve of photosynthesis runs into hori-
zontal direction after 24 hours (Fig. 3). Thereafter exhalation air was bubbled
through the solution, by which its 39% carbon dioxide deficiency (—51.6 mg/1)
was reduced to 2.4% (—3.2 mg/1). In the new exposition there was again carbon

Fig. 4. Carbon dioxide uptake of five different algal species from the 3 mM/1 KHCO03
solution (explanation see in the text)

dioxide uptake, but it was not so pronounced as in the first exposition. The
assumption, therefore, that the photosynthetic process stops due to the de-
pletion of nutritive reserves has to be rejected, and it seems more probable that
the uptake of carbonic acid components is stopped either by the exhaustion of
available carbon source or by the unfavourable change in hydrogen ion con-
centration.

Fig. 4 shows the carbon dioxide uptake of five different algal species in
a 3 mM KHCO3 solution. The behaviour of the different species, as it is seen
from the graph, are:
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7K. Chlorella vulgaris Beyer.

Time of experiment: 25th February 1957; concentration: 3050 cells//d.
This strain utilizes carbon dioxide very well, but after its consumption the rate
of photosynthesis decreases and stops after 36—50 hours. The physico-chemical
properties ofthe limiting solution are: C02deficiency = —20 mg/1 based on the
total C02content of 1 litre 3 mM KHCO03 solution (14.2%), KI8 = 3.11 «10~4,
pH = 9.50, CoC2= 0.0015 mMM/1, CHCo3 = 2.18 mM/I,.CCc3= 0.39 TM /1.

198. Scenedesmus quadricauda (Turp.) Bréb.

Time of experiment: 19—21th August 1958, concentration of cells: 2130
cells//d. In the first 12 hours there was an intense photosynthesis, but it
stopped after 21 hours. At the limiting state a —56 mg/l carbon 'dioxide
deficiency (42.4%) was found. KI8 = 35310 4, pH = 10.3, Cccr =
= 6°10“5mM/1, CHco3= 0.70 mM/1, Cc03 = 1-02 mM/1L

516. Kirchneriella sp.

Time: 12—21 August 1958, cell concentration = 9020 cells/jul. Photo-
synthesis did not stop even after 50 hours, which points to a limited photo-
synthetic activity. However, on the basis of these experiments the degree to
which this strain is capable of utilizing the carbon sources ofa3 mM KHCO03
solution cannot be determined. The carbon dioxide deficiency of the solu-
tion in which Kirchneriella photosynthetized for fifty hours was 71,1%,
pH = 11.1, KI8 = 4.80¢ 10“4, CCC2<3-10 6 mM/1l, CHCc3= 0.11 mM/1,
CCo3 0.78 mM/1.

3153. Chlorocloster terreslris P ascher.

Time: 19—21 August 1958, density of cells = 6320 cells//d. In 24 hours
this strain has utilized more than 85% ofthe C02content ofthe 3 mM KHCO03
solution. After 36 hours photosynthetic activity stopped, establishing asolu-
tion of —115.5 mg/l carbon dioxide deficiency (87.5%). pH = 11.3, K18 =
= 5,94 10 4, Ccc2 < 9¢10~7 mM/1, CHCo3= 0.03 mM/1 Cc03 = 0.39 mM/L

953. Coelastrum microporum N ag.

Time of experiment: 19—21 August 1958, density of cells: 6420 cells/pl.
The photosynthetic activity of this strain is similar to that of Chlorocloster, but
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it can even better utilize the carbon dioxide supplies of the 3 mM KHCO03
solution. The characteristics of the limiting solution are: carbon dioxide
deficiency = —1225 mg C021 (92.9%), pH = 114, K18 = 6.30-10 '4,
ccc2 = 9-10"8 mM/1, CHces = 0.01 mM/1, CCo3 = 0,15 mM/1.

Discussion

From the results of these experiments the most important is the percep-
tion that the inorganic carbon content of the 3 mM KHCO03solution is differ-
ently utilized by the various algal species.

Of the species investigated, there is none that utilizes free carbon dioxide
only, as even the least basophilic Chlorella can photosynthetize about pH 9.
That Chlorella pyrenoidosa strain, which was used in Ostert1ind’s experiments
[9, p. 357] could not utilize bicarbonates. As it is seen in Fig. 4 the photosyn-
thetic rate of Chlorella is much greater in the presence of free C02, than in
its absence.

The utilization of the hydrocarbonate ions is limited in the case of Scene-
desmus quadricauda. This strain cannot assimilate above pH 10.23, where the
amount of hydrocarbonate and carbonate ions is about equal. The results of
our experiments agree very well with those obtained by Ostertina [8].

The photosynthetic capacity of the Kirchneriella suspension examined
was weaker. This strain could take up the carbon content of the 3 mM KHCO03
solution much better, than Scenedesmus.

Two strains, Chlorocloster terrestris and Coelastrum microporum belong to
the same photosynthetic type. Their pH tolerance is great and they leave only
8—10% of the total C02content in solution. There are in the limiting solution:
0.003 y/1 dissociated C02 0.61 mg/l HCO3ions and 9 mg CO03 per litre. At a
carbon dioxide deficiency of —93 mg/l (70.5%) at pH 11.1, where the photo-
synthesis of Chlorocloster and Coelastrum is still ponounced, there are 0.1 mM
HCO03 and 0.78 mM CO03ions, which is equal to 6.1 mg/1 HCO03 and 46.8 mg/1
Co 3ions.

It would not be perhaps an exaggerated assumption that these organisms
are capable of utilizing the carbonate ions too, while the pH of the suspension
raises to 11.4 due to the appearance of Oil-ions.

Evaluating these experiments from hydrobiological point of view, we
may establish that in the calculation of the primary productivity of natural
waters not only the chemically determined free carbon dioxide and the half
amount of hydrocarbonates are to be considered as available inorganic carbon
sources, but also the chemically obtained total amount of hydrocarbonates and
at least the half amount of carbonates. The photosynthetic activity of algae
growing in solutions in which carbonates predominate, is limited presumably
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by the decrease of hydrogen ion concentration [4, p. 106]. It seems to be a plau-
sible assumption that in carbonate-containing water bodies the main role is
played by algae, which similarly to Coelastrurn and Clilorocloster are capable of
utilizing probably carbonate ions too at a very high pH and in the presence os
very low hydrocarbonate content. On the basis of these experiments the high
productivity of sodic waters can easily be understood.

Some physiological and ecological aspects based on these results are under
investigation.
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KARBONATASSIMILATIONSVERSUCHE AN EINZELLIGEN ALGEN
MIT DER KONDUKTOMETRISCHEN METHODE VON RUTTNER

An Reinkulturen von finf Grinalgenstaimmen (7K. Chlorella vulgaris Beyer., 516.
Kirchneriella sp., 198. Scenedesmus quadricauda (Turp.) Bréb., 953. Coelastrurn microporum
Nag., 3153. Chlorocloster terrestris Pascher) wurden in einer 3 mM KHCO03 L6sung Photo-
syntheseversuche mit der Ruttnerschen konduktometrischen Methode durchgefihrt.

Chlorella assimiliert freies Kohlendioxyd viel besser als Hydrokarbonatione, obwohl
diese Alge auch die letzteren in geringem MaBe zu assimilieren vermag (bis zu pH 9,5).
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Scenedesmus verwertet die Hydrokarbonatione gut, wéahrend es den C02-Gehalt in der
3wM KHCOj Losung nicht bis zu jenem Punkt zu vermindern vermag, wo die Menge der Kar-
bonatione groRer ist als die Zahl der Hydrokarbonatione.

Die Gbrigen drei Arten photosynthetisieren sehrintensiv, selbst bei solchen pH-W erten,
die eine aufBerst niedrige Hydrokarbonatkonzentration anzeigen. Vermutlich vermégen diese
Arten auch die Karbonationen zu spalten.

Diese aus karbonathaltigen Gewdéssern stammenden Arten weisen darauf hin, daB bei
der Berechnung der priméren Produktionsfahigkeit von natirlichen Gewadssern nicht nur das
freie Kohlendioxyd und die Halfte der Hydrokarbonété als vorhandene Kohlenstoffquellen
bericksichtigt werden muissen, vielmehr auch samtliche chemisch bestimmten Hydrokarbo-
nationen und die Hé&lfte der Karbonate. In extremen Féllen vermdgen einige Algenarten 93%
des an Hydrokarbonéat und Karbonat gebundenen Kohlendioxyds zu assimilieren. Dieser
Proze wird vermutlich durch die Grhéhung des pH-W ertes begrenzt.

OnbITbl MO ACCUMNNALUNN kap6oHaTa O4HOKNETOUYHBIMU BOAOPOCIAMMN
NP nomMown KOHAYKTOMETPUYECKOIO METOOA PYTTHEPA

Mpn nomoLm KOHAYKTOMETPUYECKOr0 MeToda PyT THepa NpoBOAWANCL OMbIThbl MO (hOTO-
cuHTe3y B pactBope 3 MM KHCO03 ¢ uncTbiMi KynbTypamu NATY LUTAMMOB 3e/1eHbIX BOAOPOC/EN.
(7K. Chlorella vulgaris Beyer., 516. Kirchneriella sp., 198. Scenedesmus quadricauda (Turp.)
Bréb., 953. Coelastrum microporum Nag., 3153. Chloroclosler terreslris Pascher.)

Chlorella ropasfo nydile accuMuUAnpyeT CBOOOAHYIO ABYOKUCb Yr/epofa, Yem WOHbI
rmgpokapboHaTa, X0TS 3Ta BOLOPOC/b cnocobHa B HebonbLioli mepe (4o pH 9,5) accmmunanpo-
BaTb W MoCnefHUe.

Scenedesmus XOPOLUO acCUMUANPYET WMOHbI FMAPoKap6boHaTa, HO He B COCTOSHUU YMeHb-
WwmnTb copepxkaHua CO02 B pactBope 3 MM KHCO0340 Takoii cTeneHu, Korga Ync/io MOHOB Kap-
6oHaTa 60/blUe 4Mcna MOHOB ruapokapboHara.

OcTa/bHble TPY BMUAa (OTOCUHTETUSUPYIOT BeCbMa WMHTEHCMBHO, Aaxke npu Takux pH,
Npu KOTOPbIX VMEETCS BecbMa HM3Kas KOHLEHTpauus rugpokapboHata: Becbma BeposiTHO,
YTO 3TV BWAbI CMOCOGHBLI PacLUennsATb TakXke MOHbI KapboHaTa.

3TN, BUAbI BOAOPOCNEN, MPOMCXOAALLMX U3 cofepXKallmx KapboHaTbl BOA, YKasblBaloT
Ha TO, YTO NPV BbIYMC/IEHUN NEPBUYHON NPOLYKTUBHOCTU eCTeCTBEHHbIX BOf HEOOXO0AUMO Yyuu-
TbiBaTb He TONbKO CBOOOAHYIO [BYOKMUCb Yrfiepoja W MofioBMHY rugpokapboHata B KayecTBe
MMEILLNXCA B PaCnOPsKEHUM WCTOYHWKOB YIr/1epoAa, HO M BCE XMMMWYECKM OnpejeneHHble
MOHbI TMApPOKapboHaTa 1 MoM0BMHY KapboHaToB. B KpaliHMX ciyvasix HECKO/bKO BMAOB BOJO-
pocneii cnocobHbI accumunupoBaTb 93% cofepXXaHua CBA3AHHOW Kapb6oHaToM M rmapokap6o-
HaTOM [ABYOKUCWM Yyrnepofa. [aHHbili npouecc NpPeanonoXMTelbHO OrpaHUYMBAETCA MOBbI-
LeHem pH.

Ha ocHOBaHWM MPOBeAEHHbIX OMbITOB /1IErKO MOXHO O06BbACHWUTL BbICOKYHD MNPOAYKTUB-
HOCTb 3aCOJ/IEHHbIX BOA.

Lajos J. M. Felfoldy, Tihany, Biolégia, Hungary.
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CALCULATION OF UNDERWATER DISTRIBUTION
OF RADIANT ENERGY AS A PROBLEM
OF PRODUCTION BIOLOGY*

Zsuzsa T. D vihally

HUNGARIAN DANUBE RESEARCH STATION, ALSOGOD (HEAD: E. DUDICH)

(Received October 30, 1959)

Summary

A method is exposed, by which one of the basic problems of biological production in
natural waters is solved — the exact calculation of the radiant energy passing under the sur-

face of water.
The measurement of radiant energy, entering into water was until now an unsolved

problem, because energy-measuring devices cannot be applied in underwater conditions.
In such cases generally photo-electrical illumination-meters are used, and the energetical con-
ditions are deduced from the electromotive force. But illumination is not proportional to
radiant energy, so data read from scale of the illumination-meter (luxmeter) must be corrected
by a new factor, which is the reciprocal value of the product of relative visibility and relative
radiant energy. This corrected value is strictly proportional to the real quantity of underwater

radiant energy.
Introduction

The energy fixed during photosynthesis originates from the radiant
energy of the sun. Because of the selective absorbing capacity of the atmo-
sphere, however, not the total spectrum of energy is taken into consideration
in hydrobiological or (in the strict sense of the word) production-biological
investigations, but only that portion of radiant energy which reaches the sur-
face of the Earth through the so-called “optical window”; the bulk of the
energy arrives in form of visible and infrared radiation.

The measurement of radiant energy, reaching the surface of the Earth
is not difficult if appropriate devices are applied, e. g. bolometers, thermopiles
or similar instruments. Direct measurement of underwater radiant energy,
however, encounters difficulties. Under such circumstances an indirect method
of measurement is generally chosen: photoelectric measuring instruments,
generally selenium-photoelements are used, and the quantity of energy is
inferred from electromotive force or voltage given by the element. Colour-
filters may also be placed before the cell, and thus conclusions can be drawn
concerning the energy of different sections of the spectrum.

* Paper presented at the 3rd Meeting of Hungarian Hydrobiologists, Tihany, September
9, 1959.

1 Acta Biologies X1/2.
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Owing to the above-mentioned technical difficulties, in the course of lim-
nological and marine investigations no direct measurements of the energy, pene-
trating into deeper layers of the water, have been carried out; on the other hand,
several measurements were made concerning the intensity of illumination or
quantity of light. From these optical data, conclusions were drawn as to the
underw ater energetical conditions.

Photoelectric cells are usually calibrated according to the intensity of
illumination, and this value is read directly in luxes. Intensity of illumination
E, (measured in luxes), however, is by no means proportional to the quantity
of radiant energy. This is due to two reasons:

(i) Energy of radiation is a function of wavelength; according to quan
tum mechanics it is inversely proportional to the latter; (ii) photometrical
units, consequently also the unit of illumination [lux] is not strictly physical,
but rather physiological: the unit of excitation, caused in the human eye by
light. But the sensitivity of human eye is different according to the radiations
arriving at different wavelengths, i. e. the quotient of this excitation and of
the arriving radiant energy differs from wavelength to wavelength.

The so-called “mechanical equivalent of light” gives the connection be-
tween energetical and photometrical units, relating to 5550 A wavelength
(wavelength of maximum visibility). This value, reproduced in several text-
books [11, 8] is

1 lux = 1,290 -10-4 cal/cm2hr or

1 cal/cm2hr = 7750 luxes.

This connection is valid only for radiations of 5550 A wavelength; this
fact was neglected by some limnologists [10]; others considered the lux value,
read on the luxmeter, as directly proportional to the quantity of energy [6, 7].
Some recent limnological textbooks, e.g. Gessner’s [3] (though having pre-
cisely the sub-title “Energiehaushalt”!) or Hutchinson’s [56] are disregarding
this question, other authors are giving — on the basis of the mechanical light
equivalent — some average factors to different types and depths of water;
energy reaching the surface of water must be multiplied with these factors to
estimate the energy reaching the deeper layers of the water; nevertheless, exact
conversion is not given, and what is more, it is thought impossible: “It is not
possible to give any table by means of which the energy reaching a certain
depth can be converted into units of illumination, because the conversion fac-
tors will depend upon the quality of the light.” [12, p. 775.]

But just such a “table” is required to solve energetical questions. The
aim of the author was to calculate this “table”, because, in her opinion, this
is possible, if the quality of light, the sensitivity of the eye and optical data of
the water in question are known.
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Method of calculation

The aim of the calculation is to determine — from optical data of the
incident light as well as of the water — the energy (in energetical units) reach-
ing deeper layers of the water.

As it has been already mentioned, the energy of the radiation depends
upon its wavelength; according to quantum mechanics, energy S is inversely
proportional to its wavelength

s~kcld

It is practical, however, to calculate by means of relative values, taking the
quantity of energy radiated at A= 5550 A as a unit. Relative value of radia-
ted energy thus will be higher or lower than one, if it is radiated at a shorter
or longer wavelength than 5550 A, respectively. This relative quantity ofradiant
energy is marked rgand its values are given in Table 1.

Table |

Relative quantities of radiant energy as a function of wavelength

A A

A A A n
4500 1,233 5800 0,957
4600 1,205 5900 0,940
4700 1,180 6000 0,925
4800 1,156 6100 0,909
4900 1,133 6200 0,895
5000 1,110 6300 0,880
5100 1,088 6400 0,867
5200 1,067 6500 0,856
5300 1,047 6600 0,841
5400 1,028 6700 0,829
5500 1,009 6800 0,816
5550 1,000 6900 0,804
5600 0,991 7000 0,793
5700 0,973

It has also been mentioned that the sensitivity of the human eye is differ-
ent to radiations of different wavelengths, i. e. the quotient of the light quan-
tity perceived by the eye and of the incident radiant energy changes from
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wavelength to wavelength. This light quantity/energy quotient — according
to characteristics of the average human eye, fixed by an international con-
vention — has a maximum value at wavelength 5550 A, and decreases rapidly
in both directions. Thus the same quantity of luxes means less ergs (or calories)
at the wavelength of 5550 A, than at either shorter or longer wavelengths.
This light quantity/energy quotient, the so-called “value ofrelative visibility”
Vx is given by the mentioned convention of the International Photometric
Commission insuch a way that Vxrepresents the unitat wavelength A= 5550 A,
and decreases sharply in both directions. Values of Vx are given in Table 2 as
functions of /.

Table 2

Relative visibility as a function of wavelength

X X

A v. A
4500 0,038 5800 0,870
4600 0,060 5900 0,757
4700 0,091 6000 0,631
4800 0,139 6100 0,503
4900 0,208 6200 0,381
5000 0,323 6300 0,265
5100 0,503 6400 0,175
5200 0,710 6500 0,107
5300 0,862 6600 0,061
5400 0,954 6700 0,032
5500 0,995 6800 0,017
5550 1,000 6900 0,008
5600 0,995 7000 0,004
5700 0,952

Ifthe luxmeter is fitted with an ideally monochromatic colour filter (with
no extinction in its center and total extinction of the other wavelengths) the
value read, divided by the product raeV will be strictly proportional to the
quantity ofradiant energy.

Nevertheless, further calculations are required if the absolute value of the
radiant energy, passing under the surface of the water is to be calculated. If the
conversion factor between units of radiant energy and photometric units is
known for one single wavelength, it is calculable to all other wavelengths too.
But this conversion factor is known: this is the so-called “mechanical equi-
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valent of light”, just mentioned, with the value of

1 lux = 1,290.10..4 cal/cm2hr
or
1 cal/lcm2hr = 7750,0 lux (A = 5550 A)

Naturally, by taking dimensions into consideration, this can be converted into
any other energetic or photometric units. Some examples are given in Table 3,
and Table 4 gives some ofthe more important conversion factors (M) and their
reciprocals.

Table 3

Mechanical equivalents of photometric units

The equivalents of intensity of illumination [lux] have a dimension of power area. e. g.

cal/cm2hr
cal/cm2sec
erg/cm2hr
erg/cm2sec
W/cm2 etc.

The equivalents of luminous current [lumen] have a dimension of power e. g.
oal/hr
callsec
erg/hr
erg/sec
W etc.

The equivalents of light quantity [lumen ¢sec] have a dimension of energy e. g.

cal
erg
W hr etc.
According to the foresaid considerations, the radiant energy (of wave-

length A)is calculable from the lux-value (E), read from scale of luxmeter by
the equation

and total energy, radiated in visible light, by equation
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In practice there is no possibility of numerical integration; at the same
time this integration is superfluous, for Sx and S are calculated from lux-
meter-readings with and without colour filter, respectively.

Table 4

Conversion factors between energetical and photo-

metrical units at 5550 A wavelength

11Im 1,501 10-3 W

11Im 1,290 107 kcal/h

1 Im 1,290 10" 4 cal/h

1 Im 3,583 10-1 cal/sec

1 Im 1,501 10~4 erg/sec
11Im 2,040 10-6 HP

1 Ix 1,501 10'3 W/cm2

1 1Ix 1,290 107 kcal/cm2h
1 Ix 1,501 10%4 erg/cm2sec
1 Ix 2,040 10-« HP/cm?2
1w 6,662 102 Im

1 cal/h 7,752 103 Im

1 kcal/h 7,752 10« Im

1 cal/sec 2,791 Im

1 erg/sec 6,662 10-51Im

1 HP 4,902 106 Im

1 W/cm2 6,662 102 Ix

1 kcal/cm2h 7,752 10-« Ix

1 erg/cm2sec 6,662 10"5 Ix

1 HP/cm2 4,902 105 Ix

Tabic 5 gives values of Sgin two wunits, as a function of wavelength.
By multiplying luxmeter-readings with SAvalues given in Table 5, the energy
(in energetical units) is obtained.

The suitability of this calculation method is illustrated by the following
example. The basic points of departure are some raw data of illumination-
intensity as measured in summer 1955 at Lake Nagyszékté (County Csongrad,
South Hungary). The optical characteristics of the water of the lake were also
determined [2].

The task is to calculate — for certain spectral sections — the energetical
conditions of Lake Nagyszékto in 20 cm and 40 cm deep layers.
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Table 5

The radiant energy of monochromatic light corresponding
to 1 lux in two energetical units as a function of wavelength

A erg/cra*/sec cal/cmi*feec
4500 3,194 « 105 7,623 «10-7
4600 2,085 4,976
4700 1,403 3,349
4800 0,938 3,349
4900 0,636 1,518
5000 0,423 1,009
5100 0,274 0,655
5200 0,198 0,473
5300 0,166 0,397
5400 0,153 0,365
5500 0,149 0,367
5550 0,150 0,358
5600 0,152 0,363
5700 0,172 0,386
5800 0,180 0,430
5900 0,211 0,503
6000 0,257 0,614
6100 0,328 0,780
6200 0,402 1,051
6300 0,644 1,538
6400 0,988 2,357
6500 1,631 3,895
6600 2,943 7,025
6700 5,559 13,27
6800 10,72 25,59
6900 25,02 59,72
7000 50,03 119,4

Starting data. (1) Intensity ofillumination on the surface of the water at

6 a. m 1100 luxes
8 a. m 6000 luxes
8 a. m 700 luxes
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(2) Extinction coefficients of 1 cm thick layer of water:

Wavelength Extinction
(spectral section) coefficient/cm

4500 (blue) 0,096

4900 (greenish blue) 0,057

5300 (bluish green) 0,048

5700 (green) 0,034

6100 (yellow) 0,018

6500 (orange) 0,012

6900 (red) 0,009

Steps of calculation:
a) Total illumination reaching the surface of the water is known, its

spectral distribution being unknown. In the course of measurements this could
have been determined too, by using a colour filter series with well-determined
spectral extinctions. At the time of measurements these filters were not avail-
able, so this missing datum had to be determined by calculation.

Calculation can be carried out with strict accuracy, by presuming the
Sun’s radiation as that of a black body with a surface radiation temperature
of t = 6000° C. By applying Pranck’s radiation law to it, the spectral distri-
bution of energy is obtained. According to Pranck’s law

EK= 2TrCl | -----m-memeenn dA = jI[A, T)dA
n 1 il

where E means the energy of blackbody radiation, radiating at T absolute
temperature and dsinterval without polarization to all directions
of space [erge cm2e sec-1]
cx is a constant, the shorthand notation of 2nhc, with a value of
3,697 m10-5 [erg mcm2e sec-1]

ch
c2 is another constant, the shorthand notation of—with a value of
K

1,432 [cm edegrees] (Boltzmann’s constant).
T is taken as a constant; it equals in this case ~ 6273 K°, according
to the surface temperature of the Sun.

Then the upper equation is integrated between the limits of different
spectral sections, e. g. to the blue section between 4300—4700 A, to the
greenish-blue section between 4700—5100 A, etc.
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This function is poorly integrable, but by determining the partial integral
equation between the limits just mentioned, giving the B fraction of total
energy falling within the section, this difficulty is eliminated. This function,

B=f(KT)

is well-integrable. Results of integration are given in several tables [e. g. 11].
(D ata are strictly correct if radiation passes to a space with a temperature of
absolute zero, but this restriction is practically negligible.) By carrying out
this integration to seven sections of the visible spectrum, the following percent-
ages of distribution are obtained:

DIUE s 0,26
greenish blue . 0,91
bluish green .o 111
green .. .. 40,8
yellow .. .. 36,3
OFANGE ottt 9,9
FEU e 0,7 [4]

Thus illumination [lux] of the unit area of Lake Nagyszékt6o was distri-
buted in the following way to the seven spectral sections (Table 6):

Table 6

Illumination [/anj of the unit area of surface of Lake Nagyszékto

Spectral section 6 am. 8 am. 8 p.m.
blue 2,86 n .6 1,83
greenish blue ............. 10,4 54,4 6,47
bluish green ..o 122,1 668,0 77,7
OrEEN e 449,8 2452,0 285.,6
yellow 398,6 2174,0 254,2
orange 108,9 596,0 69,3
[T 7.7 44,0 4,9
total visible light .... 1100,0 6000,0 700,0
b) Values of illumination reaching 20 and 40 cm deep layers of Lake

Nagyszéktdo water are given as follows [luxes]. Data were calculated by know-
ing layer deepness (I) and extinction coefficient (B), by solving equation

/=1, ml -
num log k-1

either numerically or graphically (Table 7).
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Table 7

Values of illumination reaching 20 and 40 cm deep layers of Lake Nagyszékto

6 a.m. 8 a.m. 8 p.m.
Spectral section
20 cm 40 cm 20 cm 40 cm 20 cm 40 cm
BIUE e 0,03 0,00 0,12 0,00 0,02 0,00
greenish blue .. 0,83 0,04 4,53 0,19 0,53 0,02
bluish green .. 23,20 3,17 126,4 17,31 14,76 2,02
OIEEN oo 184,01 28,27 1003,68 154,22 117,10 17,19
YEOW coiiceee e 246,88 34,25 1346,64 186,79 157,54 21,85
OFANGE o 93,65 53,36 510,84 291,06 59,60 33,96
red 7,23 6,54 39,48 35,70 4,61 4,16
total visible light ... 555,83 125,63  3031,83 685,27 353,86 80,00
c) The intensities of illumination, as calculated to 20 and 40 cm deep

layers of the lake, can now be converted to energetical units by multiplying
the above calculated values with the appropriate factors of Table 5. Results
of conversion are given on Tables 8 and 9.

Table 8

Radiant energy reaching 20 and 40 cm deep layers of the Lake Nagyszékt6 [erg/cm2sec.l07]

6 a.m. 8 a.m. 8 p.m.
Spectral section

20 cm 40 cm 20 cm 40 cm 20 cm 40 cm
BIue 0,001 0,000 0,004 0,000 0,001 0,000
greenish blue . 0,005 0,000 0,029 0,001 0,003 0,000
bluish green .. 0,038 0,005 0,210 0,028 0,024 0,003
OrEEN i 0,298 0,046 1,626 0,250 0,190 0,029
YEHOW i 0,810 0,113 4,422 0,613 0,517 0,071
OFaNQe e 1,527 0,870 8,331 4,747 0,972 0,553
FEA e 1,809 1,636 9,878 8,932 1,153 1,041

total energy of visible light 4,488 2,669 24,500 14,571 2,860 1,697
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Table 9

Radiant energy reaching 20 and 40 cm deep layers of the Lake Nagyszékl6 [cal/cm2sec.10-Is]

6 am. 8 a.m. 8 p.m.
Spectral section
20 cm 40 cm 20 cm 40 cm 20 cm 40 cm
blue 0,002 0,000 0,009 0,000 0,002 0,000
greenish blue .. 0,012 0,001 0,069 0,003 0,008 0,000
bluish green ., 0,092 0,012 0,502 0,069 0,058 0,008
OrEEN ot 0,712 0,109 3,882 0,596 0,453 0,069
YEHOW o 1,936 0,269 10,558 1,464 1,235 0,171
OFANGE oot 3,648 2,078 19,897 11,337 2,321 1,323
FEA o 4,318 3,906 23,577 21,320 2,753 2,484
total energy of visible light 10,720 6,375 58,494 34,789 6,830 4,055
These data are — naturally — easily converted into other energetical

values too.

The detailed evaluation of the data is not among the aims of this paper,
only the elaboration of a method which can solve the principal problem of
biological production in natural waters — the calculation of energy passing
under the surface of the waters. But a very interesting feature is the relative
spectral distribution of energy carried by radiation below the surface of water.
It is manifest that (especially in deeper layers of Hungarian natural sodic
waters) practically only the red and orange sections of the spectrum are acting
as carriers of energy. This phenomenon is most marked if the spectral distri-
bution of the Sun’s radiation is compared with the spectral distribution of
underwater illumination. The illumination carried by joint red and orange
sections is 10,6 per cent in the Sun’s radiation, already 48 per cent in
the 40 cm deep layer of Lake Nagyszékt6 water, and energy carried by them
is not less than 79 per cent of total underwater radiating energy. This pre-
domination of red and orange becomes even more expressed in greater depths.

Attention was already called to this feature of sodic waters by a former
paper of the author [1], though the method of calculating underwater energy
distribution was not worked out. By the method just described, this statement
is supported more exactly.

The well-known reaction equation of photosynthesis describes in the fol-
lowing way the fixation of energy:

6 C02+ 5 H2 -f 685,000 cal = CéH 1005+ 6 O,
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On the right side of equation a compound richer in energy is seen. The
energy fixed by this compound is very difficult to measure, directly or indi-
rectly, so the energy household of natural waters was approached by Maucha
[9] and his followers by measuring the equivalent quantity of oxygen pro-
duced. These research works were all characterized by the fact, that the process
of photosynthesis was considered from the side of products, i. e. from the right
side of the equation. It seems to be useful to investigate photosynthesis from
another angle, the left side of the equation. But this can be done only by an
exact method of measurement of energy penetrating into the water.

The work described in this paper is the first step to continue the re-
searches of Maucha:the energetical evaluation of production biology from an-
other point of view.
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{BERECHNUNG DER STRAHLUNGSENERGIEVERTEILUNG IM WASSER,
ALS PRODUKTIONSBIOLOGISCHES PROBLEM

Das Ziel des vorliegenden Artikels besteht darin, eine Methodik zur Lodsung eines der
grundlegenden Probleme der biologischen Produktion in natiirlichen Gewadassern — zur genauen
Berechnung der unter die Wasseroberflache eindringenden Lichtenergie — zu bieten.

Bis heute blieb die Messung der unter die Oberflache von natirlichen Gewadssern ein-
dringenden Strahlungsenergie ein ungeldstes Problem, da bei dem gegenwaértigen Stand der
Technik die EnergiemeRapparate fir Unterwassermessungen nicht geeignet sind. Zu solchen
Messungen werden in der Regel lichtelektrische Beleuchtungsmesser, in erster Reihe Selen-
fotoelemente mit Sperrschicht verwendet, und aus der auf Wirkung der Beleuchtung erhalte.
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ncn Spannung schlieRt man auf die an der MeRBstelle herrschenden Energiemenge. In Anbe-
tracht dessen, jedoch, daR die Beleuchtungsstdrke der Strahlungsenergiemenge nicht propor-
tional ist, muR der am Luxmeter abgelesene Wert mit der Reziproke des Produktes von der
relativen Sichtbarkeit und der relativen Strahlungsenergiemenge korrigiert werden, damit der
auf diese Weise erhaltene Wert der Strahlungsenergiemenge proportional sei. In Kenntnis des
numerischen Zusammenhanges zwischen den Einheiten der Lichttechnik den Einheiten der
Strahlungsenergie auf einer gegebenen Wellenlange, kénnen wir aus den auf dem Luxmeter
abgelesenen Werten auch den absoluten Wert der unter die Wasseroberflache eindringenden
Energiemenge errechnen.

BbIUVNCNEHWE PACMPEAENEHUNA B BOAE NIYYNCTOWM SHEPIUW, KAK MPOB-
NEMA BMOJIOTMYECKOW MPOAYKMNUW

Llenbto HacTosLLel cTaTby siBNSETCS paspaboTaTb MEeTOAMKY NS paspelleHust OHOIA
M3 OCHOBHbIX MPO6/eM GUONOrMYECKOM MPOAYKLMM eCTeCTBEHHbIX BOJ0EMOB — MPO6/EMbI
TOYHOFO WCUWC/EHUA KOMMYECTBa MOMajaiollieir Moj MOBePXHOCTb BOAbl CBETOBON 3HEPruu.

V3mepeHmne NyyeBOil 3Heprum, nornajatoLiein nog NOBEPXHOCTb eCTECTBEHHbIX BOA0EMOB,
OCTaeTCsl A0 HalMX [AHeid HepaspelLeHHON NPo6/IeMoid, TaK KaK MPU HbIHELIHEM MOIOXEHUN
TEXHUKM NpUBOPbI, CAYXallue AN U3MEPEHWUs! SHeprumn, HeNpUMEHUMbI 418 NPOBeAeHNs U3Me-
peHuii nof BoAoi. [N NOAOGHLIX W3MEPeHUid MPUMEHSIIOTCA, KaK MpaBuio, CBETO3MIEKTPU-
YecKMe JIOKCOMETPbI, MPEXAe BCEro CeneHoBble (POTO3NEMEHTbI C IKPAHMPYHOLMM CIOEM W
M3 MOMYYEHHOro noJ AeCTBMEM OCBELLEHWUS HAMPSHXKEHUS MOXHO fieN1aTh 3aK/M0UeHNss 0THO-
CUTENIbHO KO/IMYECTBA 3HEPTUM, WMeIOLLeiica Ha MecTe u3MepeHusi. OpHako, BBUAY TOro,
YTO CTeNeHb OCBELLEHHOCTM He WAEHTUYHA C KO/MYECTBOM JlyyeBoii SHeprum, Heo6XoAumo
OTCUMUTaHHbIE Ha NIIOKCMETPE AaHHble OTKOPPEKTUPOBaTb Ha 06paTHOe Mpov3BeAeHWe OTHOCU-
Te/IbHOW BWAMMOCTU U OTHOCWUTENIbHOrO KOMMYECTBA /ly4YeBOi 9Hepruu, utobbl Nosy4eHHas
TakMM 06pa3oM BennuMHa 6blfa NPOMNOPLMOHANbHA KOMMUYECTBY J/lyueBoil aHeprum. 3Has
UMC/MOBYIO CBSI3b MEXAY eAVHULAMU SHEPruM W3NyYeHUs W eaMHULAMU CBETOBOM TEXHUKM
OTHOCMTENbHO AAHHOM ANMHBI BOSIH, M3 OTCUMTAHHbIX Ha MIIOKCMETPE AaHHbIX MOXHO MCUMC-
NSATb a6COMOTHYIO BE/IMUMHY KOMMUECTBA SHEPrVM MOMajatollero nog NnoBepxXHOCTb BO/bI.

Zsuzsa T. Dvihally, Budapest VIII., Puskin u. 3., Hungary.
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Zusammenfassung

Die Technik der Herausnahme des Organon subcommissurale an Ratten wird beschrie-
ben. Mit dem Organextrakt wurde die ADH-Titrierung vorgenommen, die im wesentlichen
darin besteht, daB die Veranderungen der in Intervallen von 10 Minuten entleerten Harnmenge
nach intravendser bzw. subkutaner Verabreichung des Extraktes untersucht werden. Die
Versuche wurden an 28 Stiick 200— 350 g schweren Ratten vorgenommen.

Die Titrierung ergab, daR das Organon subcommissurale eine antidiuretisch wirkende
Substanz enthalt, von der die 10-Minuten-Diurese um 30—80% herabgesetzt wurde. Dieser
Effekt konnte 30—40 Minuten nachgewiesen werden; er gleicht der Wirkung des Neuro-
hypophysenextraktes.

Die Literatur enthalt zahlreiche Angaben (ber die histochemische Analogie zwischen
Nucl, supraopticus, Nucl. paraventricularis, Neurohypophysensekret und dem Sekret des
Organon subcommissurale. Auf Grund dieser Ahnlichkeit und der Titrierungsresultate wird an-
genommen, dal das Organon subcommissurale und die »klassischen« ADH-Produktionsgebiete
ein dhnliches Sekret erzeugen, das Gber antidiuretische Wirkung verfigt.

Einleitung

Das Organon subcommissurale ist ein an der Hinterwand der dritten
Kammer, am Anfang des Aquaeductus Sylvii befindliches, aus Ependymzel-
len bestehendes Organ, das im Verlauf der Phylogenese sehr friihzeitig erscheint
und auch am Menschen angetroffen werden kann. Zuerst wurde das Organ von
Stieda [46] 1870 beschrieben, spdter beschéftigten sich damit sehr eingehend
Studnioka [47, 48], Sargent [43, 44], Dendy [10, 11, 12] und Nicholt1s [33].
Die Bezeichnung Organon subcommissurale gaben dem Organ Dendy und
Nicholts [13] im Jahre 1910. Die erste Monographie, die einen Hinweis auf
die Sekretionsfunktion des Organs enthdlt, stammt von Bauer-Jokl [7]. Die
Uber dem Organ gelegene Gliazellsubstanz wurde zuerst von Krabbe [26, 27,
28] beschrieben, der sie Hypendym nannte. Die bis 1942 erzielten Ergebnisse
sind von Legait [29] zusammengefallt worden.

Die Anwesenheit des Organs am Menschen wurde von zahlreichen Auto-
ren untersucht [7, 9, 13, 14, 22, 24, 27, 29, 36, 39, 53].

Im Zusammenhang mit der Funktion des Organs sind sehr viele Hypo-
thesen aufgestellt worden. Dendy [10] setzte 1902 eine mit dem Liquorkreis-
lauf zusammenhédngende Funktion voraus, laut Marburg [30, 31] und Adam
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[2] sezerniert das Organ Liquor. Nach Dendy [12], Dendy und Nicholls [13]
sowie Nicholls [33] spielt das Organ in der Regulation der Kdrperhaltung
eine Rolle. Sargent [43, 44] hé&lt es fir den Reflexbahnabschnitt des Opticus,
wdhrend Legait [29] und Oksche [36] eine Photorezeptorfunktion an Fro-
schen beschrieben haben. Berblinger [8] und Ischikawa [19] nehmen eine
der Téatigkeit des Corpus pineale analoge Funktion an. Laut Oksche [36] sei
zwischen dem Organ und dem Corpus pineale eine Neurosekretionsheziehung
vorauszusetzen, wie sie im Hypothalamo-Hypophysensystem vorliegt.

Im Jahre 1917 hat Bauer-Jokl [7] Sekretionstdtigkeit im Organon sub-
commissurale beschrieben, die auch von Kolmer [23, 24, 25] sowie Puusepp
und Voss [41] bestdtigt wurde. Legait [29] nennt das Sekret Kolloid, das nach
Reichold [42] aus Eiweill besteht und in die Kammer gelangt. Pesonen und
Setala [40] haben am apikalen Teil der Zellen granulierte Tropfen beschrieben.
Einen sehr wesentlichen Fortschritt bedeutete es, dal Stutinsky [49] mit
GOMORIischer Chrom-Hadmatoxylin-Flochsinfarbung an Fréschen deutlich ge-
farbtes Sekret nachzuweisen vermochte. GéMORi-positive Granula wurden von
Mazzi [32] bei niederen Tieren und Fischen, von Wislocki und Leduc [51]
an Ratten, Hamstern, Mausen und Meerschweinchen, von Bargmann und
Schiebler [5] bei Hunden und Katzen, von Adam [1, 2] und Oksche [34, 35]
bei Cyclostomata und Amphibien, von Barry [6] bei S&ugern, von Oksche
[36] sowie Wislocki und Roth [53] an menschlichen Embryonen nachgewie-
sen. Ihr Erscheinen im Verlauf der Ontogenese wurde von Wingstrand [50],
Grignon und Grignon [18] untersucht.

Die Autoren sind der Meinung, das Organon subcommissurale ube
aktive Sekretionstatigkeit aus, und das Sekret sei ein hochmolekul&rer Poly-
saccharid-Proteinkomplex, der mit dem Sekret des Nucleus supraopticus und
Nucleus paraventricularis, mit den Herringschen Kdrpern und dem in der
Neurohypophyse angesammelten Sekret Analogie aufweist [5, 37, 51]. Da die
ADH-AKktivitat obiger Sekrete nachgewiesen ist, hielt man es fir angezeigt,
die Rolle des Organon subcommissurale im W asserhaushalt des Organismus zu
untersuchen. Wingstrand [50] vermochte keine Beziehungen festzustellen.
Gilbert [15] fand bei Elektrokoagulationsuntersuchungen sowie nach Ver-
abreichung des Organextraktes [16] einen Zusammenhang zwischen dem Organ
und dem Wasserhaushalt des Organismus, der durch die Verdnderung der
ScHiFF-Reaktion bei dehydratierten Tieren bewiesen wird [17].

Material und Methoden

Die Untersuchungen wurden an 28 Stiick 200— 350 g schweren Albinorattenméannchen
vorgenommen. An 4 Tieren arbeiteten wir die Isolierungstechnik des Organon subcommissurale
aus, und 24 Tiere wurden fur Titrierungszwecke benutzt. Die Ratte eignet sich sehr gut fur
derartige Untersuchungen, weil sie, Uber ein gut isolierbares, ausgeprdgtes Organon subcommis-
surale verfugt (Abb. 1), das auch makroskopisch leicht herausgenommen werden kann.

Angaben tber die Herausnahme des Organs haben wir nur in den Arbeiten von Wing-
stkand [50] und Gilbert |15, 16] gefunden. Wingstrand entnahm dem unter dem Corpus
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Abb. 1. Frontalschnitt des Organon subcommissurale der Ratte. Bouinsche Fixierung. Chrom-
Hamatoxylin-Flocheinfdrhung nach Gemesri. VergréRerung: a— 200 X, b — 410 X, c— 850 X .
CP — Commissura posterior

Abb. 2. Herausnahme des Organon subcommissurale bei der Ratte. C— Cerebellum, CP —
Commissura posterior

pineale des Huhnerembryos befindlichen Gehirnbereich, der unseres Erachtens auch sehr viel
anderes Gehirngewebe enthdlt, ein 2 x 2 mm grofes Stick, wéhrend Gitbert die Technik der
Herausnahme des Organs nicht erwéhnt.

Bei unseren Untersuchungen dekapitierten wir die Ratte, entfernten das kndcherne
Schadeldach von hinten mit der Schere, drangen in die IV. Kammer ein und schnitten das
Kleinhirn in zwei Teile, wodurch die Fossa rhomboidea und der Aquaeductus Sylvii am kauda-
len Ende erschlossen wurden. Wir setzten die Scherenspitze in den Aquaeductus und schnitten
die Lamina quadrigemina vorsichtig so durch, daR die Commissura posterior — die sich bei
Ratten als ein sehr deutlich sichtbares weifes Biindel spannt — nicht l&diert werde. Hiernach
legten wir eine Injektionsnadel Nr. 2 (mit 0,5 mm Lumen) so in den erschlossenen Aquaeductus,
daB ihre Spitze die Hohle der 111. Kammer unter der Commissura posterior gerade erreiche
(Abb. 2). Wird die Nadel in dieser Lage herausgehoben, so zerreilt die Commissura posterior,
und das in der Nadelvertiefung zurickbleibende, etwa 0,5—0,8 mm lange Gehirngewebe ent-
hélt das Organon subcommissurale. Hiervon tUberzeugten wir uns, indem wir sowohl das heraus-
genommene Gehirnstickchen als auch das zurickgebliebene Rattengehirn histologisch in

2 Acta Biologica X1/2.
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Abb. 3. Kaudaler Abschnitt der 11l1. Kammer. Frontalschnitt in Hohe des Anfangs des Aquae-
ductus Sylvii. Hamatoxylin-Erythrosin-Farbung. VergroBerung 120 X. Der dinne Pfeil
bezeichnet die Kammerhéhle, der dicke Pfeil die Stelle des keilférmigen Ausschnitts

Abb. 4. Organon subcommissurale im Zentrum des isolierten Gehirnabschnitts. GroRe des
herausgenommenen Gehirnstickchens: 550 i X 800 u. Héamatoxylin-Erythrosin-Farbung.
VergroBerung: a— 60 X, b— 150 X
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8 fi dicken Serienschnitten aufarbeiteten. In Abb. 3 sehen wir den hinteren Teil der I1l. Kammer,
wo der keilférmige Ausschnitt die Stelle zeigt, an der die Nadel eingedrungen ist, wahrend Abb.
4 das isolierte Gehirnstiickchen wiedergibt, in dessen Zentrum sich das Organon subcommis-
surale befindet.

Die ADH-Titrierung wurde nach der von Holecek, Polak, Blaiia und Jirasek
[zit. 20] durchgefiihrten Modifikation der von Jeffers, Livesey und Austin [21] ausgear-
beiteten Methode vorgenommen. Die Tiere erhielten Standarddidt, und am Tage vor dem Ver-
such lieRen wir sie hungern, ohne die Wasseraufnaliine einzusclirdnken. Sie wurden mit einer
3% des Korpergewichts entsprechenden durch die Magensonde eingefiihrten Menge 12%igen
Alkohols betdubt, was wir nach 20 Minuten wiederholten. Den auf diese Weise narkotisierten
Tieren verabreichten wir dreimal — in Intervallen von 10 Minuten — eine 1% des Kdrperge-
wichts entsprechende Wassermenge, wahrend unterdessen eine Kanile in die Blase einge-
bunden und in einer Birette von 0,1 ml die in 10 Minuten ausgeschiedene Harnmenge aufge-
fangen und eine dieser entsprechende Wassermenge wéahrend des Versuchs durch die Magen-
sonde standig ersetzt wurde. Die Tiere befanden sich auf diese Weise im maximal hydratierten
Zustand, und nach etwa 40—50 Minuten war die je 10 Minuten entleerte Harnmenge konstant
geworden. Die Titrierung kann vorgenommen werden, wenn bei der dreimal nacheinander
bestimmten 10-Minuten-Diurese keine groRere Schwankung als 0,15—0,20 ml in Erscheinung
tritt. Hiernach kann die zu titrierende Substanz in die herauspréparierte Vena femoralis oder
subkutan eingespritzt werden.

Bei diesen Untersuchungen verwendeten wir 12 Ratten zur Titrierung und 12 Tiere
zur Gewinnung des Organon subcommissurale-Extraktes. Bei 3 der titrierten Tiere war die
Schwankung der 10-Minuten-Diurése mehr als 0,20 ml, so daB sie zur Titrierung nicht geeig-
net waren. Mit dem auf die beschriebene Weise entnommenen Organextrakt fihrten wir 10
Titrierungen durch, wobei wir als Kontrolle den aus einem ebenso groBen Cortex- oder Mesen-
zephalonstick hergestellten Extrakt benutzten. In 2 Féllen wurde der dem Organon subcom-
inissurale entnommene Extrakt mit Neurohypophyse statt mit der Kontrolle verglichen.
Das herausgenommene Organ wurde in 2 ml physiologischer NaCl-Lésung zerrieben und in
verschiedenen Verdinnungen untersucht. Den Kontrollextrakt verabfolgten wir, nachdem
die antidiuretische Wirkung abgeklungen war und die 10-Minuten-Diurese wieder den Standard-
wert erreicht hatte.

In den Diagrammen, welche die Resultate veranschaulichen, ist an der Ordinate die
Menge der 10-Minuten-Diurese in ml, an der Abszisse die Zeit in 10-Minuten-Einheiten ange)
geben. (Das Gebiet zwischen den beiden gestrichelten Linien entspricht dem Standardwert.-

Ergebnisse

Das herausgenommene Organon subcommissurale wurde in 2 ml physio-
logischer NaCl-Ldsung zerrieben und unter gleichzeitiger Verabreichung der
gleichen Menge Kontrollsubstanz in unterschiedlicher Menge subkutan und
intravends eingespritzt.

Nach der Einfuhrung kam es bei den Tieren bereits in den ersten 10
Minuten zu betrdchtlicher Diuresesenkung. Der antidiuretische Effekt war in
der zweiten 10-Minuten-Periode am starksten, hielt 30—40 M inuten an und
erreichte dann wieder den Standardwert. Je nach der eingefihrten Menge sank
die Diurese um 30—80%, was im absoluten Wert ausgedriickt bedeutet, daf
sich die Diurese von 1,20—2,10 ml/10 Minuten auf 0,15—0,70 ml/10 Minuten
verringerte. Diese Wirkung war bei sdmtlichen titrierten Tieren zu beobachten
(Abb. 5). Nach Einspritzung des Kontrollextraktes trat eine kurze, 10—20
Minuten dauernde, geringe — 0—30%ige — Diuresesenkung ein, die auf den
kurzen Anurieeffekt des Injektionstraumas zurtickgefihrt werden darf.

Die Art der Verabreichung war auf den antidiuretischen Effekt ohne
Einfluf3.

2*
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Isco

Abb. 5. Diuresekurven. An der Ordinate die je 10 Minuten entleerte Harnmenge in ml, an der
Abszisse die Zeit in 10-Minuten-Einheiten

A — 0,5 ml Org. subcomm .-Extrakt intravends verabreicht. Als Kontrolle dieselbe Menge
Cerebrumextrakt intravends injiziert
B — 0,5 ml Org. subcomm.-Extrakt intravends verabreicht. Als Kontrolle dieselbe Menge

Cerebrumextrakt intravends injiziert

C— 0,6 ml Org. subcomm.-Extrakt subkutan verabreicht. Als Kontrolle dieselbe Menge
Mesenzephalon-Extrakt subkutan injiziert

D — 0,4 ml Org. subcomm.-Extrakt subkutan verabreicht. Als Kontrolle dieselbe Menge
Mesenzephalon-Extrakt subkutan injiziert.

E — 0,25 ml Org. subcomm.-Extrakt intravends verabreicht. Als Kontrolle dieselbe Menge

Cerebruin-Extrakt injiziert
F — 0,25 ml Org. subcomm .-Extrakt subkutan verabreicht. Als Kontrolle ebensoviel Cere-
brum-Extrakt injiziert
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ml

Abb. 6. Diuresekurven. Bezeichnungen s. Abb. 5. SCO — 0,5 ml Org. subcomm.-Extrakt
intravenos verabfolgt. Hy — 0,5 ml Neurohypophysenextrakt intravends verabreicht

SCO | scon
Abb. 7. Diuresekurve. Bezeichnungen s. Abb. 5. SCO I — 0,4 ml 1:3 verdinnter Org. sub
comm.-Extrakt i. v.; SCO Il — 0,4 ml 1: 1 verdinnter Org. subcomm .-Extrakt i. v.

Zwei Tieren verabfolgten wir Neurohypophysenextrakt statt der Kon-
trollsubstanz. Auchin diesen Féllen (Abb. 6) wurde die Diurese von 1,40—1,60
m1/10 Minuten durch den Organon subcommissurale-Extrakt auf 1/5 (0,30 —
0,45 ml/10 Minuten) herabgesetzt, und die Wirkung hielt 40 Minuten an. Der
Neurohypophysenextrakt tbte eine &hnliche, aber starkere antidiuretische
Wirkung aus, die l&nger anhielt, so dal die Diuresemenge den Standardwert
auch nach 40 Minuten nicht erreichte.
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Am 9. Tier verglichen wir unterschiedlich verdinnte Organon subcom-
missurale-Extrakte (Abb. 7), wobei die Verdinnung 1: 3 zu einem antidiure-
tischen Effekt von gleichem Verhdltnis fihrte.

Besprechung

Wie in der Einleitung erwdhnt wurde, ist die aktive Sekretionstatigkeit
des Organon subcommissurale von mehreren Autoren beschrieben und histo-
logisch nachgewiesen worden.

Auf Grund chemischer und histochemischer Untersuchungen héalt man
das Sekret flir einen hochmolekularen Polysaccharid-Proteinkomplex, in dem
der Proteinteil SH-und SS-Gruppen enthdlt [37, 51]. Beiihren elektronenmikro-
skopischen Untersuchungen fanden Afzelius und Olsson [3], der Nucleolus
sei sehr ausgeprégt, reich an cystin- und cysteinhaltigen Substanzen und spiele
eine sehr wichtige Rolle in der Sekretbildung.

Histochemische Untersuchungen ergaben, daB das Organon subcommis-
surale aktive Sekretionsfunktion ausiibt und das in den Zellen nachgewiesene
Sekret hochgradige Ahnlichkeit mit den im Hypothalamo-Hypophysensystem
anzutreffenden ADH-haltigen Sekretgranula — den Herringschen Kdérpern —
sowie mit dem in der Neurohypophyse angesammelten Sekret aufweist. Die
an beiden Stellen vorkommenden Sekrete lassen sich gut nach Gemoari (Chrom-
Héamatoxylin-Flochsin) [5, 51], ebenso mit Aldehyd-Fuchsin [51] farben, wéh-
rend auch die Schiffsche Perjodsdure-Reaktion mit beiden Sekreten positiv
ausfallt [5, 51, 52]. Die Bernsteinsdure-Dehydrogenase-Aktivitat ist in beiden
Sekretionsgebieten von vermindertem Ausmal [45]. Auch eine geringe Abwei-
chung zwischen den beiden Gebieten I4Rt sich nachweisen. Bargmann und
Schiebler [5] sowie Wislocki und Leduc [52] fanden, nach Anwendung eines
Essigsdureanhydrid oder Essigsdure enthaltenden I’ixationsgemisches sei ein
Unterschied in der Intensitdt der Schiff-Reaktion zu beobachten; Barry [6]
stellte bei der F&rbung nach Gemori eine Abweichung nach Salzsdure-Alkohol-
behandlung fest, wahrend laut Adam [1] nach Farbung mit Toluidinblau und
Azocarmin eine Differenz in der Intensitdt zustande kommt. Laut Adam wird
das Organon subcommissurale von Luxol Fast Blue MBS-Kresylviolett elektiv
geférbt. Diese Unterschiede schlieBen unserer Meinung nach die Mdglichkeit
nicht aus, dalR die Sekrete der beiden Gebiete einen im wesentlichen gleichen
Aufbau haben.

Im Verlauf der Ontogenese erscheint das Organon subcommissurale fri-
her als die ADH-produzierenden Gebiete (Nucl, supraopticus, Nucl. paraven-
tralis) [4]. Dies hat auch Wingstrand [50] nachgewiesen, der aufzeigte, daR
beim Hihnerembryo bereits am 6. Tage Gdmadri-positive Granula in den Zellen
des Organon subcommissurale erscheinen (dasselbe stellten auch Grignon und
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Grignon [18] fest), wahrend sie in den ADH-erzeugenden Gebieten erst am
9—13. Tage auftreten.

Auf Grund der starken histochemischen Ahnlichkeit schreibt € nam: [zit.
5] bereits von einem Prdoptiko-Subcommissuralsystem.

Da das Sekret der ADH-produzierenden Zonen mit dem in den Zellen
des Organon subcommissurale angesammelten Sekret Ahnlichkeit aufweist,
ergab sich die Frage, welche Wirkung dieses Sekret auf den W asserhaushalt
des Organismus ausibt. Wingstrand [50] nahm das Organon subcommissu-
rale von Hilhnerembryonen heraus, zerrieb esin 0,25% iger Essigsdure-Ringer-
Losung, verabreichte es Froschen und registrierte den Gewichtsverlust der
unter Standardbedingungen gehaltenen Tiere. Eine antidiuretische W irkung
vermochte er nicht nachzuweisen. Bei seinem Versuch lagen indessen zahl-
reiche Fehlerquellen vor, indem er mit einer artfremden Substanz titrierte, die
Genauigkeit der experimentellen Methodik nicht im Verhdltnis zur Feinheit des
Effekts stand, er auBerdem eine sehr groe Menge anderes Gehirngewebe her-
ausnahm und verabreichte, und schlieflich — wie auch von Gitbert [16]
erwdhnt — die Essigsdure nicht als indifferent fiur den Organextrakt angesehen
werden kann.

Gilbert [15] destruierte in seinem Elektrokoagulationsversuch das Orga-
non subcommissurale und stellte fest, daR die Wasseraufnahme der Tiere hoch-
gradig vermindert war und sie nach 5—10 Tagen zugrunde gingen. Im zweiten
Teil seiner Versuche, als er die Wirkung des verabreichten Organextraktes auf
die Wasseraufnahme untersuchte, gelangte er zu einem widersprechenden
Ergebnis: die Wasseraufnahme der Tiere war auch in diesem Fall herabgesetzt.
In Gitberts Versuch hat die Herausnahme des Organs etwa 45 Minuten in
Anspruch genommen, wodurch wahrscheinlich die Aktivitdt des Extraktes
beeinflulft wurde. AuRerdem untersuchte er nicht den diuretischen Effekt, son-
dern die Wasseraufnahme, und schlieflich glauben wir, dall esin Fdllen, wo es
sich um eine 30—50 Minuten dauernde Wirkung handelt, nicht mdglich ist,
durch t&gliche Messung ein bewertbares Resultat zu gewinnen. Der Versuch
Gilberts [17], in dem er die Verdnderungen der Schiff-Reaktion an dehy-
dratierten Tieren untersuchte, beweist die Beziehungen zwischen dem Organon
subcommissurale und dem W asserhaushalt des Organismus, erkldrt aber nicht
den Wirkungsmechanismus.

W ir waren bestrebt, obige Fehlerquellen bei unserem Versuch auszu-
schalten. Unser Verfahren der Organherausnahme ermdglicht es, wenig Uber-
flissiges Gehirngewebe zu verabreichen, und die Herausnahme dauert nicht
ldnger als 6 Minuten. Die Titrierung ist sehr empfindlich, und in 10 Minuten
1aRt sich die Menge der Diurese mit 1/100 ml Genauigkeit verfolgen. Unsere
Resultate zeigten in s&mtlichen Versuchen eine aktive antidiuretische Wirkung.
Der Organextrakt enthdlt eine Substanz, die imstande ist, die Diurese der Tiere
30—40 Minuten um 30—80% zu senken. Die Substanz wirkt ebenso wie Neuro-
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hypophysenextrakt, aber schwécher, was darauf beruhen dirfte, daB es sich
bei der Neurohypophyse um einen ADH-Speicherungsort handelt, wo das Se-
kret in wesentlich gréBerer Menge vorzufinden ist.

Da die Sekrete der »klassischen« ADH-Erzeugungsgebiete und des Orga-
non subcommissurale histochemische Ahnlichkeit aufweisen und auf Grund
unserer Titrierungsergebnisse darf angenommen werden, daB die beiden Gebiete
ein sehr dhnlich — vielleicht identisch — wirkendes Hormon produzieren.
Diese Hypothese erscheint nicht zu kihn, denn bei Ratten ist das Organon
subcommissurale groBer als der Bereich des Nucl. supraopticus und Nucl. para-
ventricularis, im Verlauf der Ontogenese erscheint es sehr bald, ist sehr aktiv
und enthilt reichlich GE6MORi-positives Sekret. Alle diese Tatsachen zeugen fiir
eine aktive Hormonproduktion.

Aus der groRen histochemischen Ahnlichkeit und dem ADH-artigen
Effekt schlieBen wir, dal es sich bei dem Nucl. supraopticus, Nucl. paraventri-
cularis und Organon subcommissurale um Gebiete des Zentralnervensystems
handelt, welche die gleiche Funktion ausuben.
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ANTIDIURETIC EFFECT OF THE SUBCOMMISSURAL ORGAN

The technique of the removal of the subcommissural organ is described. ADH -titration
with the extract of the organ was performed: essentially, it consisted in intravenous and sub-
cutaneous injections of the extract and the observation of their effect on the amount of urine
discharged at intervals of 10 minutes.

Tests by means of titration showed the subcommissural organ to contain an antidiuretic
substance which reduced the amount of urine, discharged at 10-minute intervals, by 30 to 80
per cent. Such antidiuretic effect, similar to that of neurohypophyseal extract, lasted from 30
to 40 minutes.

Literature contains many references to the existence of a histochemical analogy be-
tween the secretion of the supraoptic nucleus, the paraventricular nucleus, the hypophysis
and that of the subcommissural organ. The said similarity and the results of titration lead the
authors to the conclusion that the substance secreted by the subcommissural organ is essentially

similar to, and has the same antidiuretic effect as, the secretion produced at the “classic” sites
of ADH.

AHTUANYPETUYECKOE AEWNCTBME ORGANON SUBCOMMISSURALE

ABTOpPbI Aat0T ONucaHue TEXHUKU YAaneHusa organon subcommissurale y KpbiC. BbITA-
)KKOW opraHa npoBoguniocb TUTpoBaHwe AN, CyLIHOCTb KOTOPOro COCTOMT B MCCMefOBaHUU
M3MeHEHNS KONNYecTBa BblAeNeHHOM Kaxible 10 MUHYT MOYM Mof LeliCTBMEM BHYTPUBEHHOIO
WAM MOAKOXHOI0 BBeAEHMSA BbITSXKW. VccnefoBaHUS NpPOBOAUANCH Ha 28 KpbicaX; CpefHWUi
Bec Kpbic 6bin1 200—350 .

Ha ocHoBaHMM TUTpoBaHWA ObINI0 [OKAa3aHO, 4TO organon subcommissurale COAEPXWUT
aHTUOMYPETUYECKOE BEeLLLeCTBO, KOTOPOe CHMXAeT Ko/in4yecTBO 10 MMHYTHOro fuypesa Ha
30—80%, u 3TO AeiicTBME MOXHO BbISBUTbL B TeueHne 30—40 muH. [laHHoe aelicTBMe NOA06HO
3h(heKTy HenpormnogusapHoi BbITSKKN.

B nuTepatype umeeTca paj LaHHbIX 0 TMCTOXVMUYECKOW aHaslormm Mexay BblaensieMbiv
nucl. supraopticus, nucl. paraventricularis, neurohypophysis W CeKpeToM organon subcom-
missurale. Ha OCHOBaHMM YNOMSAHYTOr0 CXOACTBA W pPe3ynbTaToOB TWUTPOBAHMA aBTOPbI
npeanonarakwT, 4YTo organon subcommissurale N «Knaccu4yeckme» 0651acTU BbIpaboTkn AL
NPoOn3BOAAT NOAO6HBLIX CeKpeT, KOTOPbIA MMeeT aHTUAMYPETUYECKoe [AeicTBue.

Mik16s Palkovits, Budapest, IX., Tizolté6 u. 58., Ungarn.
Peéter |I. Foldvary, Budapest, IX., Gyali Ut 4., Ungarn.
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(Eingegangen am 30. Januar 1960)

Zusammenfassung

Die Autoren berichten Uber eine neue Methode zur Untersuchung der Magenverdau-
ungsdauer des Zanders (Lucioperca luciopercaL.). Das réntgenologische Verfahren ermdglicht
es, die untersuchten Exemplare bis zur Beendigung des Versuches unversehrt am Leben zu
erhalten. Hiedurch kann ihre Verdauung bis zur vollstdndigen Entleerung des Magens fort-
gesetzt beobachtet werden. Die Methode ist bloR zur genauen Bestimmung der Dauer der im
Magen sich abspielenden Verdauung geeignet, gewéahrt jedoch keine Mdglichkeit zur Beob-
achtung des in dem Darm sich vollziehenden Verdauungsprozesses.

Einleitung

Fir eine Untersuchung der Magenverdauung des Zanders (Lucioperca
lucioperca L.) im Laboratorium wurden die Grundlagen durch die im Biolo-
gischen Forschungsinstitut der Ungarischen Akademie der W issenschaften
zu Tihany vorgenommenen Untersuchungen der Zandernahrung [2, 5, 6]
gelegt. Bei einer Untersuchung des Mageninhaltes 4Rt sich aus dem Verdauungs-
zustand der Zeitpunkt der Nahrungsaufnahme nur dann ermitteln, wenn die
fur die betreffende W assertemperatur charakteristische Dauer der Magenver-
dauung bekannt ist. AuBerdem ist es auch bei den, mit Zandern durchgefiuhr-
ten magenphysiologischen Untersuchungen notwendig, die Dauer der Magen-
verdauung von im Aquarium gehaltenen, mit natlrlicher Fischnahrung kinst-
lich gefitterten Versuchs-Zandern zu kennen.

Problemstellung

Zur Erreichung der uns gesteckten obenerwdhnten Ziele haben wir zur
Beobachtung der Magenverdauung der Zander eine réntgenologische Methode
ausgearbeitet. Dabei waren wir bemiht, den Zeitpunkt der Entleerung des
Zandermagens in einer solchen Weise genau beobachten zu kénnen, dalR dabei
der untersuchte Fisch nicht beschddigt werde. In der uns zugénglichen Fachli-
teratur haben wir eine solche Versuchsmethode nicht erwdhnt gefunden. Unser
Zweck war es, Uber die Verdauung der Versuchstiere von der Nahrungsauf-
nahme bis zur vollstdndigen Entleerung des Magens jederzeit ein genaues Bild
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zu erhalten und dabei die Beobachtung der Tiere bis zu Beendigung des Ver-
suches weiter fortsetzen zu kdnnen. Mit Ricksicht darauf konnten wir eine,
mittels Sektion vorgenommene Kontrolle als nicht geeignet erachten. Hiebei
fallt ndmlich das untersuchte Zanderexemplar aus dem restlichen Teil des Ver-
suches aus und kénnen blofR die noch nicht untersuchten Fische bis zur Be-
endigung der Beobachtungszeit zur Verfligung verbleiben; ferner wird
auch zu dieser Methode eine grofRe Anzahl von Versuchstieren bendtigt, damit
auch noch fir die letzten Beobachtungen genigend Exemplare verbleiben.

Bei der an lebenden Fischen anwendbaren Untersuchungsmethode mit-
tels der Magensonde von seaburg [3] verbleiben zwar die wéhrend des Ver-
suches untersuchten Fische am Leben, missen jedoch aus der weiteren Beob-
achtung ausgeschlossen werden, da ihr Mageninhalt entfernt wurde. Bei dieser
Methode werden die Nachteile des Sektionsverfahrens bloR teilweise beseitigt:
die untersuchten Tiere gehen zwar nicht zugrunde, kénnen jedoch zur weiteren
Beobachtung ebenfalls nicht herangezogen werden, da ihr Magen entleert ist.
Dubets [1] konstruierte zur Verbesserung der Methode von w nite [4] ein
verldngertes, konisch sich verengerndes Istrument, welches er in den Oso-
phagus einfiihrte und den Mageninhalt auf diese Weise untersuchte. Dieses
Instrument ist jedoch bloR zu einer teilweisen Untersuchung, bloB zur Ent-
nahme einer Mageninhaltsprobe geeignet und kann demnach unserer Zielset-
zung nicht gentgen.

Methodik

Der Zander schluckt den seine Nahrung bildenden Fisch unversehrt,
zu seiner Génze hinab. Dies ermdglicht uns eine réntgenologische Untersu-
chung seines Mageninhaltes vorzuhnehmen. Das Skelett und die Schwimmblase
des in den Zandermagen gelangten Nahrungsfischleins gewd&hrt beider Réntgen-
aufnahme ein zur Beobachtung recht wohl geeignetes Bild. Der Mageninhalt
kann fortgesetzt weiter beobachtet werden, solange, bis die Nahrung voll-
stdndig zu Brei zerfalle und aus dem Magen entleert ist. Hiedurch wird auch
die Anwendung von Kontrastmitteln bei der Rdntgenaufnahme dberflissig,
obgleich wir auch in dieser Richtung Versuche (mit Barium) angestellt haben.
Die anatomische Lage des Magens fallt glicklicherweise derart, dal weder die
Rippen noch die knochigen Unterlagen der Brustflossen das Rdéntgenbild
storen.

Bei der Ausarbeitung unserer Methode verwendeten wir aus dem Balaton
gefangene, 25—30 cm grolRe Zander. Die gefangenen Versuchstiere wurden in
Aquarien mit durchflieRendem Balatonwasser gehalten. Gefiuttert wurden
sie nach einer 2—13 Tage langen Fastenzeit auf kinstliche Weise und zwar
wurden sie geschoppt. Die als Nahrung gereichten Fischlein wurden vorher nach
Lédnge und Gewicht abgemessen. Wir stopften Jungfische von Pelecus cultra-
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tus, Abramis brama und geschlechtsreife Alburnus alburnus, deren Skelett
bereits verkndchert ist, am geeignetesten.

Die Versuchszander wurden mit an, unter der ersten Rickenflosse durch-
gesteckten, rostfreien Drahtsticken befestigten, mit Nummern versehenen
Zettelchen bezeichnet. Ein Erbrechen der verschlungenen Nahrung kommt
ziemlich hdufig vor, deshalb ist es unumgéanglich notwendig, sowohl die Ver-
suchstiere als auch die verfutterten Nahrungsfische identifizieren zu kénnen.
Aus diesem Grunde haben wir auBer den beim Versuch verwendeten Zandern
auch die verfutterten Nahrungsfische besonders bezeichnet. Zu diesem Zwecke
erwies sich eine variierte Verstimmelung der, bis zum zweiten Abschnitt des

Abb. 1. Rdéntgeaeaufnahme eines Zanders mit leerem Magen

Verdauungsprozesses intakt verbleibenden Schwanzflosse am besten geeignet.
Durch die Bezeichnung kénnen sowohl die eventuell erbrochenen Nahrungs-
fische als auch der Versuchszander, dessen Magen entleert wurde, leicht fest-
gestellt und aus dem weiteren Verlauf der Beobachtung ausgeschlossen werden.

Wir haben die Rontgenaufnahmen mit einer Siemens-Kugel (Focus =
70 cm) verfertigt. Die Fische wurden in lebendem Zustande auf die Aufnahms-
kassette gelegt. Wir haben ausschlieflich Seitenaufnahmen gemacht: Auf-
nahmen mit anderen Lagen hielten wir fir Uberflissig. Belichtungszeit war,
je nach den verschiedenen Kdrperbreiten der Zander 1—1,25 Sekunden.

Auf dem entwickelten Rdéntgenfilm gibt bei einem Zander mit leerem
Magen der unterhalb der mit Luft gefullten Schwimmblase erkennbare zu-
sammengezogene Magen als Weichkdrper keinen Schatten (Abb. 1). In man-
chen Fallen sind einzelne Abschnitte der gegen die Anal-Offnung gelegenen
Windungen des Darmes sichtbar.
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Auf der seitlichen Aufnahme der mit den Nahrungsfischen gefitterten
Zander ist unterhalb des Schattens der Schwimmblase an der, dem Zanderma-
gen entsprechenden Stelle das Bild des unbeschddigten Nahrungsfisches deut-
lich zu erkennen. Je nach der GroRBe des verfitterten Nahrungsfisches erscheint
der gefillte Magen ldnglich nach rickwérts gezogen. Einen schénen Schatten
ergibt der Schéadel sowie das Riickgrat des Nahrungsfisches, und wir erhalten
ein deutlich dunkles Bild von der Schwimmblase (Abb. 2).

Auf Grund der Untersuchung der Réntgenaufnahmen lassen sich im
Verlaufe des Verdauungsprozesses gewisse Abschnitte unterscheiden: Das
Verschwinden der Schwimmblase des Nahrungsfisches, sodann das Beugen des
Rickgrates und endlich das Auseinanderfallen desselben in Stiickchen lassen
sich recht gut verfolgen (Abb. 3). Mit dem Fortschreiten der Verdauung ge-
staltet sich der Schatten des Mageninhaltes immer mehr homogen und 1aRt
er sich vom Schatten der umliegenden Weichteile immer weniger unterschei-
den. Nach Beendigung der Magenverdauung kann man oft die Windungen der
mit der breiartig gewordenen Nahrung angefiillten Dad&rme und besonders den
M astdarm, wenn sich in diesem auch noch Luft befindet, sehr deutlich erken-
nen (Abb. 4).

Bei gleichzeitig durchgefihrter Fitterung zeigt sich das Fortschreiten
der Verdauung und die Entleerung des Magens bei den einzelnen Individuen
verschieden. Deshalb haben wir das Verdauungsstadium und die Entleerung
des Magens im vorhinein zu gewissen Zeitpunkten festgelegt. Bei unserem
Verfahren konnten wir zu den verschiedenen Zeitpunkten ein genaues Bild
des Fortschreitens der Magenverdauung der Versuchszander sowie der Entlee-
rung ihres Magens gewinnen. Am Ende desVersuches haben wir mittels neuer-
lich angestellter Aufnahme die Anzahl der Individuen mit entleertem Magen
festgestellt. Mit der Entleerung des Magens ist die Untersuchung beendet.
Bei der Ausarbeitung unserer Methode haben wir nach der letzten Aufnahme
und nach Konstatierung der Entleerung des Magens das Ergebnis auch im
Sezierungswege Uberprift. Die auf den Rdntgenbildern sichtbare Magenent-
leerung wurde auch durch diese Untersuchung mittels Sezierung bestdtigt.
Selbst ein 0,5—1,0 cm langes Ruckgratstick kann auf dem richtig belichteten
und kontrastreich entwickelten Roéntgenbild erkannt werden. Zur Untersu-
chung der Verdauungsdauer im Darmtrakt des Zanders ist unsere Methode
in dieser Form nicht geeignet.

W ir untersuchten die Dauer der Magenverdauung mittels des rdntge-
nologischen Verfahrens zu verschiedenen Temperaturgraden. Im Laufe unserer
diesbezuglichen Experimente fanden wir betrdchtliche Unterschiede beziiglich
der Magenverdauungsdauer zu den verschiedenen Temperaturgraden. Unsere
Methode ist geeignet, die Abweichungen bei den verschiedenen Temperatur-
graden nachweisen zu kdnnen. Wir setzen unsere Untersuchungen in dieser
Richtung weiter fort.
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Abb. 2—4. Rontgenaufnahme eines Zanders in verschiedenen Phasen der Verdauung.
Die Zeichnungen geben die Lage der Knochen des Nahrungsfisches an
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Mit unserer Methode I&4Rt sich vermutlich auch die Verdauung sonstiger,
mit einem Magen ausgestatteter Raubfische untersuchen.
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RONTGENOLOGIC INVESTIGATION OF THE DURATION OF GASTRIC DIGESTION
IN THE PIKE-PERCH (LUCIOPERCA LUCIOPERCA L.

The paper describes a new method for the determination of the length of time required
by the pike-perch (Lucioperca lucioperca L.) for gastric digestion. The new radiographic me-
thod makes it possible to keep the animals alive throughout the duration of the experiment.
W hile the method enables us to ascertain the time of digestion in the stomach with great
accuracy, it is not suitable for making similar observations in the intestines.

WCCNEAOBAHUE MPOAO/MKUTENBHOCTW XXENYAOYHOIrO MEPEBAPUBAHKA
Y CYJAKA (LUCIOPERCA LUCIOPERCA L.) PEHTFEHONOMMYECKUM
METO/ZOM

ABTOpbI AAlOT ONKUCaHMe HOBOFO MEeToda A1 UCCMEeA0BaHWs NPOAO/IKUTEIbHOCOTM XKeny-
[OYHOro nepeBapuBaHvsi y cygaaka (Lucioperca lucioperca L.). [pyu nomoLy OMUCAHHOTO
PEHTreHoI0rMYecKoro MeToda AaeTcs BO3MOXHOCTb COXPAHWUTb XM3Hb UCCEN0BaHHbIX PbI6 A0
OKOHYaHUs aKcnepuMeHTa. Bnarofaps aToMy nepeBapuBaHie MOXHO MPOCNeAUTb 0 OMOPOXK-
HeHUs Xenyaka. JaHHblii MeTof NPUTrofeH TONMbKO A1 TOYHOIO YCTaHOB/IEHMS NPOAC/IKUTE Tb-
HOCTW BpEMEHM MNepeBapuBaHUsA B XenyjKe, B TO BPeMsi KakK ANs HaG/oAeHWin nepeBapriBaHuis
B KMLUEUHUKE OH HEnpurofeH.

Gyula Moinar, G6doll6, Agrartudomanyi Egyetem, Ungarn.
Istvan Totg, Tihany, Biolégia, Ungarn.



UNTERSUCHUNGEN UBER DIE OKOLOGIE DES
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FORSCHUNGSINSTITUT FUR PFLANZENSCHUTZ, BUDAPEST (VORSTANDT G. SZELENYl)

(Eingegangen am 22. Februar 1960)

Zusammenfassung

Im Rahmen des Arbeitsprogrammes, das sich auf die Erforschung der am Raps (Bras-
sica napus L.) und WeiBen Senf (Sinapis alba) lebenden tierischen Vergesellschaftungen
richtete, wurde diesmal — auf Grund von 4 Jahre wéhrenden Beobachtungen und Unter-
suchungen — die Autdkologie des in Ungarn bislang als Schadling nicht bekannten, in den
letzten Jahren jedoch bedeutende Schaden verursachenden Senfkéfers (Colaphellus sophiae)
bearbeitet.

Die Imagines Uberwintern im Boden und beginnen ab Mitte Marz auf die Oberflache
zu wandern. Nach der Zeugenschaft des Materials, das in 70 Jahren gesammelt wurde, sind
die Kafer in Ungarn frihestens in der ersten Dekade des Monats Mérz, spdtestens in der ersten
Juli-Dekade eingesammelt worden. Auf Ackerflichen konnten Vollkerfe wéahrend ihrer Nah-
rungsaufnahme auf den Kulturpflanzen Capselia bursa-pastoris, Lepidium draba, Sinapis alba
sowie auf Brassica napus f. annua et f. biennis beobachtet werden. Die Kopulation hat schon
1 bis 11/r Wochen nach ihrer Erscheinung begonnen, und es dauerte nach der Paarung ebenso
lang, bis die ersten Eier erschienen. Die Eier wurden in kleineren oder groBeren, unregelmagi-
gen Klimpchen sog. Gelegen zwischen die Bodenkrumen gebettet. In jedem Gelege waren im
April i. alig. 27, im Mai 21 und im Juni 30 Eier vorzufinden. Im Freiland fallt die letzte Periode
der Eiablage auf Mitte Juli.

Die Larven hauten sich dreimal, haben also vier Entwicklungsstadien. Ihr Leben voll-
zieht sich auf der Pflanze. Nach Beendigung der Nahrungsaufnahme kriechen sie zum Boden
herab und vergraben sich, sobald sie eine passende Stelle gefunden haben, in der Erde, wo sie
eine Puppenkammer (Puppenwiege) herrichten und sich darin verpuppen. Ein groBer Teil der
Imagines verblieb nach der zum Vollkerf fihrenden H&utung (Umwandlung) im Boden bis
zum néchsten Frihjahr, ein kleiner Teil kam jedoch nur nach zweimaliger Uberwinterung zum
Vorschein. Einige Imagines krochen im September aus dem Boden zur Oberflache, nahmen ein
wenig Nahrung zu sich, verzogen sich aber bald zur Uberwinterung in die Erde. Bei den Lar-
ven, die auf den Pflanzen Sinapis alba, S. arvensis, Brassica napus f. biennis, Lepidium draba
und Capselia bursa-pastoris in Einzelzuchten gezogen wurden, nahm das Larven-, Vorpuppen-
und Puppenstadium insgesamt 34,4 bis 35,8 Tage in Anspruch. In der Entwicklungsgeschwin-
digkeit der auf den erwahnten Pflanzen gezogenen 50—50 Larven zeigten sich keine wesent-
lichen Unterschiede, nur hatten die auf den Weilen Senf gesetzten ein hoheres Gewicht; dies
deutet darauf, daB bei gleicher Entwicklungsgeschwindigkeit die Nahrungsaufnahme aus
Sinapis alba ein gréBeres AusmaR erreicht. Nach den Ergebnissen der auf die Nahrungswahl
gerichteten Untersuchungen ist der Senfkéafer als ein an mehreren Wirtspflanzen fressendes
Tier zu betrachten. Da er von allen in den Versuch gestellten Pflanzen Sinapis alba bevor-
zugte, erhielt er die Bezeichnung Senfkéfer. Weitere Untersuchungen erbrachten den Beweis,
daB die Imagines 3 bis 3 2 Monate lang in der Diapause verbleiben mussen, um ihre Lebens-
tdtigkeit beginnen zu kénnen. Bei dem Senfkéafer handelt es sich also um eine echte Diapause.

Der Senfkéafer bringt in Ungarn nur eine Generation hervor.

Einleitung

Vor einigen Jahren wurde die Erforschung der auf Raps (Brassica
napus L.) und WeiBem Senf (Sinapis alba L.) lebenden tierischen Vergesell-

3 Acta Biologies X1/2.
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schaftungen als Ziel gesteckt. Doch schon bald nach Beginn kam die Arbeit
ins Stocken. Es stellte sich Uberraschenderweise heraus, dal die Erforschung
der nach den Grundsétzen einer zeitgemdfRen Agrozénologie feststellbaren Tier-
gesellschaften nur dann madglich ist, wenn vorerst die Autdkologie der an der
Vergesellschaftung teilnehmenden Arten genau geklart wurde. Eine Uber-
sicht der ungarischen Literatur zeigte, dal nicht nur Uber die Lebensweise der
an den genannten Pflanzen schmarotzenden Populationen keine detaillierten
Angaben zur Verfigung stehen, sondern dafl nicht einmal alle auf den beiden
Pflanzen vorkommenden Schéadlingsarten bekannt sind. Hier soll bloR ein
Beispiel angefihrt werden. Der im Stengel des Rapses alljdhrlich in grof3en
Mengen auftretende Art Ceuthorrhynchus quadridens Panz. wird in der unga-
rischen Pflanzenschutzliteratur Uberhaupt keine Erwdhnung getan, demgegen-
Uber aber der Art Ceuthorrhynchus pleurostigma Mrsh. — die mutmaflich nur
sehr selten Schaden anrichtet — eine gréRere Rolle zugedacht.

Nach dieser Vorgeschichte hatte die erste Aufgabe des Arbeitsprogramms
die autokologische — womdglich mehrere Jahre andauernde — Erforschung
der Populationen der auf den beiden Pflanzen lebenden Schdadlingsarten zu
sein. Diese Bestrebungen fanden in der im Jahre 1957 erschienenen Monogra-
phie Uber die Rapsblattwespe (Athalia rosae L.) [18] ihren ersten Niederschlag.
Die hier verdffentlichte Abhandlung befallt sich mit dem in Ungarn als Senf-
schddling bisher nicht bekannten Colaphellus sophiae. Es werden nur die Er-
gebnisse der okologischen Untersuchungen dargeboten, die eingehende mor-
phologische Beschreibung der Entwicklungsformen erscheint in einer anderen
Arbeit [20]. Die Wahl fiel deswegen auf Colaphellus sophiae, weil im Beobach-
tungsgebiet (in Keszthely und Umgebung) dieser Schadling im Jahre 1956 auf
dem Weillen Senf (Sinapis alba L.) einen Laubverlust von 25 bis 30vH,i. J.
1957 35 bis 40, und 1958 70 bis 80 vH verursachte, ferner weil er in Ungarn bis-
her unbemerkt blieb und in Europa kaum bekannt ist.

Die Beobachtungen und Untersuchungen erstreckten sich auf den Weilen
oder Englischen Senf (Sinapis alba L.), denn der Schwarze oder Franzdésische
Senf (Brassica nigra [L.] Koch.) wird im Untersuchungsgebiet —teils zufolge
seiner Frostempfindlichkeit, teils aber weil er fir Fiutterungszwecke ungeeig-
net ist — nicht angebaut.

Die Erscheinung der Imagines im Frihjahr und ihr Verhalten

Nach den bisherigen Untersuchungen beginnen die bis zu einer Tiefe
von 5 bis 10 cm 'm Boden Uberwinternden Imagines ab Mitte Mé&rz nach der
Oberflache zu wandern. Bevor sich der Ké&fer aus seiner Kammer nach oben
begibt, beginnt er vorerst Beine und Fuhler lebhaft zu bewegen, steht dann auf
und versucht mit den Vorderbeinen die Wand der Uberwinterungskammer
durchzubrechen. Bei diesem Bestreben spielt auch sein Mundwerkzeug eine
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grofle Rolle. Gelingt sein Vorhaben an einer Stelle nicht, so wml es an einer
anderen wiederholt. Der K&fer dringt nicht in jedem Falle in dem der Bodenober-
flache zugekehrten Teil, sondern oft in entgegengesetzter Richtung aus der
Kammer. Es kommt vor, dall er sich zuerst auf einer kurzen Strecke von
einigen Zentimetern abwérts bewegt und dann sich nach oben dreht. Sein Weg
bis zur Oberfldche verlduft nicht gerade, sondern in einer Zickzacklinie. Die
Richtung des aufwadrts fuhrenden Weges ist wahrscheinlich durch die Boden-
struktur bedingt. Diese Wanderung dauert mehrere Tage, manche Imagines
verbleiben inzwischen fur einige Tage auf derselben Stelle. Ein Weibchen der
Versuchskafer ist auf halbem Wege zwischen der Uberwinterungskammer und
der Bodenoberfldche stehengeblieben und richtete sich eine neue Kammer her.
Der in die Ndhe der Erdoberflaiche gelangte Vollkerf fertigt sich eine regel-
rechte Kammer an, welche eine Offnung von 4 bis 5 mm Durchmesser nach
der Oberflache hat. Eine &hnliche Oberflaichenkammer richten sich auch die
Kartoffelkafer her, die Jermy i.J. 1957 beobachtete. In der Oberflachenkam -
mer halten sich die Imagines 2 bis 16 Tage auf; die Dauer dieses Verwcilens
hdngt vom Zeitpunkt ab, in dem sie die Oberflichenndhe erreichten. Die
spdter, Ende April oder Anfang Mai erscheinenden Ké&fer verweilen bloR 2
bis 3 Tage in einer solchen Kammer. Es gab aber auch einen Vollkerf, der keine
Kammer bezog. Die Bedeutung der Oberflachenkammer ist — wie es bei den
Kartoffelkdfern festgestellt werden konnte — im »Auskundschaften« der
W itterungsverhéltnisse zu suchen. Die Kéafer kénnen ndmlich in dieser nach
dem Freiland gehenden Kammer die Temperatur- und Niederschlagsverhélt-
nisse wahrnehmen.

Nach den bisherigen Beobachtungen erschien der erste Kafer im Jahre
1957 am 9. April, 1958 am 2. Mai und 1959 am 11. Mérz an der Oberfldche.
An diesen Tagen betrug die durchschnittliche Bodentemperatur in 10 cm Tiefe
9,8° C, 10,5° C und 7,2° C. Die beobachteten Imagines lberwinterten im Freien
in einem Tongefdl (von 10 bis 12 cm Durchmesser), die Bodentemperaturen
beziehen sich auf dieses Gefdl. Kontrollmessungen erbrachten den Beweis,
daR zwischen den Temperaturen des in den Boden eingelassenen Uberwinte-
rungsgefdfles und jenen des Freilandbodens kein Unterschied zu verzeichnen
war. Die aus dem Boden hervorgekommenen Tiere verbleiben nicht endgiltig
an der Oberfldche, sondern verziehen sich nach einem kirzeren oder l&ngeren
Herumtreiben wieder zwischen die Bodenkrumen und halten sich dort fur
einige Stunden, fallweise 1 bis 2 Tage oder Wochen auf. In der Freilandzucht
konnte man o&fters beobachten, daR von den zum Vorschein gekommenen
Imagines 1 bis 2 Exemplare sich wieder in die Oberflaichenkammer verzogen.
Dies ist aber als Zufall zu betrachten, denn ein grofRer Teil der Kéafer bohrte
sich anderswo in den Boden. Wenn die Lufttemperatur beim Erscheinen der
Imagines 10 bis 15°C oder noch héhere Werte betrug, so verzogen sich diese
seltener zwischen die Bodenkrumen der Oberflaiche, sondern begannen zu
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wandein. Dieser Ortswechsel steht mit der Nahrungssuche im Zusammenhang.
Nach den Beobachtungen in den Jahren 1958 und 1959 schossen von den
Unkrautgewédchsen noch keine Kreuzblitler aus dem Boden, die als Wirts-
pflanzen fir die Kéafer in Betracht hdtten kommen kdénnen, bloR der W inter-
raps (Brassica napus L. f. biennis Ther1.) war auf der untersuchten Fléche
auf einem groBeren Schlag vorhanden, man konnte aber nicht feststellen, ob
sich die Kéafer da versammelt hétten. Wie die im Labor und Freilandké&fig
durchgefihrten Untersuchungen zeigten, suchten die Kéfer zu dieser Zeit
noch keine Nahrung und fraen sogar bei Labortemperaturen von etwa 20°C
nicht, sondern krochen lediglich lebhaft umher. Sie »picken« blofR — wie
Muatrter [10] feststellt — zu dieser Zeit an den Pflanzen. Diese Beobachtun-

Abb. 1. Die in der Zoologischen Abteilung des Naturwissenschaftlichen Museums vorhandenen,
wdahrend nahezu 70 Jahrengesammelten Exemplare des Senfkafers (Colaphellus sophiae
Schat1.) nach Zeitpunkten des Sammelns dargestellt

gen zeugen daflir, daB nach dem Erscheinen der Imagines zuerst nicht der Er-
ndhrungs-, sondern der Wandertrieb wach wird.

Bei den im Freiland Uberwinterten Kafern waren in der Zeit, die zwischen
dem Erscheinen der ersten und letzten Exemplare verstrich, von Jahr zu Jahr
groBe Unterschiede zu verzeichnen. So kam z. B. 1957 der erste Kéafer am 2.
Mai, 1959 am 11. Méarz, der letzte im Jahre 1958 am 22. Mai und 1959 am 19.
Mai auf die Oberfliche. (AufRer den an das Tageslicht gelangten Imagines
verbleiben zahlreiche noch im Boden, diese kriechen nur im nachsten Frih-
jahr, also nach zweimaliger Uberwinterung hervor [p. 137—139]). Die Ver-
z0gerung des Erscheinens ist offensichtlich mit den Schwankungen der Boden-
temperatur im Zusammenhang. Am 8. Mai 1958 stieg die Durchschnittstem -
peratur auf Ober 20°C, dadurch wurden die Uberwinternden Kafer rasch
hervorgelockt und deshalb dauerte auch der Fruhjahrsflug bloR 20 Tage.
Im Jahre 1957 war die Temperatur sowohl zur Zeit des Erscheinens der ersten
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Vollkerfe als auch spdter weit unter 20° C geblieben, deshalb verzdgerte sich
ihr Flug und nahm 39 Tage in Anspruch. Im Jahre 1957 kamen 50 vH der
Imagines am 29. April, 1958 am 17. Mai hervor. Die Zahl der erscheinenden
Exemplare kulminierte im Jahre 1957 in der ersten Maiwoche, 1958 Mitte
Mai. Vollkerfe konnten nur am Boden und an den Pflanzen kriechend, nie
aber beim Flug beobachtet werden. Mari1er [10] sah im Labor und im Frei-
land fliegende Individuen. Die Haufigkeit des Vorkommens der Kafer wurde
auf Grund der Sammlung der Zoologischen Abteilung des Naturwissenschaft-
lichen Museums festgestellt. Die Imagines von C. sophiae in diesem M aterial
sind das Ergebnis einer nahezu 70 Jahre umfassenden Samm/lerarbeit; die nach
dem Datum des Einsammelns durchgefihrte Summieiung der Kafer ist in
Abb. 1 dargestellt. Aus dem Verlauf der Kurve ist es ersichtlich, daB sie fri-
hestens in der ersten Dekade des Monats Méarz und spétestens in der ersten
Juli-Dekade eingefangen wurden. Die auf der Abb. 1 fir August und September
vermerkten Sammlungszeitpunkte sind tatsdchlich madglich, doch die in diese
Periode eingefangenen Vollkerfe sind nicht Uberwinterte, sondern bereits im
Boden diapausierende Exemplare, von denen ein ganz geringer Prozentsatz
Ende Sommer auf die Oberfldche gelangen kann. Wie die Kurve zeigt, wurden
im Durchschnitt der Jahre die meisten Imagines in der letzten Dekade des
Monats Mai gefangen. lhre Zahl erhdht sich ab Anfang April schlagartig und
nimmt dann ab Ende Mai rapid ab.

Die Nahrungsaufnahme der Vollkerfe

Wi e bereits bei der Besprechung ihres Erscheinens erw&hnt wurde, beginnen die Ima-
gines nicht sofort nach der Erlangung der Oberflache zu fressen, sondern wandern vorerst um-
her. Die hierzu verwendete Zeit nimmt mit steigernder Temperatur ab. Ihre Dauer betrug i. J.
1958 bei einer Durchschnittstemperatur von 21,5° C bloR 4 Tage, nachher setzte die Nahrungs-
aufnahme ein. Es wurde untersucht, ob die Kafer vorher W asser zu sich nehmen missen, oder
auch ohne solches zu fressen imstande sind. Sie wurden in zwei Gruppen geteilt und in beide
sowohl Méannchen wie Weibchen gesetzt. Die eine Gruppe kam in eine Petrischale auf trockene,
die zweite in eine auf nasse W atte. Tags darauf erhielten beide Gruppen Senfblétter, die vorher
mit Filterpapier abgetrocknet wurden. Nachher richteten sich die Beobachtungen darauf,
ob zwischen den Kéfern, die aus der nassen W atte Wasser zu sich nehmen konnten und jenen,
die mit Wasser nicht in Berihrung kamen, in der Nahrungsaufnahme irgendein Unterschied
zu verzeichnen sei. Es zeigte sich, dal die Individuen beider Gruppen die Senfblatter in glei-
chem MalRe verzehrten. Die Wasseraufnahme ist also keine Vorbedingung fiir den Beginn des
FraBes. Die Imagines der kinstlichen Zuchten haben ihre Nahrungsaufnahme am 4. bis 5.
Tage nach ihrem Erscheinen auf der Oberflache begonnen: Sie befraBen vorerst unregelméafig
die am Ende des Triebes stehenden jungen Bldtter und wandten sich spédter als die Pflanze zu
spriefen begann, mit Vorliebe den Knospen zu. Es wurden die gelben Blumenblatter, die Narbe
und auch die Staubbeutel tragenden Staubfédden verzehrt (12. Juli 1958). Der Beginn der
Nahrungsaufnahme wird durch die rege Kotproduktion angezeigt, die besonders im Gipfelteil
der Pflanze, an der Ober- und Unterseite der Blatter sowie am Stengel in gleicher Weise vor
sich geht. Der frische Kot ist von graugelber Farbe, und enthé&lt halbomondférmige feste Teile.

W ahrend der Nahrungsaufnahme (Abb. 2) wurden im Frihjahr auf folgenden Pflan-
zen Vollkerfe gesammelt: auf Capsella bursa-pastoris L., Lepidium draba L., die in Blute stan-
den, auf Sinapis arvensis L., dessen Stengel etwa 15 cm hoch war sowie auf Raphanus rapha-
nistrum L., Sinapis alba L. und Brassica napus L. f. annua Thell. et f. biennis Thell. zur Zeit
der Blite.

In der tadglichen Bewegung der Imagines kann man eine gewisse RegelmaRigkeit ent-
decken. Sie verziehen sich zum gréfRten Teil in den Abendstunden zwischen die Bodenkrumen,
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verbringen dort die Nacht und beginnen erst am néchsten Tag um 8 bis 9 Uhr wieder auf die
Pflanzen zu kriechen und zu fressen. Legatow [7] und Mari1er [10] machten im Zusammen-
hang mit der tdglichen Bewegung der Vollkerfe &hnliche Beobachtungen.

Die Nahrungsaufnahme ist nicht kontinuierlich. Die Kéfer fressen in den Morgenstun-
den weniger als um die Mittagszeit. lhre Bewegung ist bei glihendem Sonnenschein angeregter,
sie lassen besonders ihre Fihler lebhafter spielen und kriechen im oberen Teil der Pflanze
umher. Die Nahrungsaufnahme setzt auch bei tribem Wetter und Regen nicht aus. Am 9.
Juni 1958 wurden die auf Senf fressenden Imagines bei einem Gewitter beobachtet. Der starke
Platzregen am Nachmittag wusch sie teilweise zu Boden, der andere — u. zw. gr6Rere — Teil
verkroch sich auf die Unterseite der Blatter und fral dort weiter oder verharrte regungslos an
einer Stelle.

Beziuglich der Nahrungsaufnahme der Weibchen konnte die interessante Beobachtung
gemacht werden, daB sie — zwar sehr selten — fallweise auch ihre eigenen Eigelege verzehren.

Abb. 2. Senfkafer-Imagines an der Blattunterseite des Weilen Senfs. (Photo: Reichart)
Abb. 3. Eier des Senfkéfers zwischen den Bodenkrumen (Photo: Reichart)

Der Grad der Nahrungsaufnahme wurde bei im Frihjahr erschienenen, noch vor
FraBbeginn stehenden Kafern maénnlichen und weiblichen Geschlechts ebenfalls erforscht.
Es wurden die Gewichtsverdnderungen bei 10 Mdnnchen und bei 10 Weibchen sowie die Menge
der durch diese verzehrten Blatter (in g) festgestellt (Untersuchungsmethode siehe [21]).
Die Untersuchung dauerte vom 10. Mai bis zum 20. Juni 1958. In den 41 Tagen der Nahrungs-
aufnahme verzehrten die Weibchen durchschnittlich 1,8466, die Mannchen je 1,0318 g von den
grinen Senfblattern. Inzwischen legten erstere 127 Eier. Wahrend dieses Geschaftes stieg ihre
Nahrungsaufnahme immer an. Die fur die Zeitder Kopulation zusammengeschlossenen Mannchen
und Weibchen erhielten keine Nahrung. Von ersteren gingen im Laufe des Versuches 3, von
letzteren 5 Exemplare ein. Das durchschnittliche Gewicht der weiblichen Imagines betrug zur
Zeit ihres Erscheinens auf der Oberflache 13,1 mg, und erreichte wéahrend des Versuchs den
Maximalwert von 14,7 mg. Das Durchschnittsgewicht der M&nnchen war bei ihrem Erscheinen
bloR 8,7 mg und stieg maximal bis 11,1 mg an. Der Verlauf der Nahrungsaufnahme zeigte bei
den Kafern beiderlei Geschlechts kein einheitliches Bild. Wahrend der Untersuchungszeit
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haben nach Beginn der FrafRtatigkeit die Weibchen zwischen dem 10. und 15. Tag, die Mé&nn-
chen vom 20. bis zum 25. Tag die groBten Nahrungsmengen zu sich genommen.

Ménnchen, die man nicht hungern lieB, lebten in den verschiedenen Zuchten 25 bis
105 Tage lang. In einem Versuch von Muller [10] hatten die Imagines eine Lebensdauer von
49 Tagen. Seinen Angaben nach endet das Leben der Mannchen friher als das der Weibchen.

Die hochgradige W iderstandsfahigkeit, welche die Vollkerfe der Luftfeuchtigkeit ge-
geniliber bekunden, ist auch durch den im Winter 1956/57 durchgefihrten Versuch bewiesen.
Bei diesem wurden wéahrend des ganzen Winters in einem leeren Reagenzglas, das in einem
stdndig geheizten Stockwerkzimmer untergebracht war, 3 weibliche und 8 ménnliche Imagines
gehalten. Von diesen Tieren gingen 2 Weibchen und 6 Mannchen ein, die Gibrigen Uberwinterten
und wurden im Mérz aktiv.

Kopulation

Wenn die Frihjahrstemperatur 18° C Uberschreitet — dies erfolgt gewdhnlich 1 bis
1r/2Wochen nach dem Erscheinen der Kéfer — beginnt die Paarung. Muller [10] beobach-
tete auch am Tage nach ihrem Erscheinen schon Begattungstatigkeit. Kopulation findet auch
dann statt, wenn weder das Mannchen, noch das Weibchen Nahrung zu sich genommen haben.
Nach Nahrungsaufnahme ist die Kopulation noch intensiver. Auch Multer [10] berichtet
Uber haufige Paarung in solchen Féllen. Es kann Vorkommen, daf das Weibchen wahrend der
Kopulation das Mé&nnchen an ihrem Ricken herumschleppt, doch meist vollzieht sich der
ganze Akt auf ein und derselben Stelle. Nach den Beobachtungen nahm der Paarungsakt 5 bis
37 Minuten in Anspruch. Das Weibchen kann tdglich mehrmals kopulieren. Die Méannchen
sind imstande nach der Befruchtung eines Weibchens sofort mit einem anderen zu kopulieren.
Die meisten Paarungen wurden bei Temperaturen von 23 bis 25° C beobachtet. Wahrend der
Paarung kann das Weibchen auch Nahrung zu sich nehmen. Die Kopulationsperiode ist nicht
auf 1 bis 2 Tage beschrankt, erstreckt sich sozusagen auf das gazne Leben der Kéfer. Vor Be-
ginn der Eiablage paaren sie sich jedoch seltener. Der Akt kann auf einer beliebigen Stelle der
Pflanze sowie zwischen den Bodenkrumen stattfinden. In seiner Haufigkeit zeigten sich keine
Unterschiede.

Eiablage

Die Weibchen beginnen i. alig. 1 bis 1 */2 Wochen nach dem ersten Kopulationsakt ihre
Eier zu legen. In den Zuchten gab es auch solche, die trotz wiederholter Kopulation nur 27
Tage nach ihrem Erscheinen die ersten Eier legten. Wie bei den Ubrigen Téatigkeiten der Tiere,
zeigten sich auch im Beginn des Eierlegens groRe individuelle Unterschiede.

Das fiur Eiablage reife Weibchen kriecht von der Pflanze herab und fangt an — sich
zwischen den Bodenkrumen verbergend — ihre Eier zu legen. Eine Berlihrung des Bodens
mit dem Korper des Weibchens ist fir den Beginn der Eiablage wahrscheinlich erforderlich,
denn in einem mit glattem Filterpapier von innen verkleidetem ZuchtgefdR hatten die Tiere
nur spédter und notgedrungen ihre Eier gesetzt. Wurde aber der Boden des GefdRes mit zer-
knillten Streifen des Filterpapiers bedeckt, so war im Beginn der Eiablage — gegeniiber den
Bodenkrumen enthaltenden Zuchten — keine Verzégerung zu verzeichnen. Die Weibchen
dréngten sich mit Vorliebe zwischen die zerknitterten Papierstreifen und legten ihre Eier auf
den verborgensten Stellen ab. In jenen Zuchten, in denen die Zahl der Eier bestimmt werden
sollte, wurde der Boden der ZuchtgefdBe mit zerknullten Papierstreifen bedeckt, da eine ge-
naue Zahlung der zwischen die Bodenkrumen gelegten Eier auf Schwierigkeiten stieR.

Die Weibchen legen ihre Eier groBenteils im wahren Sinne des Wortes in sog. »Klimp-
chen« (Gelege), in welchem die Eier unregelmaRig angehéuft sind. Da die Oberflache der Eier
nur schwach klebrig ist, haften sie nicht aneinander, l6sen sich also — mit einem Pinsel oder
mit Erdkrumen in Berihrung kommend — leicht voneinander und rollen auseinander. Nicht
alle Eier bilden Gelege, sie bleiben oft vereinzelt oder es werden 2 bis 3 Stick unmittelbar
nebeneinander gelegt (Abb. 3). Im Freiland fanden wir nicht nur zwischen den Bodenkrumen,
sondern auch an 2 bis 3cm aus dem Boden ragenden, abgestorbenen Pflanzenresten Eier, diese
hafteten aber nicht an der Pflanze, sondern waren darauf hangengeblieben. Viele Eier sind z.
B. unter den sich der Bodenoberflaiche anschmiegenden Blédttern von Capsella bursa-pastoris
oder Lepidium draba zu finden. Ein groRer Teil der Eier wird in der N&dhe der Pflanzen gelegt,
man findet sie aber auch weiter von diesen entfernt. Am 9. Marz 1957 lagen 3 Eigelege auf
74 cm von der nachsten W irtspflanze, waren aber nicht streng voneinander getrennt, sondern
standen durch fallengelassene Eier miteinander in Verbindung. Auf der Pflanze selbst wurden
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im Freiland nie Eier gefunden, in Gefangenschaft gehaltene Weibchen haben aber in vielen
Féallen ihre Eier zwischen die oberen, zufolge der Welke zusammengerollten B léatter der Pflanze
gelegt. Das zwischen solche Bldtter geklemmte Weibchen hat mutmaRlich dieselben mechani-
schen Reize von den Blattern erhalten, welche von den Bodenkrumen ausgeibt werden.

Uber die Unterbringung der Eier finden wir abweichende Angaben in der Literatur.
Nach Muitder [zit. 12] legt das Weibchen seine Eier auf die Bodenoberflache. Demgegeniber
stehen die Beobachtungen von Ritzema Bos [12] und Sacharow [16], wonach die Eier auf
der Unterseite der Blétter zu finden sind. Ritzema Bos [12] bemerkt noch auferdem, daR die
Eier schwach am Blatt haften und schon auf eine bloBe Beriihrung herunterfallen. In den Ver-
suchen Muatters [10] haben die Weibchen ihre Eier in den Boden und mitunter auch auf
dessen Oberflache gelegt. Bei seinen vielen Versuchen fand er nur ein dnzigesmal Eier zwischen
den dichten Blattern von Sisymbrium loeselii, betrachtet aber diesen Fall selbst als eine Aus-
nahme.

In den Monaten April, Mai und Juni wurde in je 100, von mehreren Weibchen produ-
zierten Eigelegen die Zahl der Eier festgestellt. Im April kommen dirchschnittlich 27, im Mai
31 und im Juni 30 Eier auf ein Gelege. Muller [10] z&hlte 43 Eier im groBten Gelege.

Im Frihjahr 1957 wurde der ProzeR der Eiablage und die Gesamteierproduktion in
7 Zuchten — die je 2 M&nnchen und 2 Weibchen enthielten — (berwacht. Die Imagines kamen
Ende April, Anfang Mai zum Vorschein und legten bis zum Beginn des Zuchtprozesses keine
Eier. Das ZuchtgefdR® war ein Glaszylinder von 11 cm Durchmesser und 12 cm Hdéhe, der in
eine Petrischale gesetzt und mit Leinen zugedeckt wurde. Als Boden des Zylinders dienten
Filterpapier bzw. zerknillte Streifen dieses Materials. Die Kéfer erhielten taglich Senfblatter,
die ihnen in einer mit Wasser gefillten Glasphiole verabreicht wurden, in welchem die Blatter
von einem W attepfropfen festgehalten waren. Die Eier wurden bei Nahrungswechsel mit Hilfe
eines Pinsels herausgehoben und sodann gezadhlt. Der Gang der Eiablage je Zuchten ist auf
Abb. 4 veranschaulicht. Auf der Abszisse ist die Zeit, auf der Ordinate die Zahl der Eier dar-
gestellt. Wie aus dieser Abbildung ersichtlich, war die Eierproduktion im Laufe des Monats
Mai, d. h. in der Periode nach Beginn der Eiablage, auffallend groRer als spater. Die Zuchten
waren in einem Glashauslabor untergebracht, wo die Temperatur wahrend der Versuchszeit
zwischen 17,0 und 24,5° C schwankte. Die im Mai verzeichnete héhere Eierproduktion kann
nicht als temperaturbedingt angesehen werden, da sich die tdglichen Durchschnitts- und Ex-
tremwerte der Temperatur in gleicher Weise bis zum Absterben der Kafer 4nderten. Auch im
Juni erwies sich die Eiablage noch ziemlich lebhaft, nahm jedoch von diesem Zeitpunkt an bis
zum Absterben der Weibchen allmahlich ab. Wie die Untersuchungen zeigten, legten die
Weibchen der 7 Zuchten im Laufe ihres Lebens je 646, 222, 587, 359, 494, 352 und 322 Eier.
Bei Verzehrung von Senfblédttern legten also die Weibchen durchschnittlich 426 Eier. Matier
[10] stellte als HOchstwert 344 Eier je Weibchen fest.

Es wurde auch der EinfluB der verschiedenen Né&hrpflanzen auf das AusmaR der Eier-
produktion — unter den vorher beschriebenen Bedingungen — geprift; die Zuchten enthielten
jedoch nicht je zwei Paare der Ké&fer, sondern 5 Mannchen und 5 Weibchen. Jede Pflanze war
in zwei Zuchten vertreten.

In den Versuchen wurden die Blatter folgender Pflanzen als Nahrung geboten: Lepidium
draba L., Capselia bursa-pastoris L. und Sinapis arvensis L. Bei der Fitterung mit Lepidium
draba haben die Weibchen durchschnittlich 207, bei Capsella bursa-pastoris 187 und bei Sinapis
arvensis 239 Eier gelegt. Diese Untersuchungen beweisen, dal die Wirtspflanze in der Gestal-
tung der Eierproduktion eine groBe Rolle spielt. Die meisten Eier (426 Stiick) haben die Senf-
blatter verzehrenden Weibchen gelegt, etwa die Hé&lfte dieser Leistung wiesen jene auf, denen
Lepidium und Sinapis arvensis verabreicht wurden. Am geringsten war die Eierproduktion bei
den mit den Bléattern von Capsella bursa-pastoris gefutterten Weibchen.

In der Frage, wann die Weibchen im Freiland ihre letzten Eier legen, konnten aus dem
Entwicklungsstadium der auf Senfschlagen mit Kéatschern eingefangenen Larven gewisse
Schlisse gezogen werden. Am 29. Juni 1957 befanden sich noch viele L2-Larven auf den Senf-
pflanzen; dies bedeutet soviel, daB sie wahrscheinlich aus 10 bis 15 Tage vorher gelegten Eiern
geschlipft waren. Im Jahre 1958 wurden die letzten L2-Larven am 3. Juli eingefangen. Aus
diesen Ergebnissen ist es ersichtlich, daf in der Natur die letzte Periode der Eiablage auf Mitte
Juni f&llt. Fur diesen Termin sprechen auch jene Untersuchungen, die mit den am 11. Juni
1958 gesammelten Weibchen angestellt wurden. Von diesen, im Labor gehaltenen Kéafern hat
ein Weibchen bis zum 24. Juni 82, ein anderes bis zum 30. Juni 87 Eier gelegt, nachher gingen
beide ein. Die am 3. Juli 1958 eingefangenen und in das Labor gebrachten 2 Weibchen legten
kein einziges Ei und starben am 9. Juli ab. Im Freiland blieben die Weibchen — nachdem sie
ihre letzten Eier gelegt haben — noch 3 bis 4 Wochen am Leben.

Es soll noch erwdhnt werden, da die Weibchen auch ohne Befruchtung Eier legen
kénnen, diese sind jedoch steril, trocknen ein und gehen binnen wenigen Tagen zugrunde.
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Geschlechtsverhéaltnis

Im Friuhling des Jahres 1957 — Ende April, Anfang Mai — war das Verhéltnis von
Ménnchen und Weibchen 43 : 38, im Jahre 1958 28 : 35. Ende Mai, Anfang Juni dieses Jahres
stieg die Zahl der Weibchen gewaltig an (auf 119 Individuen entfielen bloR 83 Mdénnchen).
Bei den Ende Juni vorgenommenen Katscherfdngen, aber auch bei anderen Sammlungen be-
trug das Geschlechtsverhéltnis wieder nahezu 1: 1.

Die embryonale Entwicklung

Die durchsichtige Eischale ermdglicht eine gute Beobachtung der embryo-
nalen Entwicklung. In einer mit Hygrostat versehenen Zucht, die im Glas-
hauslabor untergebraoht war, verlief die embryonale Entwicklung innerhalb
eines Geleges wie folgt: Am zweiten Tag nach der Eiablage nimmt das Ei
— besonders an der Beriuhrungsflache mit dem benachbarten Ei — eine dun-
klere Farbe an, seine Skulptur wird ausgeprégter, sein Bestand ist vollig ho-
mogen. Am 3. Tage sind beide Enden des Eies auffallend dunkler als der mitt-
lere Teil. Grad der Skulptur unverdndert. Am 4. Tag nimmt das ganze Ei
dieselbe Faibe an, blofR in der N&he dt* Spitze erscheinen dorsolateral paarweise
untereinander stehend 6—6 braune Punktaugen. Am 5. Tag verliert das Ei,
seinen bis dahin gezeigten Glanz und nimmt an beiden Enden eine graugelbe,
in der Mitte eine hellgelbe Farbe an. Diese beiden Tdnungen sind gegeneinan-
der nicht scharf abgegrenzt, die erwdhnten Punktaugen werden mit ihrer
rotbraunen Farbe auffallender. Am 6. Tag zeichnet sich ganz zart die grduliche
Kopfkapsel ab. Die Punktaugen bekommen jetzt eine grelle rotbraune Farbe.
Das Ei verliert vollig seinen Glanz. Am Tage vor dem Schlipfen der Larve
(d. h. am 7. Tag nach der Eiablage) werden die Kdrperteile des Embryos samt
den Borsten gut sichtbar (Abb. 5). Die Punktaugen sind schwarz, vor dem
mittleren Paar erscheinen an beiden Seiten die schwarzen, dem Oberkopf zu
gerichteten Fihleranlagen. Unterhalb dieser kann man deutlich die durch
in einem Halbkreis angeordnete schwarze Punkte begrenzten Clypei sowie die
rotbraunen Mandibeln wahrnehmen. Hinter den letzteren, auf der ventralen
Seite des Kdorpers treten die schwarzen Glieder des ersten und zweiten thoraka-
len Beinpaares in Erscheinung. Kopfkapsel und Larvenkdrper sind von der
gleichen graugelben Farbe. Zwischen Kopfkapsel und Prothorax gibt es keine
scharfe Grenze, auf diese kann man nur aus der Ausrichtung der Borsten
schlieBen. Die Haare der Kopfkapsel sind nach vorne gerichtet. Hinter ihr
ist das Pronotum sichtbar, aus dessen Rand die Borsten entspringen. Die auf
den Segmenten des Abdomens befindlichen Borsten sind gegen das Ende des
Korpers gerichtet. Am zweiten und dritten throrakalen sowie am ersten ab-
dominalen Segment sind seitlich je drei, auch mit unbewaffnetem Auge gut
wahrnehmbare, pechschwarze Eizdhne sichtbar. Unterhalb des Eizahnes des
zweiten thorakalen Segmentes ist eine winzige, schwarze, ringférmige Stigme;
solche Gebilde sind auf beiden Seiten aller Segmente des Kdrpers vorzufinden.
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Abb. 4. Verlauf der Eiablage in paarweisen Zuchten (je 2 Méannchen und 2 Weibchen enthal-
tend), in denen als Nahrung Bldtter von Sinapis alba verabreicht wurden. (Die Pfeile zeigen
das Absterben der Vollkerfe an)
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Am ventralen Teil des Kdrpers erscheinen ebenfalls die gegen das Ende des
Abdomens gerichteten Haare. Die Larve ist in diesem Stadium schon bewe-
gungsfahig. Sie kann ihre Mandibeln, thorakalen Beine auch unabhéngig
vom Kdrper bewegen. Sei es, dall sie gesondert einige Kdrperteile in Bewegung
setzt oder daB sich der ganze Kdrper bewegt, die Eischale bleibt unbeweglich,
d. h. sie wird nicht im geringsten runzelig.

Abb. 5. Durch das Chorion ist der 7 Tage alte Embryo sichtbar. A — dorsale,
B — ventrale Seite

Abb. 6. Typen der Spalten am Chorion beim Schlipfen der Larven

Das bis zum Schliupfen (d. h. bis zum 8. Tag nach der Eiablage) am Leben
gebliebene Embryo sieht — zufolge der starken Behaarung — mit bloRem
Auge betrachtet beinahe grau aus. An diesem Tage sind alle Kdrperteile des
Embryos durch die Eischale auch gesondert gut zu erkennen. In den Stunden
vor dem Schlupfen wird die Bewegung des reifen Embryos derart lebhaft, daR
das Ei demzufolge eine Deformation erleidet. Sein mittlerer, zylindrischer Teil
wird auf der einen Seite buckelig, die gegen die Kopfkapsel gelegene Partie
neigt sich leicht abwérts. Die junge Larve kann dann zufolge des in Langsrich-
tung erfolgten Aufspringens der Eischale in die AulRenwelt gelangen. Im o6ff-
nen der Eischale spielen wahrscheinlich auch die Eizdhne eine wichtige Rolle,
diesbeziiglich liegen jedoch noch keine Beobachtungen vor. Soviel konnte
immerhin festgestellt werden, dall die Eischale etwa in der Mitte zu bersten
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beginnt und der RiBR von hier den Enden zu verlduft. Einige solcher Schlupf-
spalten sind auf Abb. 6 dargestellt. Die maximale Breite der Spalte betrdgt
0,15 mm, ihre Ldnge 0,43 mm. Die Larve pref8t zuerst ihren Kopf, nachher
den Thorax und zu allerletzt das Abdomen durch die Spalte. Das Schlipfen
einer Larve — vom Aufspringen des Chorions bis zum vdélligen Freiwerden —
nahm 20 Minuten in Anspruch.

Es wurde auch untersucht, welche Zeit die in Thermostaten verschiede-
ner Temperatur befindlichen Eier eines Geleges fiir die embryonale Entwick-
lung bendtigen. Die hierbei gewonnenen Ergebnisse sind in Tab. 1 aufgezeigt.
Aus dieser ist es ersichtlich, dal die embryonale Entwicklung am schnellsten

Tabelle 1

Dauer der embryonalen Entwicklung

. N Durch-
Kirzeste Langste schnittliche Mortalitat
Temperatur in vH

Entwicklungsdauer in Tagen

16°C 13 15 14 4,0
22°C 8 9 8,5 3,5
27°C 7 8 7,5 —
37°C — — — 100

(durchschnittlich in 7,5 Tagen) bei 27° C verlief, wahrend sie bei 17° C am
ldngsten (durchschnittlich 14 Tage) dauerte. Bei 37° C trockneten die Eier am
dritten Tage ein. Die Eier waren in jedem Falle in einer Hygrostatschale un-
tergebracht, ihre Entwicklung ging also bei einer Luftfeuchtigkeit von 100%
vor sich. Nach Ritzema Bos [12] wdhrte die embryonale Entwicklung 9, nach
Sacharow [16] 4 Tage. (Die Temperaturen wurden von diesen Autoren nicht
angegeben.) In den Zuchten von Multer [10] nahm die embryonale Entwick-
lung bei Temperaturen, die von 15,5 bis 25,2° C schwankten, 7 Tage in An-
spruch.

Die oben eingehend beschriebene embryonale Entwicklung ging bei
wechselnden Temperaturen (zwischen einem Minimum von 16° C und einem
Maximum von 25° C) vor sich und dauerte 8 Tage. Die auf diese Periode be-
rechnete Wéadrmesumme betrug 114° C. In anderen, ebenfalls bei wechselnden
Temperaturen gehaltenen Zuchten schwankte die embryonale Entwicklung
zwischen 5 und 7 Tagen, wobei die berechnete Warmesumme 120 bis 150° C
erreichte. Die am ldngsten dauernde embryonale Entwicklung war mit 12
Tagen bei wechselnder Labortemperatur zu verzeichnen; hierbei belief sich
die Wé&rmesumme auf 205° C. Aus der wechselnden Hdéhe der Wé&rmesumme
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mufl man die Folgerung ziehen, dall die Dauer der embryonalen Entwicklung
nicht schlechtweg mit diesem Faktor gekennzeichnet werden kann. Wahr-
scheinlich wirde die effektive Wéarmesumme, die sich aus der Summe der
zwischen Entwicklungsschwellentemperatur und t&glicher Durchschnitts-
temperatur bestehenden Unterschiede ergibt, einen besser kennzeichnenden
W ert darstellen, die genaue Ermittlung der Schwellentemperatur der Eient-
wicklung stéRt jedoch auf sehr grole Schwierigkeiten.

Unter natlrlichen Bedingungen ist die Dauer der embryonalen Ent-
wicklung von mehreren Faktoren — z. B. von der Bodenfeuchtigkeit, vom
(durch die Farbe und Pflanzendecke des Bodens bedingten) Grad der Insola-
tion — abh&ngig. — In Ungarn nimmt die embryonale Entwicklung, zufolge
der im Mai vorherrschenden W itterungsverhéltnisse, 1 bis 1 34 Wochen in
Anspruch. Kalte Ndchte im Zeitabschnitt der sog. Eisménner (12. bis 14. Mai)
kénnen die Dauer der embryonalen Entwicklung natirlich verldngern. Unter
der Einwirkung von schwéacheren Frosten gehen die Eier noch nicht zugrunde,
bloR die Entwicklung gerdt ins Stocken. Bei einer im Labor angestellten Ver-
suchsserie wurden die Ende November 1958 gelegten Eier fliir zwei aufeinander
folgende Né&chte bis zu —4° C gesunkenen Nachttemperaturen ausgesetzt
(bei Tag stieg die Temperatur bis +3,5° C an), und auf die nachher ins Labo-
ratorium gebrachte Zucht wirkte dann wieder eine Temperatur von 20°C
ein. Von den 27 Eiern haben sich in 19 Larven entwickelt, die spdter auch ge-
schlipft sind. Wenn man bedenkt, dafl in Ungarn wéhrend der Maindchte die
Temperatur an der Bodenoberfliche nur &ufRerst selten unter —4° C sinkt, so
kann gesagt werden, daR die Entwicklung des Embryos vom Ruckgang der
Maitemperatur nicht wesentlich beeinfluft wird.

Die Rolle des Niederschlages in der Entwicklung des Embryos wurde
ebenfalls einer Prifung unterzogen. Dies geschah in der Weise, dal Eier ver-
schiedenen Alters fiir 36 Stunden unter Wasser und nachher auf einen Hygro-
stat gesetzt wurden. Von den 141 Eiern des Versuches schlupften aus 97,5 vH
Larven, unabhdngig davon, in welchem Stadium der embryonalen Entwick-
lung sich die Eier befanden. Das Choiion erwies sich also als wasserundurch-
ldssig. Es wurden auch solche Larven unter Wasser gesetzt, aus denen die
Kopfkapsel der kleinen Larve schon halbwegs zum Vorschein kam. Diese
Larven gingen in jedem Falle zugrunde.

Auf naturliche Bedingungen (bertragen besagt dieser Versuch soviel,
daB von den Eiern, die in einen zufolge st&rkerer Regenfdlle durchnéRten
Boden gelangen, nur ein geringer Anteil umkommt, selbst dann, wenn sie even-
tuell fur 1 bis 2 Tage unter Wasser geraten. Dem Tode verfallen jedoch un-
bedingt die gerade ausschliupfenden oder bereits geschlupften Larven, wenn
sie sich noch auf dem Boden befinden. Falls sie aber ihre Ndhrpflanze aufge-
sucht haben, dann kann ihnen der Niederschlag keinen Schaden mehr zufugen,
da sie sich verhaltnissmaRig fest an die Unterseite des Blattes klammern.
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Entwicklung der Larven und Puppen

Die Larve, die sich durch die ldngsgerichtete ununterbrochene Spalte der
Eischale binnen 20 Minuten herausgezwdangt hat, scheint ftir das unbewaffnete
Auge grau zu sein, die Lupe enthullt es jedoch, daR ihr Kdérper — mit Aus-
nahme der ihn bedeckenden Borsten —avon gelber Farbe ist. Wé&hrend des
Schlipfens und unmittelbar nachher sperrt die Larve hdufig ihre Mundoff-
nung auf, atmet gewill Luft ein, um den Kd&rpergeweben entsprechende Fe-
stigkeit zu sichern. Die Borsten und Flecken sind so zahlreich, dal3 sie sozusagen
den ganzen Larvenkdrper bedecken. Die kleine Larve nimmt ihre endgiltige
Farbe in 1 % bis 3 Stunden nach dem Schlupfen an. Flierbei werden Kopf-
kapsel, Flalsschild, Beine, Stigmen sowie alle auf den Kdrpersegmenten sicht-
baren Borsten gldnzend schwarz und hart. Die Larve bewegt sich zur Zeit
der Farbung sehr wenig und hdlt sich vorwiegend um die Eischale auf.

Die ausgefdrbten Larven gelangen Uber die fur s> wahre Berge bedeu-
tenden Bodenkrumen nur langsam vorwdrtskommend zu ihrer N&hrpflanze.
Sie brauchen aber in der Regel keine lange Strecke zuruckzulegen, da die Eier
nahe zur Pflanze abgesetzt werden. Freilandbeobachtungen zeigten jedoch,
dall die aus dem Ei geschlupfte kleine Larve nicht den kirzesten Weg zu ihrer
Néahrpflanze nimmt, sondern oft in ganz entgegengesetzter Richtung wandert
und sich sogar auf mehrere Meter von der Pflanze entfernt. Die Wanderung
der Larven des Lla-Stadiums kann mehrere Tage dauern; dall sie trotzdem
nicht dem Flungertod anheimfallen, verdanken sie ihrer hochgradigen Flunger-
toleranz. Lj-Larven, die noch keine Nahrung zu sich genommen haben, sind
nicht imstande, sich zu hduten; hierzu gilt Nahrungsaufnahme als Vorbedin-
gung. Die wahrend ihrer Wanderung im Schlamm steckengebliebene Larve geht
in kurzer Zeit ein. Sobald die Larve ihre Wirtspflanze erreicht hat, besteigt
sie diese und ihr weiteres Leben verlauft auf der Pflanze.

Die Larven h&uten sich im Laufe ihrer Entwicklung dreimal, haben also
4 Entwicklungsstadien. Nach Ritzema Bos [12] bendtigt ihre Entwicklung
einen Monat, wahrenddessen sie sich 2mal hauten; zwischen den zwei Hautun-
gen verstreicht ungefdhr eine Woche. Diese Beobachtung wurde bereits durch
die Untersuchungen Multlers [10] widerlegt, der ebenfalls drei Hautungen
feststellte. Vor der H&utung gelangen die Larven in eine Ruhepause, wéah-
rend dieser nehmen sie keine Nahrung zu sich und ihr Abdomen schwillt leicht
an. Dieses Ruhestadium dauert etwa eine halbe Stunde, dann springt die
Larvenhaut vom hinteren Rande des Halsschildes bis zum 4. Segment des Ab-
domens auf und durch diese Spalte preflt sich langsam der Larvenkdrper in
die AuBenwelt. Die Kopfkapsel springt nur spdter auf. Die Dauer der ersten
Hé&utung ist sehr unterschiedlich. Es wurden Hdutungen beobachtet, die bloR
7 Minuten und solche, die 23 Minuten bendtigten. Die letzte Hadutung nimmt
die ldngste Zeit in Anspruch.
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Die frisch geh&utete Larve verldRt nicht sofort die abgeworfenen Exu-
vien, sondern das Endsegment ihres Abdomens bleibt mit dieser fur 10 bis
20 Minuten in Verbindung. Nachher hinterlegt die Larve eine Strecke von eini-
gen Millimetern, beginnt jedoch nur nach 1 bis 1 % Stunden Nahrung zu sich
zu nehmen. Kopfkapsel, Halsschild der frisch gehduteten Larve sind zitronen-
gelb, ihre Beine graugelb. Auf der dorsalen Seite des Abdomens verlduftin der
Mittellinie ein grauer Streifen. Die Spitze des letzten Abdomensegmentes ist
zitronengelb. Die Ausférbung beginnt 15 bis 20 Minuten nach der H&utung.
Hierbei werden Kopfkapsel, Halsschild und Beine vorerst grau und erreichen
stufenweise ihre gldnzende schwarze Fa: be. Die Hautung kann auf einem belie-
bigen Teil der Pflanze erfolgen, es konnten sogar L3-LarA en beobachtet werden,
die sich am Boden hé&uteten.

Bei den auf Hygrostate gesetzten Laborzuchten, von welchen sich die
ihren FraB beendeten Larven nicht in den Boden verziehen konnten, war die
Mdglichkeit geboten, die Entwicklung der Vorpuppen und Puppen zu beobach-
ten. Hierbei zeigte sieh, dalR die Puppen, die sich mit Blattern des Weillen
Senfs ern&hrten, zitronengelb wurden, die auf Lepidium draba gezogenen je-
doch eine mitisgrline Farbe angenommen haben. Der Kdrper der Vorpuppe
biegt sich halbmondféimig, verliert seine Fulle (womit natirlich auch eine
Gewichtsabnahme verbunden ist) und letzten Endes treten auch die Segmente
ausgepréagt in Erscheinung. Die Vorpuppe beginnt in den zur Puppenform
fuhrenden H&utung vorangehenden Stunden sich in aussetzendem Bhythmus
zu bewegen, dann springt die Larvenhaut auf der dorsalen Seite in V-Form
auf und als Ergebnis der letzten, etwa halbstindigen H&utung, kommt die
Puppe zum Vorschein. Die Larvenhaut bleibt wéhrend der Zeit des ganzen
Larvenstadiums mit dem letzten abdominalen Segment in Verbindung.

Thorax und Abdomen der frisch gehduteten Puppe sind hellgelb, die
Ubrigen Kdorperteile orangengelb. Durch die zusammengesetzten Augen zieht
sich ein brauner Streifen. Die auf den Segmenten des Kdipers befindlichen
Stigmen sind ringférmig und schwarz. Die nach riuckwdrts gerichteten Sta-
cheln des letzten abdominalen Segmentes sind an ;hren Enden ebenfalls von
schwarzer Farbe. Die frisch gehdutete Puppe bewegt ihr Abdomen oft trichter-
foimig. Zufolge dieser lebhaften Aktion kdénnen sieh die Exuvien von der
Puppe loslésen. Eine &hnliche lebhafte Bewegung ist auch vor der H&autung
der Larve zur Imagoform zu verzeichnen. Nach 6 bis 7 Stunden, die auf die
Héautung zur Puppenform folgen, nimmt die ganze Puppe eine gleichméfRige
zitronengelbe Farbe an, nur der durch die zusammengesetzten Augen ldngs-
verlaufende Streifen ist rotbraun. Die kreisrunden Offnungen der Stigmen und
die das Abdomen bedeckenden Haare sind schwarz. Das distale Ende der
M andibeln ist bc.' der dreitdgigen Puppe braun, ihre Stirn graugelb und der die
zusammengesetzten Augen durchquerende Streifen ausgeprédgter. Unter- und
oberhalb des Ansatzes der Fihler ist ein schwarzer Fleck sichtbar. Vorder- und
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Hinterrand des Thorax gran, seine Mitte gelb, Enden der Fliigelanlagen rauch-
farbig, mit einem schwarzen Punkt am Ansatz. Abdominalsegmente an den
Gelenken graugelb. Stigmen ausgesprochen schwaiz. Beine an den Gelenken
und an den Enden der Tarsen grau. 1bis 1 % Tage vor der Hautung zum Voll-
kerf bewegt die Puppe wieder 6fters ihr Abdomen. Da die Exuvien durch-
sichtig sind, kann man die Farbung der Puppe gut wahrnehmen. Unmittelbar
vor der Hautung weisen die zusammengesetzten Augen, Fihler sowie Clypeus
und Labialpalpen eine blaue Farbe auf. Das bezahnte Ende der Mandibeln
ist braun, ihre dbrigen Teile sind gelb. Beine vom Kdrper abstehend, an den

Abb. 7. In der Puppenkammer liegende Senfkéaferpuppen. (Pfcoto: Reichart)

Gelenken sowie ein Drittel der Schenkel blau, an den ubrigen Stellen gelb.
Enden der Fliugeldecken stark grau, stehen voneinander auffallend ab.
Thorax ldngs der R&nder graugelb, in der Mitte blau. Die auffallend kelch-
féormigen Stigmen sind pechschwarz. Abdomen aufgedunsen, zitronengelb.
Bei der Hautung zum Vollkerf springen die Exuvien zuerst am Tho’ax
in der Langsachse des Larvenkdrpers aufund durch diese Spalte wird der Kopf
des Kéafers frei. Die Hautung nahm bei einer Temperatur von 22,2° C 25 bis
33 Minuten in Anspruch. Die vorangehend beschriebene Ausfédrbung der Puppe
wurde an mit den Bldttern von Sinapis alba gefltterten Larven beobachtet.
Aus den Larven, die auf Lepidium draba gezogen wurden, entwickelten sich
— in ganz normaler Weise — mitisgrine Puppen. Unter natirlichen Umwelt-
bedingungen richtet die Larve fir ihr Puppenstadium eine Puppenwiege
(Puppenkammer) im Boden her (Abb. 7). In den kinstlichen Zuchten des
Verfassers gab es jedoch Larven — zwar mit sehr geringem Prozentsatz —
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die sich nicht im Boden, sondern auf dessen Oberflache verpuppt haben. Bei
solcher, zwangsldufig auf der Oberflache erfolgten Verpuppung wurde eine
M ortalitdt von 45 bis 68 vH festgestellt.

Die Dauer des Larvenzustandes bei auf verschiedenen Wirtspflanzen
gezogenen Larven zeigen die Abbildungen 8 bis 12 an. Das Larvenstadium

Abb. 8. Entwicklungsdauer von 10 Larven (A1—A10) auf den Bldttern von Sinapis alba
in Einzelzuchten

wéahrte nach Ritzema Bos [12] 11 Tage, nach Sacharow [16] 10 bis 12 und
nach Mutter [10] 16 bis 17 Tage. Letztgenannter hielt seine Zucht in einem
Keller von 14,5 bis 19,9° C Temperatur. In seinen Ubrigen Zuchten, die bei
Zimmertemperatur gehalten wurden, nahm das Larvenstadium 11 Tage in
Anspruch. In den Laborzuchten des Verfassers gingen 10 bis 15 vH der
Larven wahrend der Hadutung zum Larvenstadium zugrunde. In diesen Fé&llen
war nur die Haut der Vorpuppe V-formig aufgesprungen, doch die dadurch
sichtbar gewordene Puppe konnte sich nicht freimachen.

4 Act« Biologie« X1/2.
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Yon den am Boden gezogenen Larven verkrochen sich nicht alle zur
Verpuppung in den Boden, auch hier kamen Félle der auf der Oberflache er-
folgten Verpuppung vor. Wenn sich die Larve auf der Oberflaiche zum Vollkerf
verwandelte, grub sich der Kéfer noch vor seiner gdnzlichen Ausfdrbung in
den Boden ein.

Tabelle 2

Lage der Puppenkammern in verschiedener Bodentiefe am 8. Juli 1957

Tiefe Zahl der Puppenkammern

cm t ) %
0—5 4 5 12,3
5—10 7 6 17,6
10— 15 18 9 37,9
15— 20 9 1 26,9
20— 25 1 2 4,1
25— 30 1 — 12

Zur Feststellung der Puppenkammertiefe wurden auf einem mittelschwe-
ren Tonboden unter Senfbrachc am 8. Juli 1957 Messungen vorgenommen.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusammengefallt. Die Tiefe der Puppenwiegen
zeigt natdrlich auch jene an, in der sich die Imagines Anfang Juli befanden.
Dieser Zeitpunkt muBR deshalb betont werden, weil ein groRer Teil der Kéfer
Ende Sommer seine Puppenwiege verldlt und unter- oder oberhalb dieser
eine endgultige Uberwinterungskammer herrichtet. Wie aus den Angaben der
Tabelle 2 ersichtlich, kdnnen die Puppenwiegen bis zu einer Tiefe von 30 cm
Vorkommen. Unter den erwahnten Bodenverhaltnissen waren 64,8 vH der
Kammern zwischen 10 und 20 cm Tiefe zu finden. lhre L&nge betrug 4,0 bis
5,5 mm, die Breite 3,5 bis 5,5 und die Tiefe, 2,0 bis 3,5 mm. Alle MaRe beziehen
sich auf die lichte Weite. Weder die Vorpuppe noch die Puppe und nicht ein-
mal der Vollkerf fiillen die Kammer vollstdndig aus, sie nehmen etwa Zwei-
drittel ihres Luftraumes ein. Marrer [10] fand in seinen mit sandiger Erde
gefullten Blumentépfen bei 12,5 cm Tiefe in Verpuppung begriffene Larven.

Zur Ermittlung der Uberwinterungstiefe der Imagines wurden am 26.
Oktober 1958 auf dem Versuchsgut Keszthely, in einem solchen Senfschlag
Bodenuntersuohungen angestellt, der nach dem Ende Juni erfolgten Schnitt
einmal mit der Scheibenegge bearbeitet wurde. Die Beschaffenheit des Bodens
stimmte mit der des vorher erwé&hnten Uberein. Die Ergebnisse der Unter-
suchung sind in Tabelle 3 dargestellt. Zur Zeit der Untersuchung hielten sich
72,3 vH der Imagines in einer Tiefe von 15 bis 25 cm auf, und es ist anzu-
nehmen, dal sie zufolge einer stdrkeren Abkuhlung der oberen Schichten noch
vor Beginn des Winters weiter nach unten wandern. Dies beweist scheinbar
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auch die Tatsache, daB in der obersten Schicht (zwischen 0 und 5 cm) kein
einziger K&fer vorhanden war. Hinsichtlich der Bevorzugung gewisser Boden-
tiefen konnten zwischen den Ménnchen und Weibchen weder im Juli 1957
noch im Oktober 1958 eindeutige Unterschiede gefunden werden.

Tabelle 3

Das Vorkommen der Imagines in verschiedenen Bodenliefen am 28. Oktober 1958

Tiefe Zahl der Imagines
cm . o 0
0—5
5— 10 3 1 4,8
10— 15 7 6 14,2
15— 20 14 10 25,4
20— 25 19 23 46,6
25— 30 8 _ 8,7

Untersuchung der fir die einzelnen Entwieklungsstadien
bendtigten Zeitdauer in Einzclziicliten

Auf Grund von Kopfkapselmessungen bei den Larven sowie der Zahl
ihrer Hautungen wurden bei den Senfkéaferlarven 4 Entwicklungsstadien
festgestellt [20]. Weitere Untersuchungen sollten darliber AufschluR geben,
wieviel Tage die Larven der einzelnen Stadien fir ihre Entwicklung bei Fitte-
rung mit verschiedenen Pflanzen bendtigten. Die Untersuchungen wurden in
Einzelzuchten durchgefihrt und umfalRten folgende Pflanzenarten: Sinapis
alba L., Brassica napus L., f. biennis Ther1., Sinapis arvensis L., Lepidium
draba L., Capselia bursa-pastoris (L.) Medik. Als Zuchtgefdl diente ein Hy-
grostat (Abb. 13).

Der Hygrostat ist eine Butterschale von 12 ein Durchmesser und 5 cm Hdohe, die bis
zur Héalfte mit Wasser gefillt wird. Das GefaB ist mit einem Leinenlappen bedeckt, den ein
Gummiring an der AuRenwand der Schale festhéalt. Auf diesen Leinendeckel wird eine Scheibe
aus Filterpapier gelegt, deren Durchmesser mit dem des GefaRes gleich ist. Auf das Filter-
papier wird die umgekehrte Halfte einer Petrischale gelegt, unter diesem entwickeln sich die
Tiere. Fir Einzelzuchten werden kleinere Petrischalen von 4 bis 5 cm Durchmesser benutzt.
Die am Hygrostat gezogenen Tiere leben in einer 100%ig mit Wasserdampf gesattigten Luft.
Die Beltuftung wird dadurch gesichert, daB man eine Petrischale kleineren Durchmessers als
die der Butterschale anwendet. Die hohe Luftfeuchtigkeit im Zuchtraum ist deshalb vorteil-
haft, weil die den Tieren verabreichten Blatter fiir 24 Stunden frisch bleiben. Bei der Zucht von
kleineren Larven ist immer darauf zu achten, daf3 die zur Bedeckung dienende Petrischale nicht
anlauft, da in solchem Falle die herumkriechenden kleinen Larven leicht in den von der Pet-
rischale herabhédngenden Wassertropfen ersticken. Um dies zu vermeiden, soll man das Innere
der Schale mit Filterpapier oder W atte tadglich mehrmals abtrocknen.

In den Einzelzuchten wurden fir jede Pflanze solche Larven benutzt, die demselben
Gelege entstammten, binnen 12 Stunden geschlipft waren und bis zum Zuchtbeginn keine
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Abb. 9. Entwicklungsdauer von 10 Larven (A,-—A10) auf den
Blattern von Brassica napus f. biennis in Einzelzuchten
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Abb. 10. Entwicklungsdauer von 10 Larven (Aj—A10 auf

den Blattern von Sinapis arvensis in Einzelzuchten
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Abb. 11. Entwicklungsdauer von 10 Larven (Aj—AIl0) auf Abb. 12. Entwicklungsdauer von 10 Larven (Aj—A10) auf
den Bléattern von Lepidium druba in Einzelzuchten den Blattern von Capselia bursa-pastoris in Einzelzuchten
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Nahrung erhielten. Yon allen 5 Pflanzenarten erhielten die Larven in jedem Falle die jingsten
Bléatter. Diese Nahrung wurde taglich und beinahe zur selben Zeit (zwischen 13 und 15 Uhr)
gewechselt. Bei dieser Gelegenheit erfolgte — durch Einsammeln der abgeworfenen Kopf-
kapseln — auch die Ermittlung des Entwicklungsgrades der Larven. Die Lj-Larven wurden
mit einem Pinsel, die dlteren mit Leonhart-Pinzetten auf die frische Nahrpflanze Ubertragen.
Die Einzelzuchten umfafRten je Pflanze 10 Larven, welche zur Bestimmung des Entwicklungs-
grades dienten.

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind auf den Abb. 8 bis 12 dargestellt.
In vertikaler Richtung wurden die Tage, in horizontaler die Zahl der Einzel-
zuchten (At—A10) aufgetragen.

Abb. 13. Ein zur Larvenzucht gebrauchter Hygrostat

Eine Analyse des auf den einzelnen Pflanzen stattgefundenen Entwick-
lungsganges eriibrigt sich, anstelle dieser geben die Abbildungen den ndtigen
AufschluB. !

Uberblickt man die in den Einzelzuchten wahrgenoinmenen Entwick-
lungszeiten, so stellt es sich heraus, dall diesbeziiglich auf den untersuchten 5
Pflanzenarten keine wesentlichen Unterschiede zu verzeichnen waren. Die
in Erscheinung tretenden kleineren oder gréReren Differenzen kénnen eben-
sogut der verschiedenen Pflanzen wie auch individuellen Eigenschaften zu-
geschrieben werden. Individuelle Entwicklungen sind schon innerhalb zur
gleichen Zeit entstandenen Eigelegen vorhanden und werden durch Unter-
schiede in der embryonalen Entwicklungszeit verursacht.

Nach Ritzema Bos [12] beansprucht die Larvenentwicklung »etwa
einen Monat«. sacharow [16] gibt die Dauer der ganzen Larvenentwicklung
mit 18 bis 21 Tagen an. In den Versuchen von muarier [10] bendtigten die
Lj-Larven 2 bis 3, die im L2Stadium 2, im L33bis4und imL4Stadium 16 bis
18 Tage dazu. Die ganze Larvenentwicklung dauerte 24 bis 26 Tage; von dieser
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Zeit wurden 12 bis 13 Tage, also die Héalfte der Entwicklungsdauer fiir Nah-
rungsaufnahme verwendet. Bei diesen Versuchen schwankte die Temperatur
zwischen 17,8 und 25,0° C.

Auf den Abbildungen 8 bis 12 sind die unterhalb der einzelnen Entwick-
lungsstadien verzeichneten Werte der Warmesumme und effektiven Tempera-
tur in Celsius-Graden angegeben. Sowohl die Warmesumme als auch die effek-
tive Temperatur wurden bis zum Zeitpunkt berechnet, bei dem 50 vH der
Tiere die Umwandlung durchschritten hatten.

Entwicklungsgesehwindigkeit der Larven auf verschiedenen
Wirtspflanzen

Es wurde schon besprechen [p. 113—115], daB die im Fruhjahr auf der
Bodenoberflache erschienenen Imagines zwecks der Nahrungsaufnahme die zu
den Kreuzblitlern gehdrenden hédufigeren Unkrduter des Ackerlandes auf-
suchen. Es wurden mehrmals auch Eigelege in der N&he der Wirtspflanzen
zwischen den Bodenkrumen gefunden. Aus dieser Beobachtung ausgehend
ist die Entwicklungsgeschwindigkeit der Larven auf diesen Unkrautgewéch-
sen — im Vergleich zu jener, die auf dem WeilRen Senf zu verzeichnen war — un-
tersucht worden, um festzustellen, w'elche Unterschiede in der Entwicklungs-
dauer bei den auf den einzelnen Wirtspflanzen gezogenen Larven in Erscheinung
treten.

Bei den Untersuchungen dienten Hygrostate als Behelfsmittel. Auf jeder Pflanze wur-
den 50,in jedem Hygrostat 10 Larven gezogen. Dieses Material entstammte einer Massenzucht,
die Larven wurden unmittelbar nach dem Schlipfen, also noch vor Beginn der Nahrungsauf-
nahme auf die Hygrostate gesetzt. Die als Kontrolle benutzten Pflanzen des Weilen Senfs
lieferte ein Freilandzuchtgarten, in diesem wuchsen auch die Unkrduter wild auf. Im Laufe
ihrer Entwicklung erhielten die Larven jeden Tag frische Nahrung; bei dieser Gelegenheit
wurde auch ihr Entwicklungsstadium und alle 5bis 6 Tage ihr Gewicht ermittelt. Die Gewichts-
angaben sollten dariiber AufschluB geben, ob zwischen der Entwicklungsgeschwindigkeit und
den Anderungen des Larvengewichtes irgendein Zusammenhang besteht und ob dieser kenn-
zeichnend fir die untersuchte Pflanzenart ist.

Da die Untersuchungen mit den ausgewdhlten 4 Pflanzenarten nicht zu gleicher Zeit
angestellt werden konnten, weil die hierfiir ndtige groRe Menge an jungen Larven nicht zu
beschaffen war, muRte mit jeder Zucht auch eine separate Kontrollzucht eingesetzt werden.
Zu diesen Untersuchungen haben sowohl von den angebauten Senfpflanzen wie auch von den
Unkrédutern immer die jingsten Blatter die Nahrung fir die Larven geliefert. Die Untersu-
chung umfaBte folgende Pflanzenarten: Sinapis alba L. (als Kontrollpflanze), Brassica napus
L. f. biennis Thell., Lepidium draba L., Sinapis arvensis L., Capselia bursa-pastoris. Die Ar-
beiten wurden in einem Glashaus von wechselnder Temperatur durchgefiihrt, deren Durch-
schnittswert 20,2° C betrug und sich aus bis zu 25,0° C steigenden Maxima und bis zu 16,8° C
sinkenden Minima ergab.

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in den Abb. 14 bis 17 veran-
schaulicht. Neben jeder zur Prufung herangezogenen Pflanzenart sind geson-
dert die auf Sinapis alba als Kontrollpflanze festgestellten Werte des Ent-
wicklungsganges und Larvengewichtes dargestellt; letztere sollten die mit der
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Abb. 16 Abb. 17
14. Verlauf der Larvenentwicklungsgeschwindigkeit auf den Bléattern von Sinapis alba
und Brassica napus f. biennis. — = Durchschnittsgewicht von 10 Larven (mg)
15. Verlauf der Larvenentwicklungsgeschwindigkeit auf den Bléattern von Sinapis alba
und Lepidium draba. — = Durchschnittsgewicht von 10 Larven (mg)
16. Verlauf der Larvenentwicklungsgeschwindigkeit auf den Blattern von Sinapis alba
und Sinapis arvensis. -— = Durchschnittsgewicht von 10 Larven (mg)

17. Verlauf der Larvenentwicklungsgeschwindigkeit auf den Bldttern von Sinapis alba
und Capsella bursa-pastoris. — = Durchschnittsgewicht von 10 Larven (mg)
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Entwicklungsdauer zusammenh&ngenden Gewichtsdnderungen beleuchten.
Auf den Abbildungen sind unten in seitlicher Richtung die prozentualen An-
teile der Entwicklungsstadien, nach aufwérts die Tage und oben, nach der Seite
die Larvenkdrpergewichte in mg aufgezeigt. Die schwarzen, horizontal ver-
laufenden, dicken Striche bedeuten in jedem Falle das Durchschnittsgewicht
von je 10 Larven. In der Entwicklungsdauer der L4-Larvcn ist auch das Vor-
puppenstadium mit inbegriffen.

Vergleicht man auf Grund der Abbildungen die Dauer der einzelnen Ent-
wicklungsstadien, die Mortalitdt sowie das Gewicht von 10 Larven, also die-
jenigen Faktoren, die zur Kennzeichnung der Geschwindigkeit der Larvenent-
wicklung am meisten geeignet sind, so kommen wir zu folgenden Feststellun-
gen.

Sinapis alba — Brassica napus f. biennis (Abb. 14). Hinsichtlich der Lar-
venentwicklung besteht zwischen diesen zwei Pflanzenarten keine Differenz.
Auf beiden verpuppten sich 50 vH der Larven nach 14 Tagen. lhre Mortalitat
war auf dem Raps hoher als auf dem WeilRen Senf. Wé&hrend aber auf letzterem
das Absterben der Larven schon im L2Stadium begann, trat dies auf dem
Raps nur bei den L4Larven ein, erreichte aber in kurzer Zeit h6here Werte.
Ein Vergleich von Gewicht und Entwicklungsdauer der Larven zeigt keinen
eindeutigen Zusammenhang. Auf Senf wogen die Larven am 6. Tag weniger
als die auf Raps, am 11. Tag trat jedoch — im Verhé&ltnis zum letzteren — am
Senf eine wesentliche Erhdhung des Larvengewichtes ein. Am 14. Tag zeigten
wiederum die auf Raps gezogenen Larven ein hdheres Gewicht. Die in den
Gewichtsverhdltnissen eingetretenen Unterschiede sind nicht von so groRer
Bedeutung, dalR diese die glinstigere Wirkung der einen oder anderen N&hr-
pflanze beweisen kdnnten.

Sinapis alba — Lepidium draba (Abb. 15). Wenn auch in der Dauer der
einzelnen Entwicklungsstadien keine groReren Abweichungen zu verzeichnen
sind, so zeigt sich bei der Pfeilkresse immerhin eine gewisse Verschiebung, die
schon im Lj-Stadium beginnt und wé&hrend der ganzen Larvenentwicklung
anhdlt. Doch nicht blo die Dauer der Larvenentwicklung verzdgert sich auf
Lepidium, sondern auch die Mortalitit liegt etwa um 8 vH hdher. Das groRte
Absterben trat bei den L4Larven und im Puppenstadium ein. Das Gewicht
der auf Senf gezogenen Larven war bei den letzten zwei Messungen hdher, bei
der ersten Ermittlung stellten sich die Angaben fir beide Pflanzen gleich.

Sinapis alba— Sinapis arvensis (Abb. 16). Die Larvenentwicklung ging auf
dem Ackersenf (Sinapis arvensis) langsamer als auf dem Weien Senf vor sich.
Die Ursache der Verschiebung ist in der langer dauernden Entwicklung des
Lj-Stadiums zu suchen. Es kann angenommen werden, daR S. arvensis flr die
Lj-Larven eine unglnstige Wirtspflanze ist, und deshalb die Nahrungsauf-
nahme nur nach einer ldnger wdhrenden Kostprobe beginnen konnte. Die
Mortalitat der Larven ist auf dem Ackersenf wesentlich héher als auf S. alba.
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An der ersteren Pflanze betrug sie wéhrend des Versuches 22, an der letzteren
bloss 10 vH. Das Gewicht der Larven, die sich von den Blattern des Weillen
Senfs erndhrten, war bei allen drei Messungen eindeutig hdher als das der mit
Ackersenf gefiitterten; dies beweist den gunstigeren Nahrpflanzencharakter
des Weillen Senfes.

Sinapis alba — Capselia bursa-pastoris (Abb. 17). Hinsichtlich der Lar-
venentwicklungsdauer besteht zwischen den zwei Pflanzenarten kein wesent-
licher Unterschied. Am Ende des Versuchs zeigte sich im Mortalitdtsprozent
keine Differenz, das am 11. Tag ermittelte Larvengewicht war jedoch bei den
am Weilen Senf gehaltenen Tieren entschieden gréfer. Die im Larvenstadium
festgestellten Gewichte kénnen nicht verglichen werden, da einerseits die
Messungen nicht am selben Tag vorgenommen wurden und anderseits das
Gewicht der ihre FraBt&tigkeit beendeten Larven bis zur Verpuppung ab-
nimmt. Weil aber die Verpuppung nicht zu gleicher Zeit stattfand, zeigten die
Anderungen der Gewichtsverhaltnisse keinen verlaRlichen Zusammenhang.

Vergleicht man die Ergebnisse der auf verschiedenen Wirtspflanzen durch-
gefuhrten Untersuchungen, so stellt es sich heraus, daB alle 5 Pflanzenarten
fur die Ern&dhrung der Larven geeignet sind. In der Geschwindigkeit der Lar-
venentwicklung zeigte sich kein wesentlicher Unterschied. Die Larvenmortali-
tat erreichte auf den untersuchten Pflanzenarten — mit den auf Weiem Senf
gefundenen Werten verglichen — in allen Fé&llen einen hdheren Prozentsatz.
W &hrend des Larvenstadiums stieg die Mortalitdat auffallend an; die Ursache
hierfliir ist nicht nur in den Wirtspflanzen, sondern auch in der unter natur-
widrigen Bedingungen erfolgten Haltung der Larven zu suchen.

Die wdhrend der Zeit der Larvenentwicklung gemessenen Gewichts-
&nderungen scheinen eine entsprechende Basis zur Beurteilung der »Glte« der
W irtspflanzen zu sein. Aber nur bei den ausgewachsenen, Nahrung aufne-
menden Larven (L4 ¢), weil vor der Verpuppung und im Puppenstadium, zu-
folge der aussetzenden Nahrungsaufnahme, ein hochgradiger Gewichtsrick-
gang erfolgt [21], der die Mdglichkeit einer richtigen Folgerung beeintrachtigt.
Wie die Untersuchungen zeigten, besteht bei den gepriften Pflanzenarten
im Verlauf der Entwicklungsgeschwindigkeit ein Unterschied von bloB 1 bis 2
Tagen, demgegenuber erreichten aber die Larven — nach den Angaben der
Gewichtsverhaltnisse — auf dem Weilen Senf immer ein hdheres Gewicht,
d. h. von dieser Pflanze ist — bei gleicher Entwicklungsgeschwindigkeit —
die Nahrungsaufnahme groRer. Dadurch wird auch die hdhere durchschnitt-
liche Eierproduktion der Imagines, die aus auf WeilRem Senf lebenden Larven
hervorgegangen sind, erklérlich [p. 115—116]. Mit anderen Worten: der Weille
Senf bt — den anderen Wirtspflanzen gegeniuber — eine lebensfdhigkeitstei-
gernde Wirkung aus.

Diese Untersuchungen liefen jene F&higkeit der Larven auBBer acht, daf
sie zwischen den Wirtspflanzen selbst ihre Wahl treffen kénnen, denn im
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Hygrostat stand ihnen immer nur eine Pflanzenart zur Verfligung. Die ge-
wonnenen Ergebnisse sagen also nichts iber die Rangordnung aus, nach wel-
cher die Wirtspflanzen von den Larven bevorzugt werden. Diese Frage wurde
im Laufe der auf die Ndhrpflanzenwahl gerichteten Untersuchungen studiert.

Die Wirtspflanzenwahl der Larven

Das Frihjahrsvorkommen der Vollkerfe auf den h&ufigsten Kultur- und
UnkrautpflanzQnarten der Kreuzblitler rief den Gedanken wach, mit exakten
Laboruntersuchungen festzustellen, welche Gewdchse und in welchem Grade
geeignet sind, als Nahrung fur die die Hauptschddlingsform bedeutende Larve
zu dienen. Die Kldarung der Rolle der Wirtspflanzen erschien schon deshalb
wichtig, da es sich um einen in Ungarn bislang nicht bekannten Schéadling
handelte und weil der Literatur zu entnehmen war, daB in den verschiedenen
L&ndern seines Auftretens immer andere Gewéchse als priméare Ndahrpflanzen
erwdhnt werden [20]. Schon die orientierenden Untersuchungen erbrachten
den Beweis [19], daR von den auf Ackerland angebauten Kultursorten der
Kreuzblitler Sinapis alba von dieser Kaferart bevorzugt wird. Deshalb wurden
die Kultur- und Unkrautpflanzen im Beisein von Weilem Senf untersucht,
und die so erhaltenen Werte auf die am Senf gewonnenen bezogen.

Als Untersuchungsmethode wurde der von Langenbuch [6] eingefihrte »Sandwich-
Test« gewdhlt, den Jermy [4] den ungarldndischen Bedingungen entsprechend modifizierte.
Diese beiden Forscher stellten ihre Untersuchungen mit Larven des Kartoffelkédfers an. Da
die Larven von Colaphellus sophiae in der Nahrungsaufnahme den Kartoffelkaferlarven glei-
chen, erschien die Anwendung dieser Methode geeignet zu sein. Hierbei wird folgender Weg
beschritten. Aus Blattern der zu untersuchenden Pflanzen schneidet man mit einem gewodhn-
lichen Platzchenstecher Scheiben von 16 mm Durchmesser heraus. Diese Scheiben werden dann
mittels Stecknadeln in einer 12 cm breiten Butterschale, deren Boden mit Wellpapier bedeckt
ist, am Rande eines Kreises von 6,5 cm Durchmesser derart befestigt, daB man die Steck-
nadeln in die Wellpappe sticht. Von jeder Pflanze kamen 6—6 Scheiben in ein ZuchtgefaR.
lhre Entfernung von der Welpappe betrug etwa 3 bis 5 cm, demzufolge konnten die Larven
die Nahrung von unten und von allen Seiten leicht erreichen. Die horizontale Lage der mit der
Stecknadel durchstochenen Blattscheibe wird durch je ein, ober- und unterhalb dieser ange-
brachtes, 2x2 mm groBes Korkstickchen gesichert. Um ein infolge Austrocknung eintreten-
des Zusammenrollen der Blattscheiben wahrend der Beobachtungszeit zu verhindern, wurden
je ZuchtgefdB etwa 2 ccm Wasser auf die Wellpappe gegossen; nachher wurde die Butter-
schale mit einer anderen, die denselben Durchmesser hatte, bedeckt. Diese Vorkehrung
bewirkte, daf die Nahrungsaufnahme der Tiere im ZuchtgefdaB immer bei 100%iger Luft-
feuchtigkeit erfolgte. Die Zuchtgefdle wurden im Gewdéchshauslabor auf den mittleren
Tisch gesetzt, so daB sie von allen Richtungen gleichmé&Rig Licht erhielten. Dies ist eine wich-
tige Forderung, denn falls auf der einen Seite des ZuchtgefdRes die Beleuchtung stérker ein-
wirkt, so verzehren die Larven von den hier untergebrachten Blattscheiben mehr als von den
im geringeren Lichtgenull stehenden. In jedes Zuchtgefd wurden L*a- oder L 3a,b-Larven, die
vorher 10 bzw. 24 Stunden hungern muBten, gesetzt. Das AusmaR der Nahrungsaufnahme von
den Sandwiches wurde durch Schétzung festgestellt. Die vollstdndige Verzehrung eines Sand-
wichs erhielt die Bewertung 1,00, blieb sie unberihrt, wurde die Ziffer 0 notiert. Alle Schét-
zungen hatte ein und dieselbe Person vorgenommen, der individuelle Fehler blieb also kon-
stant. Die Ermittlungen erfolgten anfangs stindlich, spater alle 6, 18 und 24 Stunden. Alle
Untersuchungen wurden in drei Serien mitje 10 Larven durchgefiihrt. Die verglichenen Anga-
ben der mit den einzelnen Pflanzenarten angestellten Versuche stammen aus jener Zeit der
Aufnahme, als die Larven bereits 50 bis 70 vH der Sandwiches verzehrt hatten. Ein Vergleich
von hoheren Graden der Nahrungsaufnahme erschien nicht zweckmé&Rig, denn sobald die Lar-
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ven die bevorzugten Sandwiches verzehrten, wandten sie sich in ihrem Hunger auch den aus
weniger wohlschmeckenden Wirtspfanzen gebotenen Sandwiches zu, und vertilgten auch diese.
Deshab ist der Versuch nach einer gewissen Zeit zum Vergleich der zwei Pflanzenarten nicht
mehr geeignet. Solange aber von beiden Pflanzen eine gentigende Flache zur Verfligung steht,
ist auch die Moglichkeit fir die Nahrungswahl gegeben.

Die Versuche erstreckten sich auf folgende Pflanzenarten:
A) Sinapis alba L.

B) Brassica napus L: f. biennis Theltl.

C) Lepidium draba L.

D) Sinapis arvensis L. .
E) Capselia bursa-pastoris L.
Von den zahlreichen Untersuchungen ist hier — in Tabelle 4 — nur das

zusammengefalRte Endergebnis angefihrt.

Diese 5 Arten kamen in allen mdglichen Kombinationen paarweise zur
Anwendung (A—B, A—C, A—D, A—E, B—D, B—C, B—E, C—D, C—E,
E—D).

Tabelle 4
Ergebnisse der Untersuchungen (ber die Nahrungswahl

Verzehrte Blattmenge in Prozenten
der Nahrungsaufnahme aus den Blat-

Untersuchte Pflanzen tern des WeiBen Senfs
M + m
WeiBer Senf (Sinapis alba L .) e 100 + —
Raps (Brassica napus L. f. biennis Thell.) s 86,5 + 3,7
Ackersenf (Sinapis arvensis L .) s 78,0 + 6,5
Pfeilkresse (Lepidium draba L.) . 74,5 + 2,1
Hirtentdschel (Capselia bursa-pastoris L .) ... 60,3 + 4,5

Die Nahrungsaufnahme vom Weien Senf wurde mit 100 beziffert, die
in Tabelle 4 aufgezeigten Werte stellen die Ergebnisse der Untersuchungen
dar. Die GroRenordnung der Werte drickt zugleich die Stufenfolge der Wirts-
pflanzen aus. Die Untersuchungen erbrachten den Beweis, dall der Senfkéfer
ein oligophages Tier ist. Mit seiner Schadwirkung mufl man also auch dort
rechnen, wo bisher Senf nicht angebaut wurde, da dieses Tier (zufolge der
Haufigkeit seiner Wirtspflanzen) — wenn auch mit geringerer Population —
Uberall Vorkommen kann. So wird es mdglich, dal der Kéfer in Senfschldgen,
die ihm die bevorzugten Wirtspflanzen bieten, sich massenhaft vermehrt und
dadurch wirtschaftlicher Schaden entsteht.

Da im Zuge der Untersuchungen die Larven den WeiBen Senf allen an-
deren Pflanzenarten gegenuber vorzogen, und auch mit Vollkerfen im Frei-
land &hnliche Beobachtungen gemacht wurden, erhielt dieses Insekt die Be-
zeichnung »Senfkafer«.
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Fir die primédre Wirtspflanzenrolle des WeiBen Senfs zeugt auch fol-
gende Beobachtung. In einer Versuchsserie wurden die Larven vom Schlipfe
bis zu ihrer Einstellung in die Zuchten auf Ackersenf, Hirtentdschel und Raps
gehalten und nachher in solche Sandwichzuchten gebracht, die Weillen Senf
und auBerdem die im Larvenstadium verabreichte Pflanze enthielten. Die
Larven hatten in jedem Falle dem WeiBen Senf den Vorzug gegeben. Dieser
Versuch beweist, dal man die Tiere wédhrend der Larvenentwicklung einer
Generation nicht von ihrer primdren Nd&hrpflanze abbringen kann.

Die Wirtspflanzen der Larven und Imagines

Als Nédhrpflanzen des Senfkafers und seiner Larve dienen jene h&ufigen
Unkraut- und Kulturgewdchse, die zur Familie der Kreuzblutler (Cruciferae)
gehdren. In der Literatur wurden folgende W irtspflanzen erwéahnt:

Unkrauter

Sisymbrium sophia L. [10, 11, 12, 13].
Raphanus raphanislrum L. [11, 12, 13].
Sinapis arvensis L. [12, 13].
Barbarea vulgaris L. Br. [12, 13].
Raphanus sativus L. [10, 14].
Sisymbrium altissimum L., S. loeselii Jusl., Erysium cheiranthoides L., Lepidium
sativum L.
L. ruderale L.t Arabis avenosa Scop. und Armoracia rusticana G. M. Sch. (= la-
pathifolia Gilib.) [10].
Ohne Angabe der botanischen Bezeichnung werden die Kressearten (winter
cress) angefuhrt [16].
Kulturpflanzen
Sinapis alba L. [5, 12, 13].
Brassica nigra (L.) Koch und Br. rapa L. [12].
Brassica oleracea L. [5, 9, 10, 12].
Brassica napus L. [8, 10, 14].
Ohne den wissenschaftlichen Namen anzugeben, erwédhnt die Literatur noch
folgende Nahrpflanzen:
Senf [1,15, 17, 23].
Raps [2].
Kraut [7, 9, 14, 16].
Radieschen [9].

W &hrend der letzten 3 Jahre konnten in Keszthely und Umgebung Lar-
ven und Yollkerfe bei ihrer Nahrungsaufnahme an folgenden Unkréutern und
Kulturpflanzen beobachtet werden: Capsella bursa-pastoris L., Lepidium
draba L., Sinapis arvensis L., Raphanus raphanistrum L. (Unkrduter) und
Sinapis alba L., Brassica napus L. f. annua Thell. et f. biennis Thell. sowie
Raphanus sativus L. sf. ruber Schimp. et Spen. (Kulturpflanzen).

Ruhezustand (Diapause) der Imagines

Unter natirlichen Bedingungen verbleibt ein Teil der Senfkafer nach der Umwandlung
zum Vollkerf (dies tritt gewohnlich im Juni oder Juli ein) im Boden bis zum nachsten Frih-
jahr; 2 bis 5% der Imagines wandern im September auf die Oberflache, verziehen sich aber nach
kurzer Nahrungsaufnahme wieder in den Boden zur Uberwinterung. Der dritte Teil kommt
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nur nach nochmaliger Uberwinterung zum Vorschein. In einer Zucht, die 25 Larven zéhlte,
verzog sich die letzte Larve am 8.Juli 1957 in den Boden. Das ZuchtgefdB wurde im Herbst in
ein dem Freiland anvertrauten Uberwinterungshiduschen gesetzt. Im Frihjahr 1958 kamen
14 Imagines an die Oberflaiche. Von den im Boden verbliebenen 11 Vollkerfen krochen 5
Exemplare zwischen dem 21. Mé&rz und 16. April 1959 hervor, 6 Imagines ruhten aber bei dem
am 27. Mai 1959 vorgenommenen Durchsieben des Bodens noch in Diapause. Nach den bis-
herigen Versuchen kann also der Ruhezustand bei einem Teil der Vollkerfe 8 bis 10, bei ande-
ren Exemplaren 20 bis 25 Monate dauern. In einer anderen Zucht kamen 2 bis 5 vH der
Imagines gegen Ende September an die Oberflache, verzogen sich jedoch nach kurzer Fraf-
tatigkeit zur Uberwinterung wieder in den Boden. Bei Freilandfangen mit dem Kétscher wur-
den im September ebenfalls Vollkerfe gesammelt.

Abb. 18. Das fiur Laborzuchten verwandte ZuchtgefaR

Muller [10] berichtet dariber, daB nach einigen Autoren (die Namen sind nicht ange-
geben) verldRt ein Teil der jungen Imagines schon im Alter von 2 Tagendie Kammer und bohrt
sich tiefer in den Boden, ein anderer Teil kommt auf die Erdoberflache und kriecht dort wo-
chenlang umher. Er ist der Ansicht, daf nur ein sehr geringer Prozentsatz der Kéfer an der
Oberflache erscheint. Nach den in Holland gemachten Beobachtungen von Ritzema Bos [12]
kommen die jungen Kafer auf die Oberflache, nehmen Nahrung zu sich und verziehen sich zur
Uberwinterung wieder in den Boden. MULLER [10] setzte am 6. September 1946 an der Ober-
flache erschienene Kafer in den Boden eines mit Erde gefullten Blumentopfes, wo sie uber-
winterten. Nach seinen Angaben nehmen die Ende Sommer zum Vorschein gekommenen
Ké&fer keine Nahrung zu sich und kopulieren auch nicht.

Es wurde untersucht, ob eine tatsachliche Diapause besteht und wie lange— im Falle
einer solchen — dieser Ruhezustand dauert, oder ob wir es mit einer nur unter unginstigen
Verhdltnissen zustandegekommenen Diapause zu tun haben. Fir diesen Zweck wurden von
den im Boden zu Vollkerfen umgewandelten Tieren alle 30 Tage 15 Mé&nnchen und 10 Weib-
chen ausgesiebt und in ZuchtgefdRe ins Gewd&chshauslabor gesetzt (Abb. 18), wo sie téglich
frische Blatter des WeiBen Senfs erhielten. Die erste Siebung erfolgte am 2. August 1958, bei
dieser kamen die Ende Juni geschlupften Imagines in die Zuchten. In die zweite Zuchtserie
wurden die am 2. September dem Boden entnommenen, also schon seit 60 Tagen in Diapause
befindlichen Tiere gesetzt. In die dritte Zuchtserie gelangten die am 2. Oktober ausgehobenen
Imagines, die also eine drei Monate dauernde Ruhepause im Boden hinter sich hatten. Die
ndchsten Zeitpunkte des Zuchtbeginns fielen auf die Tage zwischen dem 15. und 20. Oktober,
nachher auf die erste Novemberwoche, wobei also seit 3 3j2bis 4 Monaten diapausierende Ima-
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gines in die Zuchten gelangten. Alle Tiere dieser Zuchten erhielten taglich frische Senfblatter,
gleichzeitig wurde ihr Verhalten (intensive Bewegung, Beginn der Nahrungsaufnahme, Kopula-
tion und Eiablage) vermerkt. Wie die Beobachtungen zeigten, haben nach 1 his 1 /2 Wochen
diejenigen Vollkerfe die Nahrungsaufnahme, Paarung und Eiablage begonnen, die am 2.
Oktober und in der darauffolgenden Zeit ausgehoben wurden. Die nach einer 1 und 2 Monate
wdahrenden Diapause der Zucht zugefiihrten Imagines haben selbst unter der Einwirkung von
gunstigen Bedingungen (frische Nahrung, Temperatur Gber 20° C) nach 1 bis 2 Wochen ihre
Lebensfunktionen nicht begonnen, sondern verblieben auch weiterhin im Ruhezustand. Dies
&duBerte sich darin, daB sie sich schleppend zwischen die Bodenkrumen zuriickzogen und dort
kauerten. Zu bewegen schickten sie sich erst nach 2 2 bis 3 Monaten an, nachher begann von
neuem ihre Nahrungsaufnahme und bald darauf die Eiablage. DaB im Verhalten der unter
nahezu gleichen Bedingungen gehaltenen Tiere solche groe Unterschiede zu verzeichnen waren,
ist der Beweis dafiir, daB die Diapause auch bei glinstigen Umweltbedingungen nur nach einer
Periode von 3 bis 3 r/2 Monaten abgebrochen werden kdénne.

Die Notwendigkeit einer Ruhepause nach der Umwandlung zum Vollkerf wird durch
die Beobachtung bewiesen, wonach frisch gehdutete, noch nicht ganz ausgefdrbte Imagines
selbst bei hoher Temperatur (iber 25° C), langer Photoperiode (20 Stunden wéahrender Beleuch-
tung) und frischer Nahrung sich in den Boden verzogen.

Diese Untersuchungen geben gleichzeitig die theoretische Erklarung fir jene von Mul-
ler [10] und dem Verfasser gemachte Beobachtung, daB ein kleiner Prozentsatz der Kafer
Ende Sommer auf die Oberfliche kommt, und sich dann wieder in den Boden verzieht. Wie die
Versuche erwiesen, haben die im Boden befindlichen Imagines bis September die 3 Monate
anhaltende Diapause schon durchgemacht, d. h. in ihrem Organismus waren bis dahin jene
physiologischen Umwandlungen abgelaufen, die fir den neuerlichen Beginn ihrer Lebens-
funktionen notwendig sind. DaR trotzdem nicht alle Vollkerfe im Spatsommer auf die Ober-
flaiche kommen, ist vielleicht eine im Laufe der Philogenese erworbene Eigenschaft, die sicher-
lich mit der Erhaltung der Art in enger Verbindung steht. Eine &hnliche Erscheinung konnte
auch bei Baris coerulescens beobachtet werden: 8 bis 15 vH der Uberwinternden Imagines
kommen im Herbst (Oktober—November) auf die Oberflache, nehmen fir kurze Zeit Nahrung
zu sich, legen aber keine Eier, sondern kriechen in den Boden zuriick, um dort zu Uberwintern.

Der Versuch erbrachte somit den Beweis, daB der Ruhezustand des Senfkéafers eine
wirkliche Diapause ist, da man diese nicht einmal unter dem EinfluB von ginstigen Umwelt-
bedingungen aufheben kann. Die Imagines mussen also 3 bis 3 ¥ 2Monate in Diapause verblei-
ben, um ihre Lebenstatigkeit beginnen zu kdnnen.

Phé&nologie des Senfkafers

Der Senfkéfer bringt in Ungarn jahrlich eine Generation hervor. Nach
Ritzema Bos [12] entwickelt er in Holland, nach Malter [10] in Deutschland
ebenfalls nur eine Generation.

Die Angaben, die auf Grund der im Jahre 1957 halbwegs und génzlich
unter Freilandbedingungen durchgefihrten Versuche Uber das jahreszeitliche
Vorkommen der Entwicklungsformen erhalten wurden, sind in Abb. 19 auf-
gezeigt. Nach den seit 1956 gefihrten systematischen Beobachtungen und
Untersuchungen kdnnen die im Boden Uberwinternden Imagines ab Mitte
Mérz auf der Oberfldche erscheinen. In gréRter Menge sind sie in der zweiten
Maihdlfte vorzufinden, von dieser Zeit an nimmt ihre Zahl — zufolge der na-
tirlichen Mortalitdt — stufenweise ab. Ende Sommer, in den Monaten August
und September kénnen wieder 1 bis 2 junge Vollkerfe eingesammelt werden,
doch diese sind — wie es die Untersuchungen bewiesen haben — bereits tGber-
winternde Imagines. Solche Exemplare legen unter natlrlichen Bedingungen
in Ungarn keine Eier, deshalb kann nicht einmal eine partielle zweite Genera-
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tion entstehen. Nach den im Labor und unter Halbfreilandbedingungen durch-
gefiihrten Untersuchungen stehen vorldufig keine Beweise dariiber zur Ver-
figung, dal die einmal Uberwinterten Vollkerfe nach ihrer zu Beginn des
Frihjahrs bzw. im Friuhsommer ausgetbten Téatigkeit (Nahrungsaufnahme,
Kopulation, Eiablage usw.) sich wieder in den Boden verziehen und uber-
wintern. Es konnte jedoch festgestellt werden, dafl ein Teil der Imagines nach
einmaliger Uberwinterung nicht zum WVorschein kommt, sondern zweimal
Uberwintert. Dieses Verhalten kann man auch bei anderen Blattkaferarten
(z. B. beim Kartoffelkéfer) verzeichnen [3].

Monat 1 1. 1l V. V. VI. vu vl Ix. Xo X1 X

im Boden 444 44+ 444 4y mAdd AL +4-4 44 ++44 4+4 444 AM-

an der Oberflacht 1444 ++4 4
m  k
4 N
0000

4+

an der Oberflache
44 4+4 444 444 +++ 444

im Boden

Schaden

Abb. 19. Phénologischer Kalender des Senfkéfers im Jahre 1957 in der Umgebung von Keszt-
hely. ¢ = Ei,--= Larve, O = Puppe, + = Imago, — = Schaden, = die Haufigkeit
der Entwicklungsstadien

Die Eiablage nimmt bald nach dem Erscheinen der Imagines ihren An-
fang. Nach den Ergebnissen der Laboruntcrsuchungen legen die Weibchen den
grofRten Teil der Eier in 4 bis 5 Wochen nach ihrem Hervorkommen ab. Die
Eiablage endet in der zweiten Junih&lfte. Die Larven erscheinen ab Mitte Mai.
Zufolge der Verzdgerung der Eiablage kommen im Mai und Juni Larven aller
vier Entwicklungsstadien zu gleicher Zeit vor. Im Juli sind nur Larven des
dritten und vierten, vereinzelt auch des zweiten Entwicklungsgrades anzu-
treffen. Die Verpuppung kann Ende Mai beginnen und ab Mitte Juni sind auch
schon Imagines sichtbar. Ein Teil dieser dndert nach einer Diapause von 3
bis 3 % Monaten seinen Aufenthaltsort (im Boden), kommt jedoch nicht an die
Oberflache, sondern Gberwintert, fallweise sogar zweimal in einem Zuge. Nur
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ein ganz geringer Teil der Vollkerfe erscheint noch im Spatsommer, zu Beginn
des Herbstes auf der Erdoberflache, verzieht sich aber von da nach kurzem
Aufenthalt zur Uberwinterung in den Boden.
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OECOLOGICAL INVESTIGATION OF THE MUSTARD BEETLE
(COLAPHELLUS SOPHIAE SCHALL.)

In continuation of our plan of work drawn up for the investigation of animal associa-
tions dwelling on rape and mustard plants, we have now ascertained the autoecology of Co-
laphellus sophiae, a beetle that was formerly unknown in Hungary as a pest but has caused
considerable damage in the course of recent years. Our data are based on observations and
researches made during a period of 4 years.

The imagoes stay in the soil during winter, and begin to come to the surface from the
middle of March. The result of collections made during 70 years prove that the earliest date of
the appearance of imagoes in Hungary is the first decade of March and the latest one the first
decade of July. It was on Capsella bursa-pastoris, Lepidium draba, Sinapis alba and Brassica
napus f. annua et f. biennis, all of them plants cultivated on ploughland, that we observed
feeding imagoes during spring. The copulation of the imagoes began 1to 1*/2week after their
appearance. Likewise 1 to 1 x¥2 week elapsed between copulation and the appearance of the
first eggs. These are laid between the clods of the soil and form larger or smaller irregular piles.
The number of eggs per pile averaged 27 in April, 21 in May and 30 in June. Outside of the
laboratory, the latest period of ovulation is the middle of July.

Larvae undergo three ecdyses which means four stages of development. The life of the
larvae runs its course on the plants. Having finished to take nourishment, the animals crawl
to the ground and, after finding an adequate spot, dig themselves into the soil and prepare the
chambers in which they pupate. After the last moulting, most of the mature imagoes remained
in the soil until next spring; a small part of them emerged only after the second winter. Some
of them came to the surface in September, took up a little food and crawled back into the soil
to remain there until next spring. In the case of larvae, raised in individual cultures on Sinapis
alba, S. arvensis, Brassica napus f. biennis, Lepidium draba, and Capsella bursa-pastoris plants,
the total duration of the larval, prepupal and pupal stage varied between 34,4 and 35,8 days.
We raised 50 larvae on each of the said plants and found no significant difference between the
respective rates of their development, while those grown on mustard plant reached a higher
body weight which shows that — with an equal rate of development — the uptake of nourish-
ment from Sinapis alba exceeds that from other plants. Experiments have proved the mustard
beetle to be oligophagous, and we have chosen the term “mustard beetle” because the examin-
ed specimens of Colaphellus sophiae preferred Sinapis alba to all other plants used in our
experiments. It was found that the imagoes need a diapause of 3to 3¥2months before their
biological activity starts. This shows that diapause is a true one in the case of the mustard
beetle.

Only a single generation per year is produced by the animal in Hungary.

NCCNEAOBAHUA OBPA3A XU3HW TOPUYMYHbLIX JTMCTOEAOB
(COLAPHELLUS SOPHIAE SCHALL.)

B pamkax pa6odyeii mporpamMMmbl, MOCBSILLEHHOW WCCNefOBaHWI0 300LEHO30B PacTeHWi
panca u ropuvupl, aBTOpPbl HA OCHOBE YeTbIPEX/IETHUX HAbMOAEeHNI pa3paboTann aBTIKOMOM M0
Colaphellus sophiae, A0 cux Nop B BeHrpum Kak BpeiuTeslb eLle HEM3BECTHOro, Ho 3a rocrej-
HUe rofbl MPUUUHSABLLErO 3HAYMTENbHbIV Bped, MCToesa.

MonoBo3spenas ¢opma HaceKoMOro 3MMyeT B MO4YBE M CO CepeduHbl MapTa HaumHaeT
NoABNATLCA Ha NoBepxHocTW. CornacHo cobpaHHOMY B BeHrpuu B TeueHue 70 neT matepuany,
nonoBo3penyt0 opmy NucToefa ypanocb fI0BUTb paHblle BCEro B MepBOi fekafde MapTa, a
Nno3)Ke BCEro B MepBON Aekage MoNA. Ha nawHsax oHa Hablogannck BECHON BO BpeMs NMUTaHWSA
Ha KynbTypax Capsella bursa-pastoris, Lepidium draba, Sinapis alba W Brassica napus f.
annua W biennis. CnapmBaHve Havanocb 4Yepe3 1—I/r Hegenn nocne mx nosieneHus. Mo ucte-
YEHUI0 TaKOro >Xe Cpoka Mocse crnapvMBaHWA NOABUAWCL MepBble Aiua. JINCToef 0TKNagbiBan
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ANLa Mexay NoYBeHHbIMU KOMKamuy, B 60/1bLLNX N MEHbLUUX HeperynsapHbIX Kyykax. B ogHol
Ky4YKe B arpesie Haxogunucb B cpefHem 27, B mae 21, a B wioHe 30 any. NocnegHyM CPOKOM
0TKNafblBaHWA WL, HA OTKPbLITOM FPYyHTe Oblia cepeauHa MONS.

JIHbKa NPOUCXOAUT TPWU pasa, 3HAYUT, OHU UMEKT YeTbIpe CTagun pasBuUTUA. JINUNHKK
XXUBYT Ha pacTeHuaX. [1oc/ne OKOHYaHUA MUTaHUA OHW CMOJb3alT B MOYBY, U W3bICKAH
NnoaxofsLLiee MeCTO BKanbIBatOTCA B MOYBY, U3rOTOBMAA TaM AN 3aKyKNMBaHUA Kamepy. bonb-
Las YacTb M0sI0BO3penioli hopMbl HACEKOMOIO MOC/e JIMHbKW OCTanacb B MoyBe A0 MOCNEeAyHo-
LLIei BeCHbI, a He6o/bLUAas YacTb NosiBUIaCh Ha MOBEPXHOCTU TONbKO MOC/e ABYX Nepe3suMOBOK.
HeckonbKO HaceKoMble BbIMO/3/10 B CEHTAOPe AN MUTaHMSA Ha KOPOTKOE BPEMS Ha MOBEPX-
HOCTb, HO BCKOPE BHOBb YLUJIO B NMOYBY Ha 3MMOBKY. B cnyyae BblpallyBaH/a Ha UHAWBUAYaSb-
HbIX KyNbTypax Ha pacTeHMaxX Sinapis alba, S. arvensis, Brassica napus f. biennis, Lepi-
dium draba u Capsella bursa-pastoris /MYMHOYHAsA, TMNpPeAKYKONbHaA W KyKo/ibHasa
cTagun BMecTe B3STO gnmnnce 34,4 po 35,8 gHeld. B ckopocTy passutusi no 50 MMYMHOK, Bblpa-
LIMBAEMbIX Ha BbILLENPUBEEHHbIX PacTeHNAX, He MOKas3anoch 3HAYMTENbHON pasHuLbl, TOMIbKO
BblpalleHHble Ha ropyuue 3K3eMNNSApPbl MMeNn 6oNbLuniA Bec; JaHHOe 06CTOATENbCTBO YKasbl-
BaeT Ha TO, YTO Ha Sinapis alba MpW Takoli e CKOPOCTU pasBUTUSA NPUHATUE MWLM 60fbLLE.
CornacHo wuccrnefoBaHUAM MO BbI6OPY MWLM FTOPYUYHBIA SIUCTOEA OTHOCUTCH K >KMBOTHbIM,
NUMEIOLLMM HECKONbKO pacTeHWi Ans nutaHus (onurodpar). BBuAy Toro, YTo OH U3 BCEX UCCIle-
[OBaHHbIX pacTeHWin npegnoumTan Sinapis alba, OH NOAYYMS Ha3BaHME — FOPUMYHBINA ANC-
Toen. CornacHo wmccnefoBaHUAM [uanaysbl, M010BO3pesible OpPMbl NMCTOEAA [O/KHbI OCTa-
BaTbCA B Ananayse B TeveHve 3 [0 37 2MecsLEB 418 TOro, YT0Obl HACTYNWUIA UX XU3HEAeATeNb-
HocTb. CrieoBaTe/bHO, B C/lyyae ropunyHoOro AMCToeda Mbl UMeeM fieN10 C HacTosllelt auanay-
300.

B BeHrpuu ropuviHbIi N1CTOEL WMMEET NULb OLHO MOKOSIEHUE.

Gyula Saringer, Keszthely, Felszabatltilas-u. I/a, Ungarn.
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Summary

The effect of neurotomy and tenotomy on the nucleic acid content of striated muscles
of albino rats and Amphibia was studied. The experimental investigations supplied the follow-
ing evidence.

As determined on the 3rd, 7th and 12th days after denervation, the DNA content in-
creased and the RNA content decreased. The increase of DNA content is associated with an
increase in the number of subsarcolemmal nuclei. Elimination of the sympathetic innervation
cannot be held responsible for the effects observed. The neurotomy-induced changes in the
nucleic acid content of muscles are significantly different from those caused by tenotomy, from
which it may be concluded that trophic nervous effects play a significant role in the nucleic
acid metabolism of striated muscles. There was no significant change in the nucleic acid content
of the gastrocnemius muscle of Rana esculenta on the 3rd and 12th days following neurotomy
and tenotomy, respectively.

Introduction

The information available as to the regulation of the nucleic acid meta-
bolism in different tissues is rather defective. On the basis of investigations
with P isotope it has been suggested [7] that desoxyribonucleic acid (DNA)is
a relatively inert component of the cells, whereas ribonucleic acid (RNA) plays
an active role in cellular metabolic processes. This statement applies exclusively
to the DNA in the so-called resting cells, because the proliferative organs
(bone marrow, spleen, thymus, intestinal mucosa), which are high in DNA,
show a P incorporation much greater than that by liver, kidney, muscle or
brain tissue, in which there is only a minimal mitotic activity. Thus, the above
statements should be so formulated that while RNA shows intense metabolic
activity in the resting cells, too, the activity of DNA is restricted to the prolif-
erative viscera.

There is rather abundant evidence in the literature concerning the fac-
tors, physiological and pathological, that influence the biosynthesis of nucleic
acids. In their survey, Brown and Roll [2] have pointed out that although
the diet, changes in the function of the endocrine glands, as well as certain
physiological stressor effects are rather well-known to influence the biosyn-
thesis of nucleic acids, there are but a few substances that may be supposed
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to have a direct role in biosynthesis, such as first of all folic acid and
vitamin B12

The role of the above-mentioned biological factors is illustrated by the
f ollowing, more important experimental data. Campbell and Kosterlitz
[3] have found the RNA concentration of the liver decreased and the DNA
concentration unchanged in rats fed on a protein-free diet. Many workers have
studied the effect of various hormones on the biosynthesis of nucleic acids,
but no specific effects could be demonstrated. It was only insulin that has been
proved to have such an effect [13]: insulin-treated chick heart expiants con-
tained significantly more of RNA per cell than the untreated specimens, while
there was no difference between the two groups in lipid and protein content.
Allara [1] studied the role of stress on the adrenals. In response to cold or
fatigue the DNA and the cytoplasmic RNA content of the zona glomerulosa
definitely decreased in the adrenal cortex of the rat, while other, stressor
effects produced an increase in nucleic acid content.

There is, however, scarce evidence as to the role of nervous actions. The
RNA and DNA content of the peripheral nerve showing Waller degeneration
increases gradually till the 16th day, then on the 32nd day, in the phase of
intense cell proliferation, the RNA/DNA ratio increases from 0,9 to 2,0 [15].
Following transection of the motor nerve the atrophied striated muscle shows
a weight loss of 60 per cent, an RNA depletion of 55 per cent and a protein
loss of 70 per cent [12]. In the denervated skin the DNA content is reduced by
17 per cent, the RNA content by 10 per cent, then the nucleic acid concentra-
tion becomes normal again one month after denervation [14].

This survey of the outstanding published data makes it clear that the
investigations into the regulation of the nucleic acid content of tissues are
merely informative in character and no uniform view could be evolved. In re-
cent years we have been making extensive studies of the functional changesin
denervated tissues [21, 22]; we now extended these investigations, placing the
problem ofthe regulation of nucleic acid metabolism in the foreground. We had
two aims: 1. to decide in what measure nucleic acid metabolism is affected by
the characteristic and well-known morphological and functional changes fol-
lowing muscle denervation, and 2. to determine whether the neural component
had any regulatory role in the maintenance of the RNA and DNA content of
muscle.

Methods

Albino rats (Epimys rattus var. albino) of either sex, weighing 100 to 150 g were used.
Under ether and aseptic conditions a 10 mm part of the sciatic nerve was excised unilaterally,
to achieve total denervation of the gastrocnemius muscle. The contralateral gastrocnemius
served as the control.

To determine in what measure inactivity alone influences the nucleic acid content of
the muscle, in an other group of rats monolateral Achilles tenotomy was performed. Using
the same methods, 30 frogs (Rana esculenta) underwent gastrocnemius denervation and 30
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others tenotomy of the tendon Achillis. The effects of denervation and of tenotomy were stu”
died 3, 7 and 12 days after operation. After decapitation the gastrocnemius muscle was pre-
pared and frozen without delay, weighed by torsion scales and homogenized in a Potter homoge-
nator with intense cooling. The total homogenate was tested for DNA and RNA content ac-
cording to Schneider [19], using desoxyribose and d-ribose, resp. as standards.

Nucleic acid content is expressed in absolute and relative values. The absolute values
indicate the total nucleic acid content of wet muscle, the relative ones are those for 100 g of
wet muscle weight.

The effect not only of total, but also of partial denervation was examined as to the
nucleic acid content of striated muscles. Lumbar sympathectomy was performed in rats, elim-
inating thereby the sympathetic fibres from the sciatic nerve, but leaving the sensory and
motor fibres intact. As in most cases there is no way to separate the bilateral sympathetic
chains from one another in the rat, unilateral sympathectomy was not feasible. We have there-
fore performed total lumbar sympathectomy and used sham-operated rats as the controls.
Lumbar sympathectomy was performed by the technique of Ingte and Griffith [8].

Results

It was found first of all that as compared with the weight of the control
rat muscles, that of both the denervated and tenotomized muscles decreased
after operation. The loss of weight was more marked with the denervated
muscles.

Table 1

Changes in the weight of denervated and tenotomized gastrocnemius muscles of the rat

Average Average Average Average weight

Number of  Postopera- weight of weight of Percentage weight of o tenotomized Percentage

animals tive days normal denervated change in normal muscles change in
muscles muscles muscle weight muscles mg muscle weight

mg mg mg

15 3 272 254 —6,6 222 217 —23

15 7 341 293 —141 403 391 —3,0

20 12 346 280 —19,1 319 278 — 12,9

The DNA content of denervated muscle tends to increase on the 3rd
postoperative day already. The change in the absolute DNA value becomes
significant on the 7th day and reaches 45,1 per cent, a very highly significant
change, on the 12th day.

The absolute DNA content of tenotomized muscles was slightly de-
creased 3 days after operation, then tended to increase, but the change did not
reach the border of significance on the 12th day, either.

Conversion of the absolute values into relative ones makes it clear that
increase of DNA content is significant in denervated muscles on the 3rd day
already, while at that time no change yet is observable in tenotomized muscles.

The absolute RNA content decreases in both the denervated and tenoto-
mized muscles. This tendency is more marked in the denervated muscles, in
which the decrease of RNA content becomes significant and at the same time
the greatest on the 7th day (30,1 percent); on the 12th day, on the other hand,
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it is near the normal level again (Table 2). The decrease of RNA content is

not significant in the tenotomized muscles (Table 3).

Table 2

Denervated and normal gastrocnemius muscles. DN A

and RN A content, in absolute values

N D N D
Number Post- mean mean Percentage mean mean Percentage
of operative DNA DNA N—D P RNA RNA N—D P
animals days content, content, difference content, content, difference
Mg Mg Mg Mg
15 3 161 176 + 9.3 >0,1 212 198 — 6,7 >0,2
15 7 191 243 +27,2 <0,01 263 184 — 30,1 <0,001
20 12 197 286 + 45,1 <0,001 260 251 — 3,5 <0,001
N — normal muscles
D — denervated muscles
P — significance of difference between series N and D.

Table 3

Absolute DNA and RN A content of tenotomized and normal gastrocnemius muscles

Number

of
animals

15
15
20

Days
Number aftZr

animals

15
15
20

T

N Percent-
mean mean age
P RNA RNA N—T P
content content difference
Mg Mg
>0,6 173 171 — 1,2 >0,8
>0,06 314 310 — 13 >0,7
>0,9 236 231 — 2.2 >0,7

N T Percent-
Post- mean mean age
operative DNA DNA N—T
days content content diff.
Mg Mg
3 124 121 — 2.4
7 204 222 + 8,8
12 179 206 + 15
N — normal muscles
T — tenotomized muscles
P — significance between series N and T.

Table 4

Relative DNA and RN A content of denervated and normal gastrocnemius muscles

N
mean
era-
tion  content
Mg
3 59
7 56
12 57

D
mean .
DNA si-L
content \ﬂ
Mg
69 +0,1
83 +0,2
102 +1,4

Sx — standard error of the mean.

D

Per- meNan Per-

cent N mean

diff. RNA  ST=4= RNA it

N—D content " content N—D
Mg Mg

+ 16,9 78 +0,4 78 +0,1 J—

+ 48,2 77 +0,2 63 +0,1 — 18,2

+ 78,9 75 +0,1 89 +1,0 + 18,6
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Table 5

Relative DNA and RNA content of tenotomized and normal gastrocnemius muscles

Number l Days m,:an mlan Per- mz\lan mg—an Per-
ft i=4= t i t
oper. DNA  Si=4= pna pah RNA  Si— RNA €A ity
animals  44jon  content Ve content \n N—D content content N—T
I'g 'y g
15 3 56 +0,3 56 +0,5 - 78 +0,3 78 +0,4 —
15 7 51 +0,3 57 +0,4 + 117 78 +0,1 79 +0,1 + 12
20 12 56 +0,3 74 +0,5 +321 74 +0,5 83 +0,2 + 12,1

Sx = standard error of the mean

Tables 4 and 5 show that relative RNA content in the gastrocnemic
muscle is unchanged on the 3rd day following denervation or tenotomy. On
the 7th day there is a decrease of 18,2 per cent in the denervated muscle,
as compared with the contralateral control, while in the tenotomized muscle
there is an increase of 12 per cent. On the 13th day an increase is noted in
both kinds of muscle.

There was no significant difference in nucleic acid content between the
gastrocnemius muscles of the sympathectomized and sham-operated animals
even as late as on the 12th day after operation (Table 6).

Table 6

DNA and RNA content of gastrocnemius muscles after sympathectomy*

N b Days meNan S meSan Per- meNan mesan Per-
umoer ft i cent cent
of Oper- DNA sx—-—  DNA ST Gt RNA  sx = RNA ety
animals ation  content \n content 1 N—D content \'n content \n N—S
'y Ay ] Ay
10 7 56 +0,1 56 +0,05 - 78 +0,2 79 +0,2 1.2
8 12 56 +0,1 57 +0,1 + 1,7 78 +0,3 79 +0,2 1.2
N — normal muscles
S — muscles of sympathectomized animals
* — in 100 mg wet tissue.

The same applies to the denervated and tenotomized gastrocnemius
muscles of frogs; these muscles showed no change in weight, either, on the
12th day following operation.

Discussion

The experiments on rats indicate that already in the early phase of
muscle degeneration following denervation and the elimination of neural
control the nucleic acid content of striated muscles undergoes significant
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changes. An early, excessive increase in the DNA content takes place especially
in the denervated muscles.

Several hypotheses may he suggested to explain this. The statement
that the DNA content of cells is located in the nuclei is valid for most animal
cells; thus, the post-denervation change in DNA content is apparently corre-
lated with changes, qualitative or quantitative, in the subsarcolemmal nuclei
of muscle.

The relative DNA content may increase without necessarily being asso-
ciated with changes in the subsarcolemmal nucleus count. Schiefferdecker
[18] has shown that the elimination of the neural control severely affects
the cytoplasm, induces cytoplasmic atrophy, as a result of which the nucleus-
cytoplasm ratio, too, changes.

We have found an absolute increase in the total muscle DNA content
after denervation, thus the increase was not merely relative, but absolute, i. e.
DNA synthesis increased in the denervated muscle.

To decide whether the increase of DNA content was correlated with
an increase of the subsarcolemmal nucleus count, or — in contrast with the
classic doctrine of nucleus DNA constancy [24] — the increased nucleic DNA
synthesis was not accompanied by a change in the number of nuclei, the nu-
clei were counted by the nucleus variation technique (Carnoy fixation, embed-
ding in paraffine, staining with gallocyanin) in sections of normal, denervated
and tenotomized muscles. Gallocyanin is eminently suitable for this purpose,
being an almost fully elective chromatin staining dye, thus it stains nuclei
sharply [10].

It has been shown by this method that number of nuclei in the denerv-
ated muscle was increased by 6,2 per cent on the 3rd day, 19,4 per cent on the
7th, and 34,0 per cent on the 12th day; at the same time, in the tenotomized
muscle there was no change on the 3rd day, an increase of 2,1 per cent was
noted on the 7th day and an increase of 7,6 per cent was found on the 12th day.

These data make it clear that both operations were followed by an in-
crease of DNA content, associated with an increase of the number of subsar-
colemmal nuclei. However, the increase of DNA content was not parallel
with that in the number of nuclei. Further studies involving also a refined
counting technique and measurement ofnuclear volume are required to analyze
the effect in more detail.

It is highly characteristic of the post-denervation change in the RNA
content of muscle that the greatest decrease occurs 7 days after operation.
The subsequent RNA increase seems to be temporary only, because muscle
atrophy is even more marked 12 to 20 days after operation and the protein
content, too, is diminished in the muscle undergoing atrophy.

The results of the experiments on rats demonstrate that the elimination
of peripheral innervation alters more significantly and in many cases in an
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other sense the nucleic acid content of striated muscles, than do the effects
resulting from muscle degeneration due to simple inactivity (disuse atrophy).
From this fact one might conclude that in the nucleic acid metabolism of
striated muscles, even when an inactivity component is obviously involved,
a significant role should be attributed to trophic nervous effect.

The experiments on sympathectomized animals suggest that an elimina-
tion of the sympathetic system cannot be held responsible for the effects
observed in the early phase of muscle degeneration. These data supplement
the evidence published by Jonnesco [9], Floresco [6], Coates and Tiegs
[4], Takahashi [20], Feldberg [5] and Nevin [16] who found no changes
indicative of a degeneration or atrophy of muscles following sympathetic de-
nervation.

Published data indicate that sensory denervation cannot produce the
effects described. Tower [23] found no morphological changes of any kind in
cats even as late as 1 year after sensory denervation obtained by ganglionectomy
of the posterior root of the spine. It may therefore be justified to claim that
an elimination of motor innervation is responsible in the first place for the
post-denervation reaction of muscle.

From the comparative biological viewpoint it is noteworthy that — in
the period of the test — elimination of the neural control and tenotomy pro-
duced no change in the nucleic acid content in amphibia. There are a number of
pertaining data in the literature. As early as 1926, Knowlton [11] pointed
out that the development of muscle degeneration is species-characteristic in
its course. The post-denervation degeneration develops much later in amphibia
than in mammals.

Novotny [17] has found a slight decrease in the glycogen content of the
muscle of Periplaneta americana only as late as on the 30th day following
denervation. This species-characteristic course of muscle degeneration applies
also to the changes in the nucleic acid content of muscles and therefore it
must be emphasized that our experimental results are valid apparently for
mammals only.
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DIE ROLLE DES NERVENSYSTEMS IN DER AUFRECHTERHALTUNG DES RIBO-
UND DESOXIRIBONUKLEINSAUREGEHALTES IM QUERGESTREIFTEN
MUSKELGEWEBE

Es wurde die Wirkung von Neurotomie und Tenotomie auf die Verdnderung des Nuk-
leinsduregehaltes im quergestreiften Muskel von weien Ratten und Amphybien untersucht.
Am 3., 7. und 12. Tage nach dem Eingriff wurde festgestellt, daR der DNS-Gehalt des dener-
vierten Muskels sich erhéht, wédhrend der RNS-Gehalt abgenommen hatte. Gleichzeitig mit der
Erhohung des DNS-Gehaltes war auch die Zahl der subsarkolemmalen Kerne gestiegen. Fir
die beobachteten Effekte kann der Ausfall des sympathischen Innervation nicht verantwort-
lich gemacht werden. Zwischen den durch Neurotomie und Tenotomie verursachten Veradnde-
rungen des Nukleinséuregehaltes der Muskel besteht ein signifikanter Unterschied, woraus die
Folgerung abgeleitet werden kann, da im Nukleinsdurestoffwechsel der quergestreiften Mus-
kel der trophischen Wirkung des Nervensystems unbedingt eine Bedeutung zuzuschreiben ist.
Der Nukleinsduregehalt des neurotomisierten und tenotomisierten Musculus gastrocnemius
von Rana esculenta zeigt am 3. und 12. Tage nach der Operation keine signifikante Verdnde-
rung.
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POJIb HEPBHOW CUCTEMbI B MOAAEPXXAHUW KOHLEHTPALMUU PUBO- U
JE30KCVPVUBOHYKNEVNHOBOW KNCNOTbI B TKAHW MOMEPEYHOMOMOCATbIX
MbILLL,

VccnegoBanoch feCTBUE HEVpPOTOMUM M TEHOTOMWUU Ha M3MEHEHWEe COAepXXaHUs HyK-
JIEMHOBOM KWUCMOTbI B NOMNEPEYHOMNO010CaThIX MbILLLAX albOMHOCOBLIX KpbIC 1 amduonii. Cogep-
»aHue AHK B feHepBMpOBaHHbLIX MbILWLAX MOBbILWAETCA, a cojepXaHne PHK cHuXaeTca B
cnyyae uccnegosaHuns Ha 3., 7 u 12 aeHb nocne onepaunn. O4HOBPEMEHHO C NOBbILLEHWEM COAEP-
XaHua OHK uncno agep cybcapkonemMmbl TakxXe MOBbIWAETCA. BbinageHns cumnaTnyeckown
VIHHepBaLUMW Hefb3A CYMTATb OTBETCTBEHHLIM 3a 3TO siB/leHMe. Mexy U3MeHeHNeM CofepXaHus
HYK/IEMHOBON KWCMOTbl B MbILULAX, BbI3BaHHbIM HEAPOTOMUEN WM e TeHOTOMWel, Habnio-
[aeTca CUTHU(MKAHTHas pasHWULa; M3 3TOro (akta aBTOPbl 3aKNOYalT, YTO B MeTabonusme
HYK/IEMHOBOM KMCNOTbl MOMEPeYHONoN0caTblX MbILL, HENPEMEHHO CnefyeT npunucatb BaXKHOe
3HayeHMe TPOUUECKOMY [eWCTBUIO HePBHOM cucTeMbl. Cofep)kaHve HYKIEWHOBOW KWCNOTbl
HepOTOMM3MPOBAHHOM Y TEHOTOMU3MPOBAaHHOM MKPOHOXHOW MbIlLbl Rana esculenia Ha 3. T
12. geHb nocne BMeLIaTeNIbCTBa He MOKas3ano CUFHUMUKAHTHOrO U3MEHEHWs.

Gabor Hollosi, Pécs, Rakdczi ut 80., Hungary.
Imre Benedeczky, Pécs, Rakéczi at 80., Hungary.
Andras Tigyi, Pécs, Rakéczi Gt 80., Hungary.
Kalman Lissak, Pécs, Rakdczi Gt 80., Hungary.
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Zusammenfassung

Die Frage nach der Gestaltung des Fruchtknotens steht — wie es auch aus dem Studium
der einschldagigen Literatur erhellt — noch immer offen, da Angaben sowohl fiir den axialen
als fur den foliaren Ursprung des Fruchtknotens vorliegen.

Um einen genaueren Einblick in die morphologische Natur und den Entwicklungsgang
dieses Organs zu gewinnen, wurden unsererseits eingehende Studien Uber Datura stramonium
L. ausgefihrt. Unsere Wahl fiel auf diese Pflanze unter anderem aus dem Grund, daB die
Fruchtknotenbildung bei der Familie der Solanaceen und innerhalb dieser bei Datura stramo-
nium schon von mehreren Forschern, deren Folgerungen einander widersprechen, untersucht
worden ist.

Die von uns angefiihrten Beobachtungen erstreckten sich auf samtliche Entwicklungs-
stufen, von der 2 mm groRen reproduktiven SproRspitze bis zur Blite, wobei einerseits die
histogenetischen Phasen der Fruchtknotenausbildung an sukzessiven Schnitten, andererseits
aber die einzelnen morphogenetischen Phasen, im Stereomikroskop verfolgt wurden.

Auf Grund unserer Untersuchungen sind wir — im Gegensatz zu den in der Fachlitera-
tur herrschenden Auffassungen — zur Anschauung gelangt, daB das Gyndzeum von Datura
stramonium L. génzlich als blattbiirtig zu betrachten sei.

Die Fruchtknotenanlagen werden in der zweiten Tunica-Schicht der reproduktiven
Spitze angelegt, wo sich eine durch Periklinalteilungen entstandene sog. subapikale Zellen-
gruppe, &dhnlich dem bei den Laubbléttern ersichtlichen Prozess, dann vermehrt.

Im Entwicklungsgang des Gyndzeums kdnnen zwei Phasen unterschieden werden, und
zwar die zu Beginn der Fruchtknotenausbildung wahrzunehmende und spéater unterdriickte
peltate, und ferner die im Verlauf des weiteren Wachstums vorherrschende plikate Phase.
Die Plikation bewirkt das Entstehen der primaren Scheidewand, gefolgt von der Bildung der
sekundéaren Scheidewand, die durch das Einschlagen der Karpellrdnder zustande kommt.
Gegenuber den &lteren morphologischen Darstellungen kann also die sekundare Scheidewand
nicht als Scheintrennwand angesehen werden.

Es erhellt ferner aus unseren Befunden, daB hinsichtlich der Histogenese des Gynéa-
zeums die Plazentation der Samenanlagen als marginal bezeichnet werden durfte.

Einfihrung

Das Studium der Morphologie und Histogenése der reproduktiven Or-
gane der Phanerogamen steht im Mittelpunkt der ontogenetischen und teil-
weise auch der philogenetischen Forschungen. Besondere Beachtung wird den
Spermatophyten-Fruchtknoten und hauptsédchlich der Frage ihres Ursprungs
geschenkt.

Seit Mitte des vergangenen Jahrhunderts ist Uber die Histogenése des
Gynézeums eine groBe Zahl von Arbeiten erschienen, in welchen aber sich
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ganzlich verschiedene Auffassungen widerspiegeln. Von diesen sollen im Fol-
genden zwar nur die wichtigeren zusammengefaBt werden, solch einen Uber-
blick zu geben erschien uns aber geboten, da tUber die Gestaltung des Frucht-
knotens noch heute keine einwandfreie und einheitliche Ansicht herrscht,
und somit die aus jingster Zeit stammenden Theorien und Beweise die dlteren
Betrachtungen entweder entkraftigen oder aber Angaben zu derer Weiter-
entwicklung erbringen.

Schon in 1851 wies Hofmeister [13] darauf hin, daR der einkernige
Embryosack der Samenanlage als eine der Makrospore der Farne homologe
Bildung zu betrachten sei. Diese Feststellung spornte die Forscher zu weite-
ren Untersuchungen an, als deren Ergebnis dann Goebel [7], Warming [37]
und Strasburger [31] festgelegt haben, daB die Samenanlage mit dem Mak-
rosporangium gleichwertig sei. Sie fanden ferner, dall die Fruchtschuppe der
Gymnospermen dem Makrosporophyllum homolog ist und trachteten danach
die Blattbirtigkeit beider Organe nachzuweisen. Schafer’s [28] Beobachtun-
gen sprechen dafir, daB, obwohl die Fruchtschuppe sich allméhlich modifi-
ziert, in der Anlegung des Sporophylls und der Fruchtschuppe kein Unter-
schied festgestellt werden kann.

Viel schwieriger gestalten sich die Verhdltnisse hinsichtlich der richtigen
Beurteilung der Angiospermen-Fruchtknoten. Manche glauben n&dmlich dem
Fruchtknoten der Angiospermen — im Gegensdtze zu dem der Gymnosper-
men und der Farne — den Blattcharakter absprechen zu missen, und viele
sind es, die die Frage der Homologie hier noch heute nicht als endgultig klar-
gelegt betrachten; mehrere Forscher sind der Ansicht, daB der komplizierte
Bildungsgang des Fruchtknotens génzlich oder teilweise dem axialen Charak-
ter dieses Organs zuzuschreiben wdre. De Candolle [zit. 19] versuchte als erster
zu der Frage des Ursprunges und der Natur des Angiospermen-Gyndzeums
eine Erkldrung vorzulegen, indem, obwohl er den Fruchtknoten fir blattbur-
tig hé&lt, in der Ausbildung der Basis auch der Achse eine Rolle zuspricht.

Nach Payer [20] lassen sich im Fruchtknoten ausdricklich zwei Teile
unterscheiden, und zwar ein die Samenanlagen tragender axialer, und ein nicht
axialer, sog. appendikulérer Teil.

Van Tieghem [32], der aber sich nur mit dem schon entwickelten Frucht-
knoten befalRte, kommt zu dem Schluf3, dafl dieser entweder als Organ axialen
oder foliaren Ursprunges angesprochen werden kdnnte, ja nachdem die Holz-
und Bastteile der sich dort ausbildenden Leitbiindel, eine dem Stengel oder dem
B latt entsprechende Anordnung aufweisen.

Celakovszky [4] war der erste, derim Gegensatz zu den erwéhnten Auto-
ren zu der Folgerung gelangte, dall der Fruchtknoten in seiner Génze ein Organ
foliaren Ursprunges sei. Seiner Ansicht nach bilden sich die Karpellanlagen in
der Form von umgekehrten Kappen, oder Tuten aus; ihre in der Mehrzahl der
Félle ersichtlichen ventralen Spalten entstehen dadurch, dafl die zu einander
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gewandten und im Wachstum begriffenen transversalen Karpellrdnder nicht
ganzlich aneinanderstofen. Die schon von den Zeitgenossen stark Kritisierte
Theorie von Celakovszky beruht aber auf der Annahme, dall die Samenknos-
pen den Blattfiedern homolog seien. Basierend auf dieser Anschauung gelangte
er — hauptséchlich im Zusammenhang mit der Plazentation — zu irrtimli-
chen Folgerungen.

Goebel [8] fuhrte an, daB die Fruchtblatter schildférmigen Bléttern
&hnlich entstehen; die Ausbildung ihres Ventralteiles geht keineswegs von den
vorher differenzierten Blattrdndern aus, sondern hebt sich als ein geschlosse-
ner, von ihm als die »Sohle« des Karpells bezeichneter Wulst hervor, welcher
mindestens gleichzeitig mit der vorschreitenden Differenzierung der Blattrdn-
der ausgebildet wird.

Auch Schafer [28] erkldrte sich fur die Blattbirtigkeit des Fruchtkno-
tens. Er untersuchte mehrere Familien mit ober- und unterstdndigem Frucht-
knoten und befallte sich in erster Linie mit der Gestaltung der Plazenta. Von
ihm werden nicht allein die Pistillwé&nder, sondern auch die Plazenten in jedem
Fall als Organe foliaren Ursprunges gedeutet.

Nach einem Stillstand von mehreren Jahrzehnten sind neue Gedanken
Uber die Frage der Fruchtknotengestaltung von Grégoire [10] aufgeworfen
worden, welcher von der Anschauung ausging, daB eine Homologie von Frucht-
knoten und Blatt oder Achse nur in dem Falle anzunehmen sei, wenn die Anle-
gung und weitere Entwicklung des Fruchtknotens mit einem der beiden iden-
tisch vor sich geht. Um das Problem klarzulegen, fiihrte er vergleichende Unter-
suchungen am Vegetationskegel des reproduktiven und vegetativen Sprosses
durch und gelangte zu der Folgerung, daB diese abweichenden Charakters sind.
Seiner Darstellung nach ndmlich »entstehen im letzteren die Bliitenorgane aus
einer zweireihigen subepidermalen Zellschicht, innerhalb dieser aber bietet sich
eine inaktive parenchymatische Region dar, welche an der Ausbildung der
Blitenspitze keineswegs teilnimmt«. Ferner hat er festgestellt, daB von den
Blitenorganen die Staubblédtter und die Karpelle nur L&ngenwachstum auf-
weisen und sonst »die fur die Laubbléatter charakteristische marginale Verbrei-
terung vermissen«. Darnach soll der Fruchtknoten der Angiospermen als ein
Organ »sui generis«, also als keinem vegetativen Organ homolog, betrachtet
werden.

Auf dem Gebiete der Gyndzeum-Forschung ist von besonderer Wichtig-
keit die Tatigkeit von Trot1 [33], welcher eine neue Theorie zu der Frage nach
der morphologischen Wertigkeit einiger Gestaltungstypen des Fruchtknotens
vorlegte. Er stellte die damals herrschenden Ansichten auf eine einheitliche
Basis, indem er in einer jeden Erscheinungsform des coenokarpen Fruchtkno-
tens das Vorhandensein der synkarpen, parakarpen und apokarpen Zone nach-
wies und damit die Bestatigung flr eine einheitliche Ausbildung der verschie-
denen Fruchtknotenarten darlegte. Einen Unterschied erblickt er nur in der

6 Act iologica X1/2.
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Verschiebung der fertilen Zone, bzw. in deren betonten oder unterdrickten
Entwicklung. Troltr untersuchte sehr sorgféltig die Entwicklung des Laubblat-
tes und in Zusammenhang damit auch die des Schild-, bzw. schlauchférmigen
B lattes [34]; bei letzterem widmete er groBe Aufmerksamkeit der Gestaltung
und der Rolle der Querzone (Peltation) und ferner dem Einrollen der Uber der-
selben konvergierenden Spreitenrander (Plikation). Ein Vergleich zwischen der
Entwicklung des Schild-, bzw. schlauchférmigen Laubblattes und des Karpells
lieR klar erkennen, daR hier eine volle Ubereinstimmung herrscht [35].

Seither wurde der Entwicklungsgang der Blumenblétter (und somit auch
der Karpelle) mit jenem der Laubbldtter, von einer Anzahl von Forschern aus
der TROLLschen Schule [30, 35] verglichen und ihre identische Gestaltung auf
histogenetischer Grundlage nachgewiesen.

Die TROLLsche Theorie wurde durch die morphologischen Untersuchun-
gen von Winkler [39], Baum [1] und Leinfellner [16, 17] erhédrtet, ja sogar
mit weiteren Anhaltspunkten bereichert. So z. B. stellten letztere Forscher das
Vorhandensein von vier Zonen im Fruchtknoten fest, also konnten sie vor der
synkarpen Zone noch eine sackartige, plazentenfreie, sog. primé&r-synkarpe
Zone beobachten. Die Entwicklung der Querzone wurde auch von Baum unter-
sucht und mit den parakarpen, d. h. mit den im Verlauf der strukturellen Aus-
bildung des synkarpen Gyndzeums, im Fruchtknoten 6fters auftretenden, kon-
genitalen und postgenitalen Verwachsungen in Zusammenhang gebracht.

Die Ergebnisse der histogenetischen Untersuchungen welche McCoy [18]
an im Wachstum begriffenen Bléatterund Bliten von Frasera carolinensisdurch-
fihrte, haben die »foliare Theorie« gleichfalls bestdtigt; diese seine Befunde
beweisen nédmlich, daB bei der erwdhnten Pflanze die Ausbildung der Blatt-
bzw. Blitenorgane in &hnlicher Weise vor sich geht, woraus sowohl auf eine
Homologie von Bliten und Laubbl&ttern, wie auf die Blattbirtigkeit der Kar-
pelle zu folgern ist.

In jiingster Zeit befalte sich SARKANY [22] eingehend mit dem Entwick-
lungsgang des Gyndzeums bei den Umbelliferae, insbesondere bei Foeniculum
vulgare. In Mittelpunkt seiner Untersuchungen steht das Problem des unter-
standigen Fruchtknotens, doch fiihrte er Untersuchungen auch uber den Leit-
bindelverlaufin jingeren und vollentwickelten Bliten, bzw. im Fruchtknoten
aus, und erbrachte einerseits mit den Ergebnissen dieser Studien, andererseits
mit dem Nachweis der peltaten und plikaten Phase, weitere Beweise fur die
Blattburtigkeit der Fruchtknoten der Umbelliferae.

Gegeniber den die foliare Theorie unterstiitzenden Ergebnissen, weisen
einige Angaben aufden axillaren Ursprung des Fruchtknotens hin. Brooks [2]
im Einklang mit Grégoire, kam zu Folgerungen, wonach zwischen der vege-
tativen und der reproduktiven Spitze ontogenetische Unterschiede bestinden,
den Karpellen der Blattcharakter abzusprechen wdare und letztere als Organe
»sui generis« betrachtet werden mufiten.
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Barnard [zit. 36] kommt fiir Gramineen, Cyperaceen und Juncaceen zu
dem SchluBl, »daf die Stamina auf Grund ihrer Histogenése Achsennatur auf-
weisen miiBten, und zwar deshalb, weil bei ihrer Ausgliederung am Bliten-
vegetationspunkt, im Gegensatz zu den lbrigen Organen, Ccrpusgewebe betei-
ligt seien und die dulRere Tunica-Lage keinerlei periklinare Teilungen aufweise«.
Abgesehen davon, dall andere Autoren (z. B. Schultze-Mortel, fir Cypera-
ceen, [zit. 36]) solche Unterschiede nicht feststellen konnten, besitzen Bar-
nard’s Feststellungen keinen ausschlaggebenden W ert, da bei der Bildung der
Blattanlage im Vegetationspunkt die ersten Teilungen bestimmt nicht immer
einheitlich vor sich gehen [zit. 36].

Ansonsten ist Barnard zur Erkenntnis gelangt, daR die Samenanlagen
aller von ihm untersuchten Pflanzentypen achsenbiirtig seien.

Auch Eckhardt [zit. 36] hat sich mit diesem Problem eingehend befafBt
und fand, daB abgesehen von wenigen Fé&llen von einer Stachysporie keine
Rede sein kann. Innerhalb der Familien der Helobiae, Polycarpicae und Centro-
spermae konnte er die Blattnatur der Samenanlagen einwandfrei beweisen.

Aus Obigem geht hervor, daB trotz weiterverzweigten und sorgféaltigen
Prifungen, trotz verschiedenen Theorien, die Frage nach dem Aufbau des
Fruchtknotens bis zum heutigen Tag noch nicht als endgultig gelést angespro-
chen werden kann. Hiezu sei noch bemerkt, daB in gewissen Fallen, sogar bei
zu derselben Familie gehdrenden Pflanzen, stark abweichende Ansichten Uber
den Entwicklungsgang des Gynédzeums herrschen. Dies gilt beispielsweise auch
hinsichtlich der Familie der Solanaceen. Obwohl mehrere Forscher eine grofe
Anzahl der hierzu gehdrenden Gattungen untersucht haben, erwiesen sich die
die Fruchtknoten betreffenden Folgerungen in vielen Fé&llen recht unterschied-
lich. Diese Tatsache hat mit zu unserem Entschlufl beigetragen, die Frucht-
knotenausbildung bei Datura stramonium L. einer eingehenden Untersuchung
zu unterwerfen. Da wir uns mit Datura stramonium schon friher aus anderen
Gesichtspunkten befallt haben [23, 24], lag es auf der Hand, unsere histogene-
tischen Beobachtungen an dieser Gattung durchzufithren und dadurch unsere
Kenntnisse uber diese Pflanze auch in einer anderen Richtung zu erweitern.

Kurze Zusammenfassung der Fachliteratur

Der Fruchtknotenbildung der Solanaceen wurden schon mehrere Arbeiten
gewidmet. Vor allem soll die auf diesem Gebiet entwickelte Tdatigkeit von
Buchenau [3] und Payer [20] erw&hnt werden. Beide Autoren erkldren sich
fur die Blattbirtigkeit des Fruchtknotens, wobei sie jedoch bezlglich der
Scheidewdnde deren axialen Ursprung betonen, und behaupten, die Fachbil-
dung ware auf eine Aushdéhlung der Axe zurickzufihren. Ihrer Ansicht nach
ist die Plazenta gleichfalls ein Achsengebilde.

Schafer [28] hat seinerseits auch eingehende Studien an Nicotiana rus-

6*
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tica und Atropa belladonna ausgefihrt, doch unterldBt er fir die erwéhnte
Gestaltungsart entwicklungslehrliche Beweise zu unterbreiten. W ére, seiner
Ansicht nach, die Plazenta achsenbirtig, miuRBte auf L&ngsschnitten des jungen
Gyndzeums die Scheidewand als verldngerte Spitze der Blitenachse erschei-
nen; andererseits miuRte auch »entwicklungsgeschichtlich eine Teilung dieses
Achsenendes in 2 Halften nachweisbar sein, will man nicht zu dem Ausfluchts-
m ittel greifen, nur den unteren Teil als Achsengebilde zu betrachten, den oberen
dagegen als eingeschlagene und verwachsene Fruchtblattrdnder«. Schafer
meint, dall den Gyn&zeum an der reproduktiven Spitze aus zwei schildférmi-
gen Karpellen entsteht, »welche zu ihrer Ausbildung das Gewebe des Vege-
tationspunktes vollstdndig verbraucht haben«. Seiner Ansicht nach sind in der
Familie der Solanaceen die Scheidewé&nde des Fruchtknotens wie auch die sich
dort aushildende Plazenten, gleichfalls foliaren Ursprunges und entstehen durch
den schildformigen Bau der Karpelle. Nicht die Aushdhlung der Achse, son-
dern das schlauchférmige Wachstum des Karpells bedingt das Entstehen der
Scheidewénde. Die bei der Entwicklung schildférmiger Blatter auftretenden
»Anschwellungen der Blattrdnder« stoBen schlieflich aneinander, ihre gemein-
same Ansatzstelle erhebt sich und hier bildet sich dann die Trennwand aus.

Auf Grund ihrer histogenetischen Untersuchungen kamen Grelot [11]
und Vidal [zit. 19] zu einer annédhernd identischen Auffassung, da beide den
Fruchtknoten flr blattbirtig, die Trennwand aber fir ein bis zur Spitze des
Ovariums hochwachsendes Achsengebilde hielten. Grelot basierte seine Fol-
gerungen, m—wie van Tieghem — auf die Gestaltung der Nervatur, indem er
zu dem Schlull gelangte, dal der Entwicklungsgang der Innervierung in der
Achse und in der Trennwand Ubereinstimmend seien.

Goebel [9] hat sich mit der Familie der Solanaceen eingehend befalt
und stellte fest, dal die Scheidewand durch eine aus Karpell und Torus ent-
standene Doppelsdule gebildet ist. In der Spitzenregion des Ovariums schliefen
sich die Karpellen nach raschem Wachstum ab, wéhrend ihre seitlichen Teile
die parietale Zone der Plazenta bilden. Danach soll der Achse in der Entwick-
lung des Ovariums keine wichtige Rolle zukommen.

Kruger [14] fuhrte an mehreren Arten des Genus Solanums Unter-
suchungen durch, welche die Entwicklung des Fruchtknotens und der Plazenta
und ferner die Fruchtreife zum Gegenstand hatten. Die Histogenese des Gyné-
zeums verfolgend, gelangte sie zu der Ansicht, dal die Fruchtknotenanlagen
in der dritten Schicht des reproduktiven Vegetationskegels angelegt werden,
ihre Entwicklung also der der Laubblatter bei den Solanum-Arten durchaus
&hnlich ist, worlber Lange [15] schon friher berichtete. Bei den Solaneen
erfolgt, nach Kriiger, die Anlegung der Plazenten meistens in der vierten, sel-
tener in der dritten Zellschicht und es sei auch nicht génzlich auszuschlieBen,
dal bei einigen Gattungen die vierte Zellschicht durch Teilung der Dritten
zustande ké&me.
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Satina und Blakeslee [25] stellten periklinale Chimaeren in Datura
stramonium her, um die Entstehung des generativen (reproduktiven) Vegeta-
tionskegels, sowie des Fruchtknotens, an polyploiden Zellschichten verfolgen
zu kénnen und berichten Uber die Ergebnisse, zu welchen sie durch einenVer-
gleich mit ihren friheren Beobachtungen am Laubblatt, Perianth und Staub-
blatt von Datura stramonium hinsichtlich der Anlegung und Entwicklung die-
ser Organe gelangten [26]. Die Fruchtknotenanlagen von Datura stramonium
sollen in der Keimschicht (germ-layer) L. I11. (dritte Schicht) angelegt werden,
durch periklinalen Teilungen, welche sich spdter auch in der Lage L. Il. fort-
setzen. Die Teilung der dritten Keimschicht spricht dafir, dal sowohl der
Fruchtknoten, wie auch das Staubblatt, Achsenbildungen seien, im Gegensatz
zu dem Laubblatt, welches sich, wie aus den Untersuchungen hervorgeht, in
der zweiten Keimschicht (Tunica Il) iniziert. Die Karpellanlagen nehmen bei
fortschreitender Entwicklung die Ferm von zweier offenen Hufeisen an, zwi-
schen welchen die echte Trennwand allmdhlich emporwéchst. Aus der echten
Trennwand zweigen sich, in Richtung des dorsalen Teiles der Karpelle, Schein-
trennwénde ab, wodurch die vier Fdcher gebildet werden. Die Abzweigung der
Trennwand 14Rt, in Richtung der Fruchtknotenspitze hin, allmé&hlich nach,
sodaR in dieser Region der Fruchtknoten nur noch zweifécherig erscheint.

Murray [19] untersuchte 15, zu der Familie der Solanaceen gehdrende
Gattungen und kam im Hinblick auf deren Verwandtschaftsbeziehungen zu
philogenetischen Folgerungen. Ihre, die Gestaltung des Fruchtknotens betref-
fende Feststellungen basierte sie hauptsdchlich auf den Leitbindelverlauf.
Ihrer Ansicht nach ist der Fruchtknoten achsenbirtig, da seine adaxialen Leit-
biindel amphicribral sind und sich nach der Art von Spurstrdnge in das Lei-
tungsgewebe des Torus einfligen. Demgegeniber halt sie das zentrale, paren-
chymatische Gewebe der Scheidewand fur eine Verldngerung der Achse, die
&uBere, die Achse bekleidende und die Plazenten tragende Geweberegion aber
fur entschieden blattbirtig. Mit ihrer dualistischen Konzeption hinsichtlich der
Beurteilung der Scheidewand, steht sie der appendikuldren Theorie dae Can-
dotte’s nahe. Das Entstehen der Scheintrennwand bei Datura stramonium
wdre dem Streckenwachstum der Karpellgewebe in Richtung der Plazenta
hin zuzuschreiben. Die Anordnung der Plazenten soll nach Murray als axil-
lar, ihr Ursprung als foliar gedeutet werden.

Aus all dem Vorstehenden geht hervor, daB der Fruchtknoten von Datura
als ein synkarper Fruchtknoten, in welchem eine echte Scheidewand durch-
geht, bezeichnet werden kann; die vierfacherige Ausbildung im unteren Teil
des Fruchtknotens wird durch das Entstehen einer Scheintrennwand bewirkt
[9, 19, 25]. Wettstein [38] beschreibt die Plazentation von Datura als axil-
lar-angulér.
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Material und Methode

Wir begannen unsere Studien (ber die Gestaltungsphasen des Fruchtknotens von
Datura mit dem Einsammeln des ungefdhr 2 mm grofRen reproduktiven Vegetationsspitze.
Von diesem Entwicklungsstadium wurde das Material bis zur Entfaltung der Bliten, fortlau-
fend eingesammelt, in Carnoy Il fixiert, dann auf die bliche Weise in Paraffin eingebettet und
zu Serienschnitten aufgearbeitet. Zur Farbung der 15 fl dinnen Schnitte wurde die Doppel-
farbemethode Bismarckbraun-Malachitgrin verwendet [21].

Neben unseren cytologischen und histogenetischen Untersuchungen verfolgten wir im
Stereomikroskop, auch die einzelnen morphologischen Phasen der Fruchtknotengestaltung.
Dies ermdglichte uns, aus in drei Richtungen parallel durchgefithrten Beobachtungen, unsere

SchliBe zu ziehen.
In Hinsicht auf die Terminologie sei erwahnt, daf beziiglich der Zonation des reproduk-

tiven Vegetationspunktes, wir die von Schmidt [20] herrithrende Tunica-Corpus Bezeichnung
verwendet haben, obwohl in jungster Zeit die Richtigkeit der Tunica-Corpus Konzeption
stark in Frage gestellt wurde und hauptsdchlich fur die Aufteilung des Vegetationskegels neue
Benennungen vorgeschlagen worden sind [5 12]. Es schien uns geboten, bei der Tunica-Cor-
pus Konzeption zu bleiben, da diese Geweberegionen in Datura leicht zu unterscheiden sind;
die Stellen also, wo die einzelnen Prozesse vor sich gehen, kénnen gut abgegrenzt werden.

Eingehende Beschreibung der Untersuchungen
Fruchtknotengestaltung

Im reproduktiven Yegetationspunkt von Datura stramonium kénnen nach
dem ZusammenschlieBen der Sepala, nach dem Erscheinen der Petala- und
Staubblattanlagen, in der zweiten Lage der zweireihigen Tunica, charakteri-
stische Antiklinalteilungen beobachtet werden. Im darauf folgenden Entwick-
lungsstadium treten in zwei entgegengesetzten Stellen des schon vollkommen
abgeplatteten Yegetationspunktes periklinale Teilungen auf, welche schon die
Anlegung der Karpelle andeuten (Abb. la). Es entstehen zwei sog. subapikale
Initialgruppen, welche die erste Tunica-Schicht ein wenig nach Oben schie-
bend, sich zu gut ausnehmbaren W ilsten ausbilden. Zwischen den zwrei W il-
sten, in der Mitte, ebenfalls in der zwreiten Tunica-Schicht, wird allméahlich eine
in Periklinalteilung begriffene, von uns basale Initialen genannte, Zellengruppe
ersichtlich (Abb. 1b). Mit dem Erscheinen dieser basalen Initialzellen setzt die
laterale Entwicklung des Karpells und die Bildung des spater immer mehr
tdtigen Randmeristems ein.

Die subapikalen Initialen liefern durch rasche Teilungen ihre Deszenden-
ten, welche im Verlauf der spéteren Entwicklung, das L&ngewachstum der
Karpellprimordien zur Folge haben. Die Deszendenten werden geteilt und lie-
fern so das Grundmeristem des fortwdhrend wachsenden Karpellprimordiums.

Durch die Teilung der Basalinitialen wird der Grund des Fruchtknoten-
primordiums angelegt und die Basis beider W uillste verbreitert sich. Mit dem in
dér verbreiterten Basis der Karpellanlagen einsetzenden Wachstum bildet sich
die Querzone der Anlagen aus, welch letztere dann miteinander verwachsend,
sich gleichzeitig zu strecken beginnen (Abb. 2); dieser Vorgang bedingt die
schlauchférmige Gestaltung (Peltation) der Karpellprimordien. Im geschilder-
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Abb. la. Anlegung der Karpelle (Obj. : Zeiss Apo, 40x, Oe. Leitz Periplan 10x)

Abb. 1b. Anlegung der Querzone (Obj. :Zeiss Apo. 40x, Oc. Leitz Periplan 10x)

Abb. 2. Langsschnitt durch den Fruchtknoten in der peltaten Phase. (Obj. : Zeiss Apo. 40x,
Oc. Leitz Periplan 10x)
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ten Entwicklungsstadium ist die Fruchtknotenanlage zweifdcherig, nach oben
zu steht sie aber noch offen (Abb. 3).

Bald darauf beginnt die zweite Phase der Fruchtknotenbildung, charak-
terisiert durch das intensive, zentripetale Wachsen der Karpellrdnder in Rich-
tung der Querzone hin (Abb. 4). Dieser Vorgang wird von der erneuerten Tatig-
keit des schon frither aufgetretenen Randmeristem eingeleitet, insofern sich das
zu Beginn des Entwicklungsprozesses nur an der Basis der Karpellanlagen
bemerkbare Randmeristem im Laufe des Ldngenwachstums allmé&hlich ver-

Abb. 3. Die im Verlauf der Peltation entstandenen zwei Facher (Obj.: Zeiss Apo. 40 X,
Oc.: Leitz Periplan 10 X)

breitert (Abb. 2). Sein eigenartiger Bildungsgang kann an den in der zweiten
Protodermschicht (Tunica) im Anfang nur zerstreut, spéter aber gruppenweise
auftretenden periklinen Teilungen leicht verfolgt werden. Die sich stets stei-
gernde Aktivitdt des Randmeristems fordert ein ebenfalls intensives, zentri-
petales Wachstum, infolgedessen tUberwdlben die Karpellrdnder die Querzone,
wachsen spéter dort an und schlagen sich allmdhlich ein. Bei fortschreitender
Plikation wird die peltate Zone unterdrickt und im etwas alteren Frucht-
knotenprimordium ist schon die plikate Zone vorherrschend (Plikation, Abb. 5).

Die Weiterentwicklung der Plikation 148t sich am besten an etwas alte-
ren Fruchtknotenanlagen verfolgen. Durch postgenitale Verwachsung, welche
sich als Fortsetzung der Querzone, an der abaxialen Seite der Karpellrdnder
bemerkbar macht, wird die sog. echte Scheidewand, der wir im Folgenden den
Namen »primére Scheidewand« beilegen, gebildet. Die Plikation der freistehen-
den Karpellrdnder setzt sich senkrecht auf die primére Scheidewand und im
gleichen Rhythmus fort: sich allmé&hlich verschmelzend erreichen die Karpell-
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rdnder, entlang der Ansatzstelle des Hauptnerves, die adaxiale Wand des
Fruchtknotens, auf welche sie dann anwachsen. Es entsteht so der vierfache-
rige Bau des Fruchtknotens (Abb. 6 und 7). Die postgenitale Verwachsung der
Karpellrdnder ist an letzteren Abbildungen gut ersichtlich.

Als Ergebnis unserer Untersuchung ergibt sich somit, daB, da die Aus-
bildung der sog. Scheintrennwand auf die geschilderte Weise vor sich geht,
diese von uns als blattbirtig und als sekund&re Scheidewand gedeutet wird.

Abb. 4. Ldngsschnitt durch den Fruchtknoten bei Beendigung der peltatcn Phase
(Obj.: Zeiss Apo. 40 X, Oc: Leitz Periplan 10x)

W &hrend der Ausbildung des Grundes sind die Dorsalabschnitte der Kar-
pelle in starkem W achstum begriffen und stoBen allmé&hlich aneinander. Gleich-
zeitig setzt auch das Langewachstum der Scheidewdénde ein. Die Entwicklung
der priméren Scheidewand geht intensiver vor sich und zu der Zeit, wo sich der
Fruchtknoten verschlieBt, hat sie die Achsenspitze erreicht (Abb. 8). Dem-
gegenliber wéchst die sekunddre Scheidewand nur bis zu dem oberen Drittel
des Fruchtknotens empor. Die Plikation ist ndmlich in dieser Region geringer,
infolgedessen tritt sie mit der adaxialen Seite des Fruchtknotens nicht mehr in
Berlthrung, wéhrend in den noch héheren Regionen sie sich von der primédren
Scheidewand vollkommen zuriickzieht, wodurch der vierfdcherige Fruchtkno-
ten hier zweifécherig erscheint (Abb. 9 bis 14).
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Abb. 5. Beginn der Plikatphase (Obj.: Zeiss Ap6. 40 X, Oc: Leitz Periplan 10 X)

Abb. 6. Ausbildung der primédren Scheidewand (Obj.: Zeiss Ap6. 20X, Oc: Leitz Periplan 10x)
Abb. 7. Ausbildung der sekund&ren Scheidewand (Obj.: Zeiss Apo. 20 X, Oc.: Leitz Periplan
10X)

Abb. 8. VerschlieBen des Fruchtknotens (Obj.: Zeiss Apo. 20x, Oc: Leitz Periplan 10X)
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LiJ-

Abb. 9. Beendigung der Plikation; auf die dorsale Fruchtknotenwand angewachsene Plazenten
(Obj.: Zeiss Apo. 20 X, Oc: Leitz Periplan 10x)
Abb. 10. Auflockerung der Plikation; Beginn der Plazentenwanderung (Obj.: Zeiss Apo. 20 X,
Oc.: Leitz Periplan 10 X)

Abb. 11. Von der Dorsalwand des Fruchtknotens an die sich zuriickziehenden sekunddaren
Scheidewande tGberwanderte Plazenten (Obj.: Zeiss Apo. 20 X, Oc.: Leitz Periplan 10 X)
Abb. 12. Trennung der Fruchtknotenwand und der sekundédren Scheidewand (Obj.: Zeiss Apo.
20 X, Oc.: Leitz Periplan 10x)
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Abb. 13. Verschmelzen der Plazenten (Obj.: Zeiss Apo. 20 X, Oc.: Leitz Periplan 10 X)
Abb. 14. Zuricktreten der sekundéaren Scheidewand, Verschwinden der Plazenta (Obj.: Zeiss
Apo. 40 X, Oc.: Leitz Periplan 10 X)

Abb. 15. Beginn des Zurucktretens der priméren Scheidewand (Obj.: Zeiss Apo. 40 X, Oc:
Leitz Periplan 10 x)

Abb 16. Einfacherige Zone des Fruchtknotens mit pollenfihrendem Gewebe (Obj.: Zeiss Apo.
40 X, Oc: Leitz Periplan 10 X)
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Im oberen Teil des Fruchtknotens nimmt die Plikation immer mehr ah
und wo die die primére Scheidewand bildenden zwei Karpellrdnder sich tren-
nen (Abb. 15), liegt die einfédcherige Zone des Fruchtknotens, bzw. die Basis
des Griffels. Das hier ausgebildete einzige Fach ist etwas héher mit pollenfuh-
rendem Gewebe abgeschlossen (Abb. 16).

Plazentation

In jenem Stadium der Entwicklung, wo im Verlauf der Plikation die
sekund&re Scheidewand angelegt wird, erscheint am Rand der Karpelle, an
ihrer adaxialen Seite, ein sich dinkler farbendes Gewebe, dessen Ausbildung
Periklinalteilungen in der zweiten und dritten Protodermschicht vorangehen.
Es handelt sich um ein Meristem, welches bei fortschreitender Entwicklung
die Plazenta bildet.

Die Anlegung der Plazenten erfolgt gleichzeitig mit dem schon erwé&hn-
ten, charakteristischen Einschlagen der Karpellrander und demgemdR &ndert
sich ihre Ansatzstelle nach den verschiedenen Zonen des Fruchtknotens (Abb.
6 und 7). Diese Anderung offenbart sich darin, daR im unteren Teil, also in
der Zone der starksten Plikation, die Plazentation in allen vier Fruchtknoten-
fachern ihren Ursprung scheinbar aus der adaxialen Wand nimmt, wéhrend
sie im mittleren Drittel, im groBen und ganzen, auf die sekundédre Scheidewand
verlegt wird. Noch hdher, im Gebiet wo die Plikation geringer ist, und die
sekundére Scheidewand allmédhlich aufhdért, also im zweifdcherigen Teil des
Fruchtknotens, zieht sich die Plazenta beinahe bis zu der primédren Scheide-
wand zuriick. Nach der Spitze zu ist eine »sterile Zone« bemerkbar, und zuletzt
in der einfdcherigen Region fehlt die Plazenta vollkommen. Der hier nur kurz
geschilderte Bildungsgang la4Rt sich am besten in jenem Stadium der Frucht-
knotenentwicklung verfolgen, wo sich auch die Samenanlagen schon ausgebil-
det haben (Abb. 9 bis 14). Diese Untersuchungen bestdtigen daherdie Annahme,
daBR die Plazenta im Verlauf der Fruchtknotenbildung am Rand der Karpell-
primordien auftritt, letzten Endes also samt den Samenanlagen, als blattbiirtig
aufgefallt werden soll. Andererseits, die Plazentenbildung von Datura stra-
monium kann, in Anbetracht der Plikation der Karpelle, als marginal bezeich-
net werden. Mit dem allméhlichen Verschwinden der sekundéren Scheidewand
scheint die Plazentenbildung sich zentral-anguldr zu gestalten.

Besprechung

Unsere Uber die Histogenese des Fruchtknotens von Datura stramonium
durchgefiihrten Studien lassen darauf folgern, daR es sich in diesem Falle um
eine Ausbildung foliaren Ursprunges handle, das heillt, um die kongenitale,
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.spéter postgenitale Verwachsung von Karpellen, die mit Bl&ttern homolog sind.

Das Entstehen des Fruchtknotens aus der zweiten Tunica-Schicht, wie
das auch im Entwicklungsgang der Laubblattspreite [20, 38] sich ausbildende
Randmeristem, weisen unserer Ansicht nach mit gentigend Sicherheit darauf
hin, dall die Organprimordien, welche den Aufbau des Gyndzeums von Datura
stramonium bedingen, keinesfalls als achsenbiirtige Kdrperteile aufgefallt wer-
den kdénnen, sondern auf Grund ihrer primaren Histogenese als dem Blatt
homologe Bildungen zu betrachten seien.

Die Weiterentwicklung der Fruchtknotenanlagen, ihre Verwachsung, das
Auftreten der fir die schildférmigen Laubbl&tter charakteristischen, gut abge-
sonderten peltaten bzw. plikaten Zonen lassen ebenfalls auf ein Entstehen aus
dem Blatt schlieen.

Danach stehen unsere Untersuchungsergebnisse keinesfalls im Einklang
mit den Folgerungen von Satina und Blakeslee [25], nach welchen der
Fruchtknoten von Datura stramonium gdanzlich als achsenbirtiges Organ gedeu-
tet wird. Die erwdhnten Autoren basieren ihre Feststellung auf den Befund,
daB in der Fruchtknotenbildung von Datura die ersten periklinen Teilungen in
einer tieferen Lage des reproduktiven Kegels — in der dritten »Keimschicht«
oder Corpus — vor sich gehen, wéhrend bei den Laubbl&ttern und den tbrigen
Blutenblattern die anfénglichen Periklinalteilungen in der zweiten »Keim-
schicht« nachzuweisen sind [26]. Demgegeniber konnten wir die ersten Peri-
klinalteilungen in einem friheren Stadium beobachten, als die erwé&dhnten Auto-
ren es beschrieben hatten, ndmlich vor der Anlegung der Carpellwilsten, und
zwar gerade in der zweiten Tunicaschicht.

Unabhédngig von diesen Ergebnissen konnten wir auch im Corpus frih
auftretende unregelmd&Rige Teilungen beobachten, die schon vor der Ausbil-
dung der Fruchtknotenanlage ersichtlich waren, deshalb nur als eine meriste-
matische Téatigkeit der reproduktiven Spitze aufgefalt werden kdnnen und mit
der Anlegung des Fruchtknotens in keinerlei Beziehung stehen. Im Einklang
mit McCoy [20] sind wir der Ansicht, dall es sich hier um ein geringes, inter-
nodiales Wachstum handle.

Ferner berichten Satina und Blakeslee [25] Uber Teilungen, die sich
in der dritten Zellschicht der Fruchtknotenanlagen bemerkbar machen und
welche, laut unserer Meinung, die Ausbildung des Grundmeristems, bzw. des
Karpellmesophylls — wie es auch bei den Laubbléattern der Fall ist — ein-
leiten [6, 27].

Die spateren Periklinalteilungen der zweiten »Keimschicht«, wie dies
Satina und Blakeslee [25] ebenfalls erwdhnen, bringen den Beweis flir die
Ausbildung des Randmeristems, was zweifelsohne fir das Laubblatt charak-
teristisch ist.

W eder die obenerwdhnten Autoren, noch Murray [19] haben sich mit
der peltaten und plikaten Entwicklung der Karpellen befaBt, beziehungsweise
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lieRen sie den Bildungsgang dieser Zonen auBer Acht. Unsere Befunde hinsicht-
lich der plikaten und peltaten Zonation bestdtigen den ausgesprochenen Blatt-
charakter des Baiwro-Fruchtknotens, um so mehr als die Sprossachse keine der-
artige Ausbildung aufweisen kann.

Auf die Entwicklung der Innervierung basierend, kommt Murray [19]
zum Schluf3, dall der Fruchtknoten der zu den Solanaceen gehdrenden Gattun-
gen, und demzufolge auch jener von Datura stramonium, blattbirtige Organe
seien und nur der zentrale, parenchymatische Abschnitt des Fruchtknotens
wird von ihr als achsenbirtig gedeutet, da sie den Blattcharakter des letzteren
nicht nachweisen konnte.

Unsere Untersuchungen weisen darauf hin, daB die Ausbildung des in
Frage stehenden zentralen Abschnittes keinesfalls der Einkeilung der Achse
zwischen den zwei Karpellen, sondern der frihzeitigen kongenitalen und post-
genitalen Verwachsung der Karpellrdnder zuzuschreiben ist. Da sich die kon-
genitale Verwachsung nur auf die unterdrickte peltate Zone beschrankt, domi-
niert im adulten Fruchtknoten die postgenitale Verwachsung der Plikatzone.
Aufdhnliche, postgenitale Verwachsungen geht Baum [1] im Zusammenhang mit
seinen, an anderen Frvichtknotenarten durchgefiihrten Studien n&her ein, und
weist auf zahlreiche morphologische und histologische Abweichungen hin, die
durch die postgenitalen Verwachsungen verursacht und dadurch diese Erschei-
nungen falsch gedeutet werden kdénnten.

Die Anlegung der Karpelle und ihre Weiterentwicklung spricht ebenfalls
fur ihre Blattnatur. Da wir die Mitwirkung tiefer liegender (axialer) Gewebe
in der Ausbildung des Fruchtknotens nicht entdecken konnten, halten wir
letzteren fur ein Organ von homogenem Bau. Von dieser Anschauung ausgehend
kénnen wir, im Gegensatz zu Payer [23], Vidal [zit. 19], Grelot [11] und
Satina und Blakeslee [25], die Plazenta nicht als Achsengebilde auffassen.
Auf Grund unserer Forschungen missen wir Murray’s [19] Ansicht teilen, die
aus der Innervierung auf die Blattnatur der Karpelle folgert und die Plazenta
als einen dem Karpell entstandenem Auswuchs, demzufolge also als blattbir-
tig deutet.

Hinsichtlich der Plazentation kdnnen wir auch den Feststellungen von
Goebel [10] nicht zustimmen, welcher von einer parietalen Plazentation
spricht. Nach ihm soll sich die Plazenta am lateralen, sich intensiver ent-
wickelndem Teil der Karpelle ausbilden.

Nach Wettstein [38], der seine Schlisse aus Untersuchungen Uber den
adulten Fruchtknoten zog, soll die Plazentation bei den Solanaceen eine zen-
tral-anguldre sein. Murray’s [19] Studien Uber eine Anzahl von Solanaceen-
Gattungen, liefen sie darauf schlieBen, dall die Plazentation, da sie in der
Basis des Karpells ihren Ursprung nimmt, als axillar angesehen werden soll.

Die Erkenntnis, da im Fruchtknoten von Datura eine plikate und eine
peltate Zone vorhanden ist, bringt den Beweis, daR das Plazentengewebe am
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eingeschlagenen Karpellrand auftritt und demzufolge die Plazentation, onto-
genetisch gesehen, als marginal anzusprechen ist.

Dem mehr oder minder starken Einschlagen der Karpellrdnder gemaR,
&ndert auch die Plazenta ihre Lage im Fruchtknoten. Dadurch wird aber die
Ontogenese der Plazenta nicht beeinfluBt, und nur die morphologischen Ver-
hdltnisse des entwickelten Fruchtknotens &ndern sich.

An dieser Stelle sei Herrn Professor Sandor Sarkany fir all die gebotene und unsere Ar-
beit erleichternde Hilfe bestens gedankt. Unser Dank gebihrt auch der technischen Mitarbei-
terin Frau Kobort, fir die mikrotechnische Bearbeitung des Untersuchungsmaterials.
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ORGANI ZATION OF THE PI1STILLARY REGION IN DATURA STRAMONIUM L.

Literature contains contradictory reports on the organization of the pistil inasmuch
as some authors regard this ovule-bearing organ as being of axillary, others as of foliar origin.

The authors have chosen the plant Datura stramonium L. on which to study the origin
and development of the pistil, because several authors have studied the pistil of Solanaceae
— of Datura stramonium in particular — and arrived at contradictory conclusions.

The authors followed the ontogeny of the plant from its earliest age to efflorescence
and observed the development of the pistil from a histological point of view by means of serial
sections, and from a morphological point of view by means of the stereomicroscope.

The results of these observations show the pistil of the plant Datura stramonium to be
undoubtedly of foliar origin.

Pistillary protuberances arise in the second tunica of the growing point where the so-
called subapical cell group, produced by periclinal division, continues to divide in a manner
similar to the process observed in foliage leaves.

Two phases can be distinguished in the development of the pistil: 1. the peltate phase
which characterizes the initial period of evolution, 2.the plicate phase which becomes predomi-
nant in the later stage of pistillary organization. Plication gives rise to primary septa which
process is followed by the formation of secondary septa due to a further curling of the edges
of the carpellary leaves. Therefore, the secondary septum is no pseudoseptum as usually de-
scribed in morphological reports.

In consideration of the histogeny of the pistil, the placentation is, according to our ob-
servations, a marginal one.

OAHHBIE K ®OPMWNPOBAHWNIO TUHELEA DATURA STRAMONIUM L.

Cor/iacHo 1ccieioBaHUsSIM aBTOPOB, MPOBEAEHHLIM B CBSI3U C JaHHbIMA NUTEpaTypbl 0
(HOPMMPOBAHMN MECTVKA, [0 CEroAHSILLHEro AHSI HeMb3si CUMTATb STOT BOMPOC PaspeLLEHHbIM,
TaK Kak VMEIOTCS pesy/ibTaTbl WUCCMefoBaHMiA, FoBOpsiLLMe KakK 3a NasyliHyo (axillaris)
TaK 1 3a JICTOBYIO MPUpoAy MeCTUKA.

7 Acta Biojogica X1/2.
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N5 NogpobHOro M3yHeHWs MPOVCXOXKAEHNA W Ja/IbHENLLIEr0 PasBUTUSA NECTUKA aBTopbI
BbIOpa/IM Datura stramonium L. MEXZy MPOYMM M0 TOM MPUYMHE, YTO COF/IaCHO SIUTepaTYpPHbLIM
[aHHbIM Y)Ke HECKO/IbKO aBTOPOB 3aHVMa/IoCh BOMPOCOM 06pa3oBaHUs MECTUKA CeMeiicTBa
Solanaceae W B Mpefenax MocfedHero ¢ Datura stramonium, OfHAKO, OHW MPULLIM K NpOTU-
BOPEUMBbIM  YCTAHOB/IEHVSIM.

ABTOpbI MPOBOAWIN CBOW HAO/OAEHUS HAYMHAs C BOCI'g)OI/BBO,D,VITe}'IbHOVI MOYKM Ben-
UMHOA 2 MM [0 PacKpbITUs LIBETKA, M UCCME0Ba/IM BOMPOC 00pa3oBaHMst MeCTKa OTYacTU C
FMCTOreHETUYECKOM TOUKM 3PEHUST HA CEPUSIX CPE30B, & OTUACTM Ha OCHOBaHWM 3BOJTHOLIMOHHO-
MOpo/IOrnyecknx a3 (B CTEPEOMMKPOCKOTE).

Ha ocHoBe pe3ynbTaToB MCCMEN0BaHW aBTOPbI—B NPOTUBOMOIOKHOCTb FOCTOACTBYHO-
WM [0 CUX MOp BO33PEHUSIM — TOFO0 MHEHUsl, YTO MECTVK Datura stramonium L. BCELEO
JINCTOBOr0 MPOVICXOXAEHUS.

3aBs31 BO3HVKAKOT BO BTOPOM C/10e CTEHKW BOCMPOV3BOAMUTENLHOM MOYKY, rae o06paso-
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Summary

Photosynthetic experiments were carried out with two pure algal strains (7K. Chlorella
vulgaris Beyer, and 953. Coelastrum microporum NAG.) in KOH-K2C03-KHCO03 solutions of
different hydrogen ion and carbon concentrations by the manometric method of Warburg.
The age and pretreatment of cultures were varied. The past history of cells proved to be very
important in bringing into existence the ability to assimilate bicarbonate ions. Evidence was
obtained that Coelastrum, after a relatively short lag period, becomes able to utilize bicarbo-
nates even if cultured in acidic nutrient solution, whereas Chlorella can photosynthesize only
after a one month long training in a medium where the concentration of undissociated car-
bon dioxide is less than 1,5 «10-3 m M /litre.

Introduction

The work reported here deals with the problem of inorganic carbon sources
of unicellular algae, and its purpose is primarily to give answer to certain
hydrobiological questions. In the course of previous experiments it was ob-
served that the rate of photosynthesis in suspensions prepared from various bac-
teria-free algal strains was different when the proportion of carbonic acid com-
ponents was varied [3, 4]. The utilization of hydrocarbonate ions by algae is
along disputed problem in plant physiology. Osterlind [12,13] has first shown
that the planktonic green alga Scenedesmus quadricauda is able to utilize bicar-
bonate ions directly as a carbon source. According to recent investigations by
Steemann Nielsen and Jensen [22] bicarbonate ions are able to penetrate
into cells of Chlorella pyrenoidosa. The rate of penetration is, however,
so low that it is of importance for photosynthesis only under special con-
ditions.

From hydrobiological point of view it would not be indifferent to know
which species of a natural population are able to take up hydrocarbonate ions?
It seemed as though this question could be easily studied by Ruttner's CcON-
ductometric method, that was used first by us in the investigation of algal
suspensions [3].

During the experiments, however, contradictions and confusions were
observed. It has been already pointed out by 6scer1ina [15] that both the

7*
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age of the experimental suspension and the conditions under which it was cul-
tured might greatly influence the utilization of hydrocarbonate ions. Experi-
ments, performed in this direction, confirmed his statements, and gave results
which deserve publication.

Materials and methods

The two bacteria-free algal strains used in the experiments: 7K. Chlorella vulgaris
Beyer, and 953. Coelastrum microporum Nag. (isolated from Lake Balaton in our laboratory
by Zsuzsa F. Kalké in 1954 resp. 1955) are maintained on agar slants containing glucose,
peptone, yeast hydrolysate and the inorganic salts of Knop-Pringsheim nutrient solution
(17 p. 35).

For preparatory cultures algae were scraped from agar slants and suspended in liquid
Knop-Pringsheim medium containing 5% soil extract. The initial pH was adjusted to 7
mwith some drops of n-NaOH solution. The culture was aerated with 3% CO02in air which led to
a decrease of pH to 6,5. Only a small fluctuation in pH (about 1— 1,5 pH units) was observed
during the several weeks long period of cultivation (see later).

For photosynthetic measurements aliquots were taken from cultures of different age.
By means of centrifuging the algal cells were washed three times with the experimental so-
lutions prepared as described subsequently and were resuspended in them. The concentration
of algae was adjusted to about 1000 cell' /d by cell count in Burker haemocytometer.

The algal suspensions were pipetted into Warburg vessels and 0 2-uptake was measured
by the usual Warburg method (24,5). During the experiment the samples were illuminated by
a 40 W luminescence tube (Tungsram F2) built into the water bath of the apparatus (light
intensity c. 5000 lux) at a temperature of 25,0+ 0,1° C and at a shaking velocity of about
110 cycles per minute with a travel of 4,5 cm. Each set of experiments was performed in two
parallels (with 10 resp. 20 m1 suspensions in the parallel vessels).

The results of measurements are givenin mg 021 mg dry matter of algae units. Deter-
mination of dry-matter was carried out by filtering the cells through filter paper “Delta”
Ne 368 and drying them at 105° C to constant weight.

For photosynthetic experiments solutions of different and known carbon content be-
longing to the 3 mM KOH-K2C03KHCO03buffer system were used. They were prepared by
blowing C02gas through a 3 mM KOH solution. The solutions desired were adjusted by pH
measurements. The proportion of the various carbonic acid components in the solutions was
determined on the basis of the relations existing between pH and the composition of the KOH-
K2C0O3-KHCO03buffer system from a diagram constructed by us [3]. The pH of the samples
was measured with an electronic instrument “pH-Electrometer type 2512” (Orion-Budapest),
with glass electrode and a 0,1-n calomel half cell, and was calibrated with Atkins— Pantin
[1] buffer mixture before each series of experiments.

Experimental results

Effect of age of Coelastrum cultures

It was first demonstrated by Ostertina [14] that in five day old culture
of Scenedesmus quadricauda strain the assimilation of bicarbonate proceeds at
the same rate at concentrations between 10 and 100 /rM/litre, whereas a ten
day old culture of this strain loses the ability to utilize hydrocarbonate. In the
course of previous experiments [4] a good bicarbonate utilization was ob-
served in the case of four week old Coelastrum suspensions. Nevertheless, these
studies on the effect of age did not yield consistent results.

The experiments reported here were performed in the following way. Ali
quots were taken every week from the vessel containing the culture of Coela-
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strum microporum for photosynthetic measurements. The four diagrams in
Fig. 1illustrate the rate of photosynthesis at the end of the first, third, fourth
and sixth weeks of cultivation. The cells in the aliquots were washed by centri-
fuging and suspended in a 3 mM KOH solution. Through the suspensions
obtained in this way C02gas was blown quickly for different times.

Table 1

pH and carbonic acid components in the four experimental solutions

mM/litre
pH
cCOot cHGOz cC09
Ne 1 10,73 2,4 «10-6 0,33 1,04
Ne 2 9,50 0,002 2,18 0,39
Ne 3 8,50 0,02 2,89 0,05
Ne 4 6,80 1.4 2,99 <0,001

In Table 1the pH and the carbonic acid components of the experimental
solutions are given.

The experiments illustrated in Fig. 1 do not indicate a definite parallel-
ism between the age of culture and the utilization of the three inorganic car-
bon sources. During this set of experiments an adaptation to the more alkaline
medium was experienced, because whereas in the first week the oxygen pro-
duction in solutions of pH values 9,5 and 10,73 remained far behind the pro-
duction measured either in solution of pH 8,5 containing hydrocarbonate or
that of pH 6,8 containing free carbon dioxide (Fig. \A), in the third week the
photosynthetic power in the two alkaline solutions increased considerably.
Maximal photosynthetic rate of four week old cells was measured in the most
alkaline medium (Ne 1). In the sixth week greatest oxygen production was
observed again in solution Ne 3. It is noteworthy that oxygen production began
immediately at the start of illumination when there was free C02 present in
the solution and that the rate of assimilation did not change essentially in the
course of the four experiments (A : 25 /11 0 2hour, B :28 /1 02hour, C: 19 /d
02hour, D : 19 /il 02hour. There was a small decrease in older cultures). In
solutions where the concentration of free carbon dioxide is below 0,02 mM
there is a characteristic lag-period before the start of photosynthesis [cf. 15, 4].
In solution Ne 1 in which there is a surplus of carbonate ions (see Table 1)
the following changes could be registered in the rate of photosynthesis after
the lag-period: A : 13 /il 0 2hour, B : 36 /il 0 2/hour, C : 37 /il 0 2hour, D : 31
/tl 02hour. It has been indicated at first by these experiments, that the rate
of oxygen production in solutions of different pH values is not determined
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Fig. 1. Photosynthetic curves of Coelastrum microporum cells of different age. The cells were
taken from one (A), three (B), four (C) and six week (D) old preparatory cultures. Time of
experiments from 9 April to 14 May 1959. Medium of the preparatory cultures was Knop-
Pringsheim nutrient solution aerated with 3% CO02in air. Changes of pH during six weeks
culturing: 6,5—7,5. Properties of solutions used in photosynthetic measurements are:1

1. pH = 10,73, ccor = 2,4 « 10-* mM, cHCO03 = 0,33 mM, c®@3= 1,04 mM
2. pH = 9,5, ccoa = 0,002 mM, cHCcos = 2,18 mM, c@3= 0,39 mM
3. pH = 8,5, ccoa = 0,02 cHC03 = 2,89 mM, cC2= 0,05 mM

4. pH 6,8, ccc2= 1,4 mM, cHcO3 = 2,99 mM, cco3 0,001 mM
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simply by the age of the preparatory culture, but rather by the different physio-
logical conditions of the cells themselves.

Effect of the past history of Coelastrum culture

In order to examine the effect of cultural conditions on the algal material
a four week old culture, which was in the phase of postexponential growth was
divided into two parts. One part was transferred into fresh Knop-Pringsheim
liguid medium and aerated with 3% carbon dioxide in air (pH 6,5—6,8). The
second half was leftin the originaln utrient solution and its aeration was stopped
(its pH slowly increased above 9,7). Aliquots were taken from the culture
vessels weekly and photosynthetic measurements were carried out with them
with the above mentioned method.

In the aerated preparatory culture, from which the algal material for the
first series of experiments was taken, a slow increase in pH due to a more inten-
sive uptake of anions was observed. Parallel with the increasing pH in the pre-
paratory culture (Fig. 2 A, B, C) the rate of photosynthesis increased in more
alkaline experimental suspensions (Ne 1, 2).

In the second series of experiments performed with cells taken from the
preparatory culture in which aeration was stopped for one day previous to the
experiment, a high rate of photosynthesis was measured in alkaline solution
(conf. Fig. 2A with Fig. 3A). Lag period, in this case, was found only in solu-
tion Ne 1. Later on, due to the cessation of aeration, no lag period was to be
observed, and the rate of photosynthesis in carbonate containing solutions
increased gradually parallel with the increase of pH in the preparatory culture.
Most intensive photosynthesis was measured in solutions Nel and Ne 2 after
a two week long cultivation without aeration (Fig. 3C).

The role of training of Chlorella vulgaris cultures

In the course of previous experiments [3, 4] it was found that the photo-
synthesis of 7K Chlorella vulgaris depended only on the presence of undisso-
ciated carbon dioxide.

Fig. 4A shows the rates of photosynthesis in Chlorella suspensions pre-
pared from preparatory cultures aerated with 3% carbon dioxide in air. In this
case the velocity of photosynthesis is the function of the amount of free carbon
dioxide present in the solutions. It is seen from the graphs that photosynthesis
decreases gradually parallel with the exhaustion of C02in solutions Ne 2 and
3, whereas in the most alkaline solution Ne 1 respiration is observed instead
of oxygen production. The same behaviour is characteristic of one month old
cultures, if aerated with 3% CO02in air. If, however, a one month old culture
of Chlorella is maintained without aeration for another month, while its pH



Fig. 2. Rate of photosynthesis in Coelastrum microporum cells originating from a preparatory culture aerated with C02. The four
week old cells were transferred into fresh K nop-Pringsheim solution and bubbled with 3% CO02in air (pH = 6,5—6,8). Photosynthetic
measurements on the first day after transfer into new medium (A), after one week (B) and after two weeks (C)
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Fig. 3. Rate of photosynthesis of Coelastrum cells originating from cultures without aeration (rise of pH during experiment to about
9,7)- A — on the next day after interruption of C02- addition, B — at the end of the first week, C— at the end of second week.
The properties of experimental solutions are the same as in Fig. 2.
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time in minutes time in minutes

Fig. 4. The effect of past history of Chlorella cells. A — Three week old preparatory culture
aerated with 3% CO02in air (pH = 6,9. B — Two month old culture, without aeration in
the second month (pH = 8,85)

increases to 8,8, adaptation to alkaline medium takes place in this strain too
(Fig. 4B).

Conclusions

The results of experiments reported in this paper show that strains Coe-
lastrum microporum and Chlorella vulgaris are able to utilize, under special
conditions [22], hydrocarbonate ions in their photosynthetic processes. It is
suggested that bicarbonate assimilation is the result of training and it is shown
that, within certain limits, these organisms may be trained to assimilate at a
maximal rate on substrates, that the original material was unable to utilize. The
lag period occurring before assimilation of hydrocarbonate ions may be inter-
preted as a period that is needed by the cells to develop or activate a system
for absorption of hydrocarbonate ions. In the case of Coelastrum microporum a
relatively fast adaptation to alkaline media was registered. It is seen from the
curves of Fig. 2, that even the cells taken from a one week old Coelastrum
culture are able to produce oxygen in solution Ne 1 (at pH 10,7), although the
preparatory culture was aerated with 3% carbon dioxide in air and its pH was
below 6,6. The 180 minute long lag period indicates that adaptation may take
place in the warburg vessels during the photosynthetic experiment itself.
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Otherwise, it was observed that if the aeration of the preparatory culture was
stopped lag period did not occur (Fig. 3A).

A different behaviour could be studied in the case of Chlorella vulgaris.
Cells taken from aerated Chlorella cultures, even if one month old, were not
able to “get used” to the more alkaline medium, though photosynthetic experi-
ments lasted for 300 minutes. Oxygen production decreases parallel with free
carbon dioxide content (Fig. 4A). In the case of this strain adaptation to alka-
line milieu was experienced only when it was cultured for one month without
addition of C02gas. According to some recent investigations the age of culture
may be an important factor in the development of physiological properties of
algal cells [11, 6, 19, 21]. No regular connection was observed, however, be-
tween age and carbon assimilation.

The older cells of Scenedesmus quadricauda in ¢ster1ina’s [14] experi-
ments have lost their ability to assimilate bicarbonate, whereas in our experi-
ments photosynthesis in more alkaline suspensions becomes faster parallel with
age. Nevertheless, certain reversion was observed in the four and six week old
cultures (Figs IR and C). It may be assumed therefore, that changes taking
place in the medium of the preparatory cultures and altering the physiological
condition of the cells are more important than the effects induced by age. The
importance of the past history of plants was emphasized by many authors
[10, 15, 20].

It would not be perhaps too daring to speak of the hydrobiological impor-
tance of our experiments, for they help to explain, why the strain Chlorella
vulgaris, that shows an acidophilous character under culture conditions, is able
to grow in the alkaline and carbonate containing water of Lake Balaton, from
which it was isolated. When considering the algal physiological methods, used
to assess the primary production of natural waters [18, 23, 16, 7, 8, 9, 2], a
special importance has to be attributed to the effect of training in the case of
strains investigated.

Summing up the conclusions, drawn from the experiments reported here,
it must be stated that there are still some questions left open: W hat changes
may take place in the algal cells in the course of training of longer or shorter
duration and of the causes inducing changes what role is played by the alter-
ation of proportion of carbonic acid components, or by hydrogen ion con-
centration?
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DIE ROLLE DES ALTERS UND TRAININGS IN DER KOHLENSTOFFASSIMILATION
DER EINZELLIGEN ALGEN

Es wurde die Photosynthese zweier reinen Algenstdmmen (7K. Chlorella vulgaris
Beyer und 953. Coelastrum microporum Nag.) mit der manometrischen Methode von W arburg
in KOH-K2C03-KHCO03Ldsungen untersucht. Variiert wurden Kohlenstoffgehaltund pH Wert
der Losungen. Das Alter und Vorbehandlung der Kulturen war verschieden. De Bedingungen
der Zellen vor dem eigentlichen Experiment erwiesen sich als ein sehr wichtiger Faktor im Er-
scheinen der Bikarbonatassimilationsfahigkeit. Coelastrum kann Bikarbonationen nach einer
kurzen Latenzperiode assimilieren, sogar im sauren Medium. Chlorella erwirbt diese Fahigkeit
erst nach einmonatiger Zichtung in einer Nahrldsung, in der die Konzentration der undisso-
ziierter Kohlensaure geringer ist, ois I,5x 10-3 mM/1.
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PO/Ib BO3PACTA W TPEHMPOBKW OAHOK/NETOYHbIX BOLOPOCEN
B ACCMMUIAUMN YT TTEPOOA

Vccnegosasnca (hOTOCUHTE3 MaHOMETPUYECKMM MeTOAOM Bapbypray ABYX UMCTbIX LUTaM-
MOB (7K Chlorella vulgaris Beyer, 953. Coelaslrum microporum N&ag.) B pacTBOopax
KOH—K2C03—KHCO3 npv pas/IMyHbIX KOHLIEHTPauUsAX BOAOPOAHLIX WMOHOB W WCTOYHMKA
yrnepoga. Viccnegosanocb BANSHME Pas/IMYHONO BO3pacTa KETOK M M3MeHeHWIA npeBapuTeNb-
HO 06paboTKM KyNbTyp. McTopma KNeTok UrpaeT 60/bLlUyI0 POb B MOSBAEHWM CMOCOGHOCTM
ycBamBaTb MOHbl 6uKapboHaTta. Coelastrum CpaBHUTENbHO ObICTPO, NOC/e KOPOTKOro onosja-
HUA ncnonb3yeT 6MKapboHaT, faxe B KMCAOM cpefe. Y Chlorella 3Ta CNOCOGHOCTHL MOSABUTCSA

TO/IbKO MOC/e 0OfHOr0 MecAaua TPEHWPOBKM B Cpefie COLepKallleics HeaMCCoLMpPOBaHHYIO Yrie-
KWUCNOTY B KOHLUEHTpauuM MeHblle Yem 1,5 ¢ 10-3 TM/n.

Lajos J. M. Ferro1ay Tihany, Biolégia, Hungary.
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BEITRAGE ZUR KENNTNIS DER MIKROFLORA UND
MIKROFAUNA IN DEN DONAUARMEN NEBEN BAJA
(SUDUNGARN)*

Erzsébet Kol und L. Varga

BOTANISCHE ABTEILUNG (VORSTAND: B. ZOLYOMI) DES UNGARISCHEN NATURWISSENSCHAFTLICHEN
MUSEUMS, BUDAPEST
UND
BODENBIOLOGISCHES FORSCHUNGSLABORATORIUM (VORSTAND: G. PANTOS) DER UNGARISCHEN
AKADEMIE DER WISSENSCHAFTEN, SOPRON

(Eingegangen am 10. Februar 1960)

Zusammenfassung

Die »Arbeitsgemeinschaft Donauforschung der SlL«, an der alle Donaulédnder beteiligt
sind, hatte mit grossem Schwung die Erkundung der Biozonose der Donau in Angriff genom-
men. In Ungarn obliegt diese Arbeit der Ungarischen Donauforschungsstation. In der vorlie-
genden Abhandlung wird die Bearbeitung jenes Planktonmaterials dargeboten, das Kol in
den Monaten Mai und Juli 1951 aus der Donau und ihren finf Nebenarmen in der Umgebung
von Baja eingesammelt hat. Die Uber das Phyto- und Zooplankton verdffentlichten Angaben
spiegeln also den vor fast 10 Jahren gewesenen Zustand wider. Zur Zeit der Sammelarbeit
hatte die Donau einen hohen Wasserstand. Die Algenassoziationen waren in jedem Donau-
arm unterschiedlich. Es zeigten sich Unterschiede auch in der Zusammensetzung der Mikro-
fauna, von welcher eingehend die Rotatorien bearbeitet wurden. Hierbei zeigte sich, dass die
Bajaer Donauarme, obwohl ihre Gewadsser hydrographisch mehr oder minder miteinander
verbunden sind, selbstiandige Biotopen darstellen, die alle eine eigene Lebensgemeinschaft
aufweisen. Ungeachtet dessen kommen in ihnen zahlreich auch gemeinsame Arten vor.

Im Phytoplankton der untersuchten Donauarme dominierten — mit einem Anteil von
51 bis 80% — die Chlorophyta-Arten. Die zum Vorschein gekommenen pflanzlichen Mikro-
organismen gehorten insgesamt 97 Arten an. Unter diesen fanden sich 32 Arten, die aus dem
ungarldndischem Abschnitt der Donau bisher nicht bekannt waren. In den untersuchten Bio-
topen wurden auch zahlreiche seltene Algenarten festgestellt.

Das Zooplankton bestand im Frihjahr, besonders aber im Sommer, zum Uberwiegen-
den Teil aus Rotatorien. Die Crustaceen erreichten bloss in einem Falle 30%, waren jedoch
im Sommer nur mit 2 bis 5% vertreten. Neben den euplanktischen Arten kamen auch viele
tychoplanktische vor, die sich in Sisswasserbiotopen nur passiv zu Planktons scharen. Eskonnte
das Vorhandensein von insgesamt 98 Arten, 17 Varietdten und 2 Formen ermittelt werden.
Doch spielen von diesen in der planktischen Biozénose der Bajaer Donauarme etwa 10 Rota-
toria-Arten (8,5%) mit ihrem massenhaften Auftreten die Hauptrolle. Im Plankton der Donau-
arme gibt es viele stark variierende Arten; diese Tatsache ist wahrscheinlich mit den eigen-
artigen, sehr mannigfaltigen und standig wechselnden 6kologischen Verhaltnissen des Fluss-
wassers zu erkléaren. Die Varietdten gehdrten vorwiegend den euplanktischen Arten an. Eine
derart grosse Zahl kommt z. B. im Plattensee (Balaton) nie vor. Im Phyto- und Zooplankton
der Donauarme leben auch im Sommer Arten, die in andern stehenden Gewadssern Ungarns
(z. B. im Plattensee) nur im W inter anzutreffen, dort also kaltstenotherme Formen sind. Fir
die ungarlandische Fauna konnten 13 Arten (Varietdten, Formen) als neu nachgewiesen werden

Einleitung

Uber die pflanzlichen Mikroorganismen der ungarischen Donaustrecke
finden wir schon in den letzten Dezennien des vergangenen Jahrhunderts
Literaturangaben vor. Borbas [2] erwdhnt im Jahre 1879 die Rotalge Chan-
transia chalybea der Donaumihlen. Firarszky [8] beschreibt 1893 mehrere

*Danuhialia Hungarica 1X.

1 Acta Biologica XL3 .
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Chara-Arten aus dem Kelenfélder Donauarm. 1sevansii [12] berichtet i. J.
1893 Uber Kieselalgen, die er im Herbarium k itaivers sowie in den Komi-
taten Tolna und Fehér entdeckte.

Abb. 1. Kartenskizze der untersuchten Biotope

Spéater — in den Jahren 1917 und 1931 — gibt Krefuska [13, 14]
Nachricht Uber Euglenophyta-, Chlorophyta-Arten und andere Mikroorganis-
men, die er im Winterhafen Ujpest sammelte. Choinoky [3] bearbeitete 1922
Benthos- und Plankton-Kieselalgen aus der Umgebung von Kaposztas-
megyer, Soroksar und Rackeve. Entz [6] beschreibt im Jahre 1931 Flagel-
lata- und Dinoflagellata-Arten aus dem Ujpester Winterhafen. Harasz [10]
z&hlt i. J. 1936 insgesamt 82, verschiedenen Gruppen der Systematik
angehdrende Algenarten aus dem Soroksarer Donauarm auf und erwahnt
1937 [11] aus derselben Stromstrecke 141 Kieselalgenarten. Tamas [18] legt
1949 Rechenschaft Uber 150 Algenarten des Budapester Abschnittes der
Donau ab. Parik [15a] i. J. 1949 untersucht die Zellteilung des in dem
Soroksarer Donauarm lebende Hydrodictyon utriculatum. Muhits [16] stellte
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1952 in der Umgebung von Vac und 1955 [17] auf der Donaustreckc Rajka —
Baja Untersuchungen (ber die Verunreinigung des Wassers an. Lesenyei,
Papp und Torok [15] fuhrten im Jahre 1954 auf der Budapester Donau-
strecke physikalische, chemische, biologische bzw. bakteriologische Unter-
suchungen durch und erwdhnten zahlreiche Algenarten. Ever [5] verglich
1955 das Plankton der Donau mit jenem anderer Flisse. Uherkovich [19]

Abb. 2. (A—F) Algendiagramme. Anteil der Algenarten in den einzelnen Donauarmen

(a = Chlorophyta; b = Cyanophyta; ¢ = Chrysophyta; d =Pyrrophyta; e = Euglenophyta)

A. Hauptarm. — B. Cserta-Donau. — C. Cserta-Alte-Donau. — D. Simon-Donau. — E. Sze-
remleer-Donau. — F. Ferenc-Kanal

fand 1956 bei Baja in den Donauarmen »Kamaras« und »Rezét« 100, im Donau-
kanal Szentendre 7 Algenarten vor und berichtet im Jahre 1957 [20] Uber die
auf den Donaumihlen in der Gesellschaft von 6 Kieselalgenarten entdeckte
Rotalge Bangia atropurpurea. Eber die Mikrofauna der von den Verfassern
untersuchten Donaustrecke verdffentlichte bis jetzt bloss W oynarovich [21]
Angaben im Jahre 1944.

Material and Methodik

K o1 flihrte hydrobiologische Untersuchungen durch und sammelte im Jahre 1951 vom
28. bis 31. Mai sowie vom 23. bis 25. Juli in den um Baja befindlichen Donauarmen, bei ziem-
lich hohem W asserstand verschiedene Mikroorganismen. Das Einbringen des Planktons erfolgte
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m it dem Planktonnetz Nr. 25. Zum Fixieren des gesammelten Materials diente 4%iges For-
malin. Der hier dargebotene Aufsatz enthdlt die Ergebnisse der Untersuchungen, die an der
auf diese Weise sichergestellten Mikroflora und Mikrofauna vorgenommen wurden.

Das Areal der Sammeltatigkeit ist auf der beiliegenden Kartenskizze (Abb. 1) darge-
stellt. Das Untersuchungsmaterial stammt aus der Umgebung der Stadt Baja, teils aus dem
Hauptarm der Donau (»EI6 Duna«; Abb. 3,9, 11), teils aus ihren Armen, die folgende Bezeich-
nungen fiihren: »Cserta-Alte-Donau« (»Cserta Oreg Duna«; Abb. 5, 7, 8), »Cserta-Donauc
(»Cserta Duna«; Abb. 12), »Simon-Donau« (»Simon Duna«; Abb. 6) in der Ndhe von Por-
boly, »Szeremleer-Donau« (»Szeremlei Duna«, auch »Sugovica« genannt; Abb. 10). Einiges
M aterial lieferte ferner auch die neben der Pandur Insel liegende Strecke des Ferenc-Kanals
(Abb. 4).

Im algologischen Teil des Aufsatzes wurden aus dem M aterial, das im Jahre 1951 der
Algothek der Botanischen Abteilung des Naturwissenschaftlichen Museums des Ungarischen
Nationalmuseums zugegangen ist, folgende Proben bearbeitet: 360 bis 374 (29. Y. 1951),
378 bis 380 (30. V.), 385 bis 390 (31. V.), 400 bis 410 (31. ¥.) und 413 bis 419 (25. VII.).

Bei der zoologischen Auswertung des fiir algologische Zwecke gesammelten Materials
sollten in erster Reihe die Arten der Rotatorien bestimmt werden.

Die Sammelarbeit erstreckte sich ausserdem — fir ausgesprochen zoologische Unter-
suchungen — auch auf andere Subbiotypen. So gelangte auch jenes Material zur Uberpriifung,
das nicht mit Hilfe von Netzen, sondern in irgendeiner anderen Weise gewonnen wurde.
Am Ufer der Cserta-Alten-Donau haben wir von den Planken eines Kahnes etwas Material
abgekratzt (24. VII1.), aus der Simon-Donau einen schwimmenden Klumpen von Fadenalgen
fixiert (30. V.) und von dortselbst am 24. Juli der am Wasser schwimmenden gallertartigen
Algenmasse Proben entnommen. Aus schwimmenden Klumpen von Fadenalgen lieferten
Cserta-Donau (24. VII.) und Szeremleer-Donau (24. VIIl.) Proben zum Fixieren, im letztge-
nannten Donauarm wurde auch vom Ufer grusiges Material eingebracht (25. VII.). Beim Aus-
tritt des Ferenc-Kanals haben wir von der Schleuse sowie von der Molowand Schabsei und
neben der Schleuse Pflanzenreste gesammelt. In diesem Material waren nicht nur Algen,
sondern auch Mitglieder der Wassermikrofauna — hauptséchlich stark zusammengeschrumpfte
und deshalb unbestimmbare Bdelloideen, Notommatiden (Rotatorien) — vorhanden.

Die vorliegende Arbeit behandelt also vor fast 10 Jahren, bei hohem Wasserstand
gewesene Umstande, die Landschaftsaufnahmen veranschaulichen ebenfalls die damaligen
Verhéltnisse.

Kurze Charakterisierung der untersuchten Biotope]

In der Umgebung von Baja stellen der Hauptarm und die verschiedenen Nebenarme
der Donau sehr mannigfaltige, interessante und wertvolle Biotope dar. Die in ihnen herr-
schenden Faktoren bieten fur sehr abwechslungsreiche Assoziationen der Algen und anderer
Mikroorganismen in den verschiedenen Perioden des Jahres glinstige Lebensbhedingungen.
In dieser Arbeit soll ein zu Ende des Friuhjahrs und im Sommer, bei hohem W asserstand ein-
tretender Zustand aufgezeigt werden.

Im Jahre 1951 waren wéahrend des Einsammelns beim Hauptarm folgende Werte des
W asserstandes zu verzeichnen:

Mai Juli
am 23. 563 cm am 28. 506 cm
am 24. 560 cm am 29. 512 cm
am 25. 542 cm am 30. 526 cm

am 31. 544 cm

In diesem Frihjahr kulminierte der Wasserstand des Hauptarmes am 17. Mai mit
708 cm. Auch zwischen den zwei Perioden des Einsammelns trat eine Hochflut auf, wobei der
W asserstand 646 cm erreichte. Im Jahre 1951 betrug der Jahresdurchschnitt des Wasser-
standes der Donau bei Baja 364 cm, und sank auf den niedrigsten Wert von 140 cm am 3.
November.*

Die Cserta-Alte-Donau (Abb. 5, 7, 8) ist eigentlich eine mehrere Kilometer lange grosse
Schleife des alten Donaubettes, die bei der Regulierung mittels eines Durchstiches aus dem

* Die Angaben tiber den W asserstand des Hauptarmes verdanken wir dem Ungarischen
Forschungsinstitut fur W asserwirtschaft, Budapest.
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Abb. 3. Der Hauptarm bei Baja im Mai, bei hohem Wasserstand. Abb. 4. Der Ferenc-Kanal
im Juli. Abb. 5. Die Cserta-Alte-Donau, ein Abschnitt am linken Ufer im Juli. Abb. 6. Die_
Simon-Donau im Juli. Abb. 7. Die Cserta-Alte-Donau oberhalb der Cserta-Donau im Mai
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Abb. 8. Die Cserta-Alte-Donau, ein Abschnitt am rechten Ufer. Abb. 9. Der Hauptarm hei

Baja, mit der Mindung des Szeremleer-Donauarmes im Mai. Abb. 10. Die Szeremleer-Donau

in der N&he von Baja, im Mai. Abb. 11. Der Hauptarm unterhalb Baja, bei der Pandur Insel
im Mai. Abb. 12. Die Cserta-Donau im Mai
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Verkehr ausgeschaltet wurde. Ihr Wasser ist jedoch mit dem Hauptarm in stdndiger Verbin-
dung, die hoéchstens bei sehr niedrigem W asserstand unterbrochen wird. Sowohl langs des
Hauptarmes als auch an beiden Ufern der Cserta-Alten-Donau stehen Galeriewalder.

Das Wasser der in der Richtung der Pandur Insel befindlichen Donauarme — der
Szerelemleer-Donau (Abb. 10) und des Ferenc-Kanals (Abb. 4) — ist geniigend tiefund beleuch-
tet, ihre Ufer sind reguliert.

Von den untersuchten Donauarmen wies Cserta-Donau die mannigfaltigste Vegetation
an Pflanzen hoherer Ordnung auf. Wéahrend des im Mai vorgenommenen Einsammelns ent-
hielt dieser Arm folgende Arten in grosseren Mengen: Nuphar luteum, Ceratophyllum demersum,
Trapa natans, Potamogeton crispus, Iris pseudacorus, Siam lalifolium, Rumex hydrolapathum,
Caltha palustris.* Seine Ufer tragen Waldbestdnde und Strducher, sein Bett ist vielerorts
beschattet.

Der pH-Wert der untersuchten Donauarme schwankte zwischen 7,7 und 8,5. Die
W assertemperatur war beim Hauptarm am niedrigsten: 18° C, die der Gbrigen Donaliarme
betrug 19 bis 24° C (Tabelle 1). Das Wasser der Cserta-Alten-Donau ist in engster Verbindung
mit dem des Hauptarmes, deshalb hatte es eine Temperatur von bloss 19° C. Auch der pH-
Wert dieses Wassers steht ndher zu dem des Hauptarmes als zu jenen der Gbrigen Arme. Der
pH-Wert des Wassers im Hauptarm schwankte von 7,7 bis 8,0, in der Cserta-Alten-Donau
stieg er — durch die verschiedenen Eigenschaften der Messstellen bedingt — auf 7,9 bis 8,2.
Die Temperatur des Wassers der ibrigen Arme und des Ferenc-Kanals war um einige Grade
hoéher und sein pH-Wert erreichte — oder Uberstieg sogar — die Zahl 8.

Tabelle 1

Temperatur und pH-Wert des Wassers der Donauarme zur Zeit des Einsammelns

Temperatur (°C) pH-Wert

Mai Juli Mai Juli
Hauptarm ... 18 18 8 7,7 *
Cserta-Alte-Donadu........... 19 21— 22 8,2 79
Cserta-Donau  ...ccceeeeeenees 21 22 8,4 8
Simon-Donau  .....ceeveenee 21 22 8,3 8
Szeremleer-Donau ........... 21 22 8,5 8
Ferenc-Kanal ... 21 24 — 8

Das Phytoplankton

Die Algengesellschaften, die im Phytoplankton der um Baja verlaufen-
den Donauarme Vorkommen, sind — der unterschiedlichen Eigenart der ein-
zelnen Biotope geméss — sehr mannigfaltig (Abb. 13 bis 16). Im Phytoplank-
ton des Hauptarmes (Abb. 13) dominieren die Asterionelia-Arten, doch sind
in diesem auch andere Kieselalgen zahlreich vertreten. Die Cserta-Alte-Donau
(Abb. 16) beherbergt ebenfalls viele Asterionellen und andere Kieselalgenarten.
Beide Gewadsser stehen in stdndiger Verbindung miteinander, es ist also als
natirliche Folge zu betrachten, dass ihr Plankton &hnliche Zige aufweist. Man
findet aber trotzdem Unterschiede in der Zusammensetzung der Algengesell-
schaften bei den erwdhnten zwei Planktontypen der Kieselalgen. Im Plankton

* Nach den Angaben von Dr. Vera Csapody.
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Tabelle 2
Die Mikroflora der Donauarme bei Baja
2 < =
= <) -] 7o)
2 1z 2o
£ ~ ~ O © Sw ©
Mikroorganismen E i I EI ?’I £z oz gI
i fs S5 §5 5% i %
g5 &5 &Y e7 2% BN 29
< 39 39 §° g g9 gp
N T O o & & i
Algae
Chlorophyta
Volvocales
1. Eudorina elegdns Ehrend......cccoveeunene . . 2—3 2 2 1—2 3—4
*2. Eudorina illinoisensis Pascher . | 2—3 1—2
3. Gonium pectorale Maller ... . 2 2
4. Pandorina morum (Maller) Bory .. V. VI 3 2—3 2 2 3 2
Chlorococcales
5. Actinastrum hantzschii Lagerh...... V. VIl. 2—3 2 3 2 3 2
Actinastrum hantzschii var.
fluviatilis Schroéder ... \AIN 2—3 3—4 1—2
*6. Ankistrodesmus convolutus Corda V. VII. 2
7. Ankistrodesmusfalcatus (Corda) Ralfs V. VII. 2 2 2 2 2 2
Ankistrodesmus falcatus var. mirabile
W. G. S. WeSt e V. VIl. 2—4 3 2 2—3
8.
V. VII. 3 1—2
9. . V. VI 2 2 3 3
10. Coelaslrum proboscideum Bohl.......... VII. 1—2
11. Dictyosphaerium ehrenbergianum NAG. V. VII. 1—2 2 2
*12. Dictyosphaerium pulchellum Wood .. V. VII. 2 2 1—2 2
*13. Gloeocystis ampla Kg.... V. 2
*14. Gloeocystis planctonica (W. et G. S.
West) Lemm . V. 2
15. Kirchneriella obesa (W. West) Schmidle VII. 2
*16. Oocystisgigas var. borgei Lemm........c........ VII. 1—2
17. Pediastrum boryanum (Turf.) Menegh. V. VI 2 2 1—2 2 2
Pediastrum boryanum var. granuldtum
(Kg.) Al. Braun V. 1—2 1
18. Pediastrum duplex Meyen VII. 2 1—2
Pediastrum duplex var. genuinum Al.
Braun s V. VIL 2 1—2 1—2 2 1—2
Pediastrum duplex var. reticulatum
Lagerh e V. VII. 2—3 1—2 2—3 2
Pediastrum duplex var. subgranulatum
RACID oot e V. 1—2
19. Pediastrum tétras (Ehrenb.) Ralfs . VI 1—2 2 2—3
20. Richteriella botrytis (Schmidle) Lemm. . VI 2 2
21. Scenedesmus acuminatus (Lagerh.)
ChOdAT et V. VIl. 1—2 2—3 1—2 2
22. Scenedesmus arcuatus Lemm VII. 1—2 1—2
23. Scenedesmus acutus Meyen \Y 1—2 2
24. Scenedesmus  bijugatus B  alternans
[ X S =T PO VII. 1—2
25. Scenedesmus denticulatus Lagerh. ... VIl 1—2 1—2 2

26. Scenedesmus falcatus Chodat ... VII. 1—2 2 1—2



*35.
*36.

*37.

38.

39.

*40.
41.

*42.
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Mikroorganismen

Scenedesmus obliquus (Turp.) K g
Scenedesmus opoliensis P. Richt.

Scenedesmus quadricauda (Turp.) Bréb.

Scenedesmus quadricauda var. dispar
B réb i
Scenedesmus quadrispina Chodat
Scenedesmus sempervirens Chodat
Selenastrum gracile Reinsch.
Selenastrum minutum (Naeg) Cotr.
Tetraedron schmidlei (Schroeder)

Ulotrichales

Coleocliaete orbicularis Pringsheim

Microspora pachydermum (Witie)
Lagerh

Sphaeroplea annulina (Roth) Ag. ..

Cladophorales

Cladophora glomerata (L.) K g .

Chaetophorales

Stigeoclonium tenue K g

Oedogoniales

Oedogonium fragile Wittr. sec. Hirn.
0edogoniUm SP ..o

Conjugales
Closterium dianae Ehrend ..
Closterium dianae var. pseudodianae

K rieger .
Closterium leibleini K g .o,

Closterium moniliferum (Bory)Ehrenb.

Cosmarium etchachanense Boy et Biss .
Cosmarium laeve Rabenh..
Cosmarium punctulatum Bréb..
Cosmarium rectangulare var. hexagonum

(E1fv.) West
Cosmarium sexnotatum Gutw ...
Cosmarium subcoslatum Nordst..
Cosmarium vexatum We st ...
Cylindrocystis brébissoniiMenegh.
Staurastrum polymorphum Bréb.
Mougeotia sp
Spirogyra decimina (Ma11.) K g
Spirogyra longata (Vauch.) Kg..
Spirogyra sp
Zygnema insigne (Hassal) Kg..

°C 18 pH 7,7—8,4

Zeitdes Einsammelns
— 1951.

Hauptarm

V. VIL 2

VII.

VIl

V. VII.

VII.

<<
N

V. 1— 2

VII. 1— 2
V. VII. 1—2

°C 21 pH 7,9—8,4

Cserta-Donau

1— 2

Cserta-Alte-Donau
°C 19 pH 8

n
gco'
=
S® S ® _®
ST OLI 2T
c o T o TS o
O~ 2o ¥o
s =N o
So 2o  Fo
.Ee So 5°
(%] (%] S
2
1— 2 2
2 2 2
1— 2
1— 2 1— 2
1— 2
1— 2
2 2
1— 2
2
2—3 4—5
2
2—3
2 2—3 2
1— 2
2
2
1— 2
2 2 2
1— 2
2
1— 2
1— 2
1— 2
2 2
2
2—3
2 2
2
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*65.

73.

74.
75.

76.
77.

78.

*85.
*86.

87.
*88.
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Mikroorganismen

Euglenophyta

Euglena acus Ehrenb
Eiiglena fusca (KxEBS.) Lemm..
Euglena proxima Dang...
Euglena tripteris (Duj.) lebs ...
Phacus longicauda (Ehrenb.) Duj. ..
Phacus pleuronectes (0. F. M.) Duj. ...

Chrysophyta
Xanthophyceae
Planktonema lauterbornii Schmidle

Chrysophyceae

Dinobryon divergens Lemm
Dinobryon sertularia Ehrenb
Dinobryon sociale Ehrenb
Dinobryon stipitatum Stein
Synura uvella Ebrenb.
Trachelomonas armata (Ehrenb.)
STEIN i
Trachelomonas hispida var. coronata

Bacillariophyceae

Asterionella formosa Hassal ...

Asterionelia gracilluna (Hantzscii)
Heiberg

Melosira sp..

Synedra sp.....
Pyrrophyta
Ceratium hirundinella 0. Fr. M..........
Cyanophyta
Chroococcaceae

Chroococcus minutus (Kg.) Nag...........
Gomphosphaeria aponina Kg...........
Gomphosphaeria lacustris Chodat

Merismopedia punctata Meyen ...
Microcystis aeruginosa Kg.........
Microcystisflos-aquae (Wittr.) Kirch

Nostocaceae

Anabaena planctonica Brunnth.........
Anabaena sphaerica var. tenuis G. S.

W EST it
Aphanisomenonflos- aquae (L.) Ratfs .
Aphanisomenongracile Lemm.....ccccoeeeee.

1951.
°C 21 pH 7,9—8,4

Zeitdes Einsammelns
°C 18 pH 7,7—8,4
Cserta-Donau

Hauptarm

VIL.

VII. 1—2
VII. 2
VII.

VII.

V. VIL 2

VI 1—2 2

VII.
V. VI 2
VII.
VII.
VI 1—2

<<< <
<
N
|
o
w

VII.
VII.
VII.
VII. 2
VII.
VII.

N

VII.
VII. 1—2 1—2
VII. 2

Cserta-Alte-Donau

°C 19 pH 8

Simon-Donau
°C 22 pH 8
Szeremleer-Donau
°C21 pH 8-8,5

1—2 1—2
2 3—4
1—2 1—2
1—2

2 3—4

N PON NN

4—5 1—2

_®
B
i
SO
3
1—2
1—2
1—2
2—3
4—5
2
1—2
2—3
2
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Oscillatoriaceae
*89. Lyngbya epiphytica Hieronymus .... VII. 2
90. Lyngbya lagerheimii (Mosb.) Gom. ... VI 3
*91. Osdilatorw lemmermdnnii Wolosz. ... V. 1— 2
92. Oscillatorid planctonica WOLOSZ.......... V. VI 2 2
93. Osdllatoria tenuis Ag VII. 2
94. Oscillatorid sp......ccceunee. V. VI 1—2
*95. Rémerin elegdns W olosz.... VII. 1—2
96. Spirulina abbreviala Lemm.....ccccceennenne VII. 2
Fungi
*97. Aslerothrix rhaphidioides (Reinsch
SPEC.) Printz .cieiiiiiiieeneeneee, VII. 2 2

1— einige Exemplare. 2— wenige Exemplare. 3— mehrere Exemplare. 4 — viele Exem-
plare. 5-—sehr viele Exemplare. Die mit * bezeichneten Arten sind fur die Flora der ungarischen
Donau neu.

der Cserta-Donau sind Ceratium hirundinella und verschiedene, zum Kreis von
Chlorococcales gehdrende Algenarten vorherrschend. Im Plankton der Simon-
Donau (Abb. 14) kommen neben den Asterionella-Arten und Anabaena sphae-
rica var. tenuis besonders Ceratium hirundinella und Dinobryon-Arten in gro-
sseren Mengenvor. Im Plankton des Szeremleer Donauarmes haben die Asterio-
nella- und Dinobryon-Arten das Ubergewicht (Abb. 15). Fiir das Plankton des
Ferenc-Kanals sind die Asterionellen und dem Kreis der Chlorococcales ange-
hérenden Algenarten charakteristisch.

Die Algengesellschaften des in den einzelnen Donauarmen vorhandenen
Phytoplanktons sind in Tabelle 2 zusammengefasst. Aus den Donauarmen der
Umgebung von Baja kamen insgesamt 97 pflanzliche Mikroorganismusarten
zum Vorschein. Diese Artenzahl ist nicht hoch, man muss aber auch den beim
Einsammeln herrschenden hohen W asserstand in Betracht ziehen. In den bear-
beiteten Algenproben waren aus der Pflanzenwelt folgende Arten von Mikro-
organismen zu finden. Algae: Chlorophyta 58, Euglenophyta 6, Chrysophyta
13, Pyrrophyta 1, Cyanophyta 18 Arten; Fungi: 1 Art, insgesamt 97 Arten.
Die Tabelle enth&lt ausser den Gliedern des Phytoplanktons auch einige Arten
der Periphyton- und Benthosalgen. Von den identifizierten 97 Arten kamen
32 erstmalig aus der ungarischen Donau unter die Augen (diese sind in der
Tabelle mit * bezeichnet).

Zahlreiche Algenarten waren nicht nur im Hauptarm, sondern auch in
allen tUbrigen untersuchten Donauarmen vertreten. Als solche sind zu nennen:
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Abb. 13. Das Plankton des Hauptarmes (xIOO). Auf dem Bild sind massenhaft Asterionellen
und andere Kieselalgenarten sichtbar, in der unteren linken Ecke ist eine sich eben teilende
Eudorina elegdns. Vom Zooplankton befinden sich in der oberen Hélfte des Bildes Keralella
cochlearis typ. (samt Ei), rechts aussen Brachionus angularis, und ganz unten Filinia brachiata»
Abb. 14. Das Plankton der Simon-Donau (X 100). Das Bild ist von Ceratium hirundinella und
Dinobryon-Arten beherrscht. In der oberen linken Ecke und in der unteren H&lfte sind Dino-
bryon-Gruppen, in der Mitte Ceratium hirundinella zu sehen, das ganze Bild ist durch die
Féden von Planktonema lauterbornii, Mougeotia und Zygnema durchkreuzt. Von den Gliedern
des Zooplanktons sind auf der linken Seite des Bildes Keratella cochlearis macracantha, weiter
unten Pompholyx complanata und rechts Keratella cochlearis macracantha sichtbar
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Eudorina elegans (Abb. 15), Pandorina morum, Pediastrum boryanum (Abb. 15),
Pediastrum duplex var. genuinum (Abb. 17), Scenedesmus quadricauda, Anki-
strodesmus falcatus (Abb. 26) u.a.m. Nur aus dem Hauptarm wurden folgende
Algenarten bestimmt: Ankistrodesmus convolutus, Coleochaete orbicularis, Clo-
sterium dianae, Oscillatoria lemmermannii u. a. m. Folgende Arten waren nur
in den Nebenarmen anzutreffen: Dinobryon sertularia (Abb. 20, 4), Ceratium
hirundinella (Abb. 14, 28), Coelastrum microporum (Abb. 19), Coelastrum pro-
boscideum (Abb. 29), Gloeocystis ampla, Gloeocystis planctonica, ausserdem zahl-
reiche Pediastrum-, Scenedesmus-, Euglena-, Phacus-, Dinobryon-, Spirulina-,
Lyngbya- und andere Algenarten.

Von den untersuchten Nebenarmen stehen mehrere mit dem Hauptarm
in Verbindung, dieser Umstand ist die Erkldrung dafur, dass sie auch mehrere
Mikroorganismenarten des Strombettes enthalten. In vielen Fédllen kommen
sogar kélteliebende Arten im,eine Temperatur von 24° C aufweisenden Wasser
eeiniger Arme vor; diese Erscheinung deutet auch auf eine stindige Verbindung
mit dem Hauptarm.

Von den schon bestimmten Algen waren 18 Arten nur im Maiplankton
vorhanden; diese gehdren noch der Friuhjahrsflora an; so z. B. zahlreiche Pedi-
astrum- und Scenedesmus-Arten, einige Desmidiaceen und Cyanophyceen, fer-
ner Asterionelia farmosa u. a. m. 48 Algenarten kamen bloss im Juliplankton
vor, diese sind wahrscheinlich Glieder der Sommerflora, so z. B. viele dem Kreis
der Chlorococcales angehdrende Arten, zahlreiche Desmidiacea- und Dino-
bryon-Arten, ferner Synura uvella, Ceratium hirundinella, Planktonema lauter-
bornii, Euglena- und Cyanophycea-Arten, Asterothrix raphidioides u. a. m.
Sowohl im Mai- als auch im Juliplankton konnten folgende Mikroorganismen
festgestellt werden: Eudorinen, einige Desmidiacea-Arten, Phacus pleuronectes
(Abb. 27), Dinobryon sertularia, Asterionelia gracillima und etliche Cyano-
phyceae.

In den Donauarmen bei Baja leben auch einige seltenere Algenarten.
Als solche sind zu nennen: Eudorina illinoisensis (Abb. 22; im Hauptarm und
in der Szeremleer-Donau sowie im Ferenc-Kanal), Gloeocystis ampla (in der
Simon-Donau), Sphaeroplea annulina (im Hauptarm), Oedogonium fragile, Zyg-
nema insigne (in der Simon-Donau), Planktonema lauterbornii (Abb. 14, 15; im

Abb. 15. Das Plankton der Szeremleer-Donau (xIOO). In der oberen Ecke Eudorina elegans,
auf dem ganzen Bild zerstreut Asterionella-Arten und andere Kieselalgen, in der Mitte links
Dinobryon-Arten; im unteren Drittel Pediastrum boryanum, in der unteren rechten Ecke
Pediastrum duplex var. reticulatum, am unteren Rand des Bildes Coelastrum proboscideum
und an mehreren Stellen Fadden von Planktonema lauterbornii. Vom Zooplankton sind in der
oberen Halfte des Bildes Keratella tecta, von dieser rechts weiter entfernt eine Difflugia (Te-
stacea) zu sehen. Abb. 16. Das Plankton der Cserta-Alten-Donau (XIOO). Die Mitte des
Bildes nehmen Asterionella-Arten ein, in seiner unteren Halfte links ein Actinastrum
hantzschii sichtbar. Vom Zooplankton: in der oberen rechten Ecke Brachionus caly-
ciflorus amphiceros (samt Ei), weiter abwaérts Polyarthra vulgaris, unten eine C.ephalodella
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Abb. 17. Pediastrum duplex var. genuinum Ai1. Braun (X 1000). Abb. 18. Merismopedia
punctata Meyen (X 500). Abb. 19. Coelaslrum microporum Naeg. Teilung der Coenobien
(x 1000). Abb. 20. Dinobryon sertulariu Enrenb. (x 500). Abb. 21. Gonium pectorale Mar1er
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Hauptarm, in der Simon- und Szeremleer-Donau), Aphanisomenon gracile (im
Hauptarm), Romeria elegans (im Ferenc-Kanal).

Von den untersuchten Donauarmen waren die bei der Pandur Insel ver-
laufenden in ihrer Mikrovegetation reicher; aus der Szeremleer-Donau kamen
57, aus dem Ferenc-Kanal 52 pflanzliche Mikroorganismen zum Vorschein.
Die wenigsten Algenarten — bloss 15 — befanden sich in der Cserta-Alten-
Donau. Der Hauptarm lieferte 26, die Cserta-Donau 38, Simon-Donau 43 Algen-
arten. Der damalige andauernde hohe W asserstand beeintrachtigte stark die
Entwicklung der Mikrobioconose des Wassers, und war mit der Grund dafur,
dass sich die Mikroflora sowohl in ihren Arten als auch in der Populations-
dichte als ziemlich arm erwies.

Die Zusammensetzung der Algengesellschaften in der Mikrovegetation der
untersuchten Biotope ist in Abb. 2 und Tabelle 3 dargestellt.

Aus den Diagrammen ist es klar ersichtlich, dass wé&hrend der Monate
Mai und Juli in allen untersuchten Donauarmen die Chlorophyta-Arten domi-
nierten; diese bildeten 51 bis 80% der Algenvegetation, die Ubrigen Algen-
gruppen waren mit wesentlich geringeren Anteilen vertreten. Diese Algen-
diagramme kann man bei den untersuchten Donauarmen als kennzeichnend
fir die Frihjahrs- und Sommerperiode betrachten, da auf dieser Donaustrecke
auch der hohe Wasserstand meist eine allgemeine Erscheinung ist.

Tabelle 3
Prozentuale Verteilung der Algenarten in den einzelnen Donauarmen

Chloro- Eugleno- Chryeo- Pyrro- Cyano-

phyta phyta phyta phyta phyta
Hauptarm (Abb. 2A ) i 73 — 19 — 8
Cserta-Donau (Abb. 2B ) v 51 8 22 3 16
Cserta-Alte-Donau (Abb. 2C) ..ccccvveen 80 7 13 — —
Simon-Donau (Abb. 2D) . 68 9 17 2 4
Szeremleer-Donau (Abb. 2E) .. 59 7 16 2 16
Ferenc-Kanal (Abb. 2F) 72 6 6 — 16

Das Zooplankton

Der grosste Teil des mit dem Netz eingesammelten Zooplanktons entfiel
bei allen Donauarmen auf die Rotatorien, diese waren sowohl im Frihjahrs-

(X 1000). Abb. 22. Eudorina illinoisensis Pascher (X250). Abb. 23. Asterionella gracillima

(Hantzsch.) Heiberg (X 1000). Abb. 24. Euglena proximo Dang. (X 1000). Abb. 25. Euglena

tripteris (Duj.) K1ebs (X 1000). Abb. 26. Ankistrodesmus falcatus (Corda) Ratfs (XIOOO).

Abb. 27. Phacus pleuronectes (O. F. M.) Duj. (xIl0OO). Abb. 28. Ceratium hirundinella O. F.

M. (x 1000), eine abweichende Form aus der Cscrta-Alte-Donau. Abb. 29. Coelastrum probos-
cideum Bohl. (XIO0O0)
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wie Sommermaterial vorherrschend. Im Hauptarm erreichten z. B. am 28. und
29. Mai die Rotatorien 90%, die Crustaceen 10%, in der Simon-Donau und
Szeremleer-Donau belief sich der Anteil dieser Arten in gleicher Weise auf 80
bzw. 20%. In der Cserta-Donau dnderte sich das Verhdltnis: hier waren bloss
70% Rotatorien und 30% Crustaceen vorhanden. Im Sommer verschiebt sich
die Proportion zu Gunsten der Rotatorien noch mehr: am 23. bis 25. Juli
befanden sich in der Cserta-Donau, Cserta-Alten-Donau und Simon-Donau 98%
Rotatorien und 2% Crustaceen, in der Szeremleer-Donau war der Anteil dieser
Arten 90 bzw. 10% und im Ferenc-Kanal sogar 95 bzw. 5%.

Diese Eigentimlichkeit des Planktons der Donau hatte Woynarovich
— anlésslich seiner in der zweiten Augusthdlfte des Jahres 1943, u. zw. viel
weiter stdlich, vor der Mindung der Drau (Drava) vorgenommenen Unter-
suchungen —ebenfalls festgestellt [21]; er kam durch quantitative Erhebungen
zu dem Ergebnis, dass die Rotatorien am Mesoplankton mit 87% beteiligt sind.

Aus dem Kreise der Crustaceen waren in den Sammlungen normaler-
weise die Nauplius-Larven mit der grossten Menge vertreten. Die Zahl ihrer
vollentwickelten Individuen ist aber i. alig. gering, auch ihre Verteilung in den
einzelnen Gewadssern nicht gleich. So waren z. B. im Hauptarm (28. V.) Daph-
nien, Bosminen und Diaptomen vorhanden. In den Nebenarmen mit lang-
samer fliessendem W asser erscheinen auch die Arten Diaphanosoma, Cyclops und
Chydorus. Scapholebris war nur in der Simon-Donau und Cserta-Alten-Donau,
demgegeniiber Canthocamptus wahrend des Sommers und bloss in der Szerem-
leer-Donau vertreten. Im Ferenc-Kanal konnte man im Sommer neben den
Bosminen zu Uberwiegendem Teil Diaptomen sammeln.

Ostracoden gerieten im Frihjahr und auch dann nur aus der Cserta-
bzw. Simon-Donau in die Netze. Im letzteren Arm konnte man wahrend des
Frihjahrs Larven der Chironomiden finden. Fast in allen Planktonsammlun-
gen waren auch Veligera-Larven von Dreissensia polymorpha vorhanden; die
meisten dieser Lebewesen wies das aus dem Ferenc-Kanal im Sommer einge-
brachte Material auf.

Es ist aber zu bericksichtigen, dass der mit einem Netz sammelnde
Algologe langsam arbeitet und beim Schépfen ein Teil der kraftiger schwim-
menden Crustaceen entkommt. Das durch einen Fachmann geibte Sammeln
wird wahrscheinlich andere Ergebnisse zeitigen, doch wesentlich grossere
Unterschiede sind kaum zu erwarten.

Im eingebrachten Material konnten auch Ciliaten, Testaceen und Gastro-
trichen beobachtet werden, diese kamen aber im Plankton nur gelegentlich
vor. Aus dem Plankton des Hauptarmes (28. V.) und der Szeremleer-Donau
(25. V.) gerieten schone Exemplare von Acineta flava (Suctoria) in grdsserer
Menge in das Netz.

Das Abioseston war im eingebrachten M aterial meist geringfligig ver-
treten, storte also die mikroskopischen Untersuchungen nicht.



BEITRAGE ZUR MIKROFLORA UND MIKROFAUNA IN DEN DONAUARMEN 203

Die in den verschiedenen Donauarmen beobachteten Rotatorien weisen
die Tabellen 4 und 5 aus. In Tabelle 4 wurden nur diejenigen Arten angefiuhrt,
die sich auch in anderen Biotopen (Teichen, Pflitzen, toten Flussarmen usw.)
als echte planktonische (euplanktische) Organismen erweisen. Die Aufz&hlung
um fasst also 43 Arten, 14 Varietdten und 2 Formen (insgesamt 59 Taxons).
Tabelle 5 enthdlt — aus rein technischen Griinden — jene Rotatorien, die in
anderen Sisswasserbiotopen eher zwischen den Wasserpflanzen, am Boden der
Teiche usw. leben und in das Plankton nur mitunter, passiv geraten. Die Stro-
mung und abwaschende Kraft des Flusswassers schwemmt sie natlrlich in
das Plankton ein. Sie sind somit tychoplanktische und xenoplanktische Orga-
nismen. Doch die etwa 70% der in Tabelle 5 aufgezeigten Arten kamen eben-
falls aus dem Plankton zum Vorschein, in welchem einige Arten (Euchlanis
deflexa, E. dilatata im Maiwasser der Cserta-Donau) mit grosser Populations-
dichte vertreten waren. Die Ubrigen Arten wiesen nur je ein Exemplar oder
einige Individuen auf, dies ist ein klarer Beweis daflir, dass sie passiv in das
Plankton gerieten.

In Tabelle 5 sind 55 Arten und 3 Varietdten angefihrt. Die Donauarme
bei Baja enthielten also insgesamt 98 Arten, 17 Varietdten und 2 Formen.

Diese Population verteilt sich im Potamoplankton der einzelnen Gewadsser
nicht gleichmaissig. Zur leichteren Ubersicht wurde in Tabelle 6 die Verteilung
der euplanktischen und tychoplanktischen Rotatoria-Arten zusammengefasst.
Aus den Angaben der drei Tabellen lassen sich kurz folgende Schliisse ziehen.

1. Im Hauptarm lebten Ende Mai 43 Rotatoria-Arten (Tab. 6). Damit
steht der Hauptarm — mit den ubrigen verglichen — an erster Stelle (Tab.
5). Zu dieser Zeit war Brachionus calyciflorus typ. die Leitform. Wenn wir
noch bedenken, dass die beiden Varietdten dieser Art grosse Populationsdichte
aufweisen, so stellt es sich heraus, dass sie unter den Rotatorien die Mehrheit
bildeten. Neben ihnen kamen auch Keratella cochlearis macracantha, Synchaeta
longipes in sehr grosser Zahl vor. Ausserdem gesellten sich noch weitere 8, an
Individuen hochzédhlige Arten zu ihnen (Tab. 6), im Potamoplankton hatten
also (die tychoplanktischen Arten mitgerechnet) 13 Arten (32,2%) das Prim at,
die Ubrigen spielten bloss eine untergeordnete Rolle.

Im Sommer gerieten jedoch viel weniger Arten in das Netz. Vor dem
Einsammeln lief eine Hochflut ab. Die Zahl der tychoplanktischen Arten (3)
war zu dieser Zeit die geringste. Unter den euplanktischen Arten war die
Teichform Synchaeta oblonga die Leitart, neben ihr hatten nur Polyarthra minor
und Synchaeta pectinata, insgesamt also 3 Arten (11%) eine gréssere Rolle inne.
Auch diese Tatsache beweist die Artenarmut des Sommerplanktons im Haupt-
arm. Zahlreiche Arten, die im Frihjahr mit betrdchtlichen Mengen vertreten
waren, verschwanden véllig (Tab. 4).

2. Die Cserta-Donau wies schon ganz andere Verhdltnisse auf. Von da
kamen im Frihjahr weniger Rotatoria-Arten zum Vorschein als im Herbst.

2 Acta Biologica X1/3.
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23.
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26.
27.
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*29.
30.

*31.
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Die euplanklischen Rotatorien der Donau und

Arten

Anuraeopsis fisSS4 Gosse
Ascomorpha ecaudis Perty
Asplanchna brightwelli Gosse
. priodonta Gosse
Brachionus angularis Gosse
” bennini Leissling
. budapestinensis Da d ay . s

. V. lineatus Skorikov
. calyciflorus Parr, typ...
amphiceros Eiirbg.
anuraeiformis Brehm .
. . dOrcas Gosse i
. falcatuUsS Zacharias e
N leydigii v. rotundus Rouss..
quadridentatus H ermann .
. brevispinus Ehrbg ..
" " entzii Francé .
. urceolaris Ma11er
Chromogaster oVAliS Bergendal .
” testudo Lauterborn..
Conochilus unicornis Rouss
Filinia brachiata Rouss
- limnetica Zacharias..
. longiseta Enrbg
. major Coiditz
. terminalis Prate
Keratella cochlearis Gosse tYpP ...
V. irregularisLauterb ...
. . . f. connectens Laut. .
V. hispida Lauterb s
V, macracantha Lauterb ...

i ”»

1 "

Hauptarm
Yy Vil
1
|
4 2
1
4 1
1
1
5 1
5 2
5 1
1 1
1
1
1
2
1
2 1
1 1
4 2
1
1
5 1

Tabelle 4
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ihrer Arme bei Baja

Monatdes Einsammelns

Cserta- Simon-
Alte- Donau
Donau
\ Vil \ VIl
3
| 1 2
| 1 i
| 1
| 1 1 5
2
3
5 5 2
2 2
1
1
1
4 1
2 » 1
1 1
1 3
3 3 2 5
3
2 1 4

Szeremleer-
Donau
Y VIl

1
5 2
2 1
4 4
3
4
2
5 5
2 2
1
2
2 3
2 1
1
1
4 5
2 4
1
1
5 5
2
4 1
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Monat des Einsammelns

Cserta-

TR A SR
Donau
\ Vil \% Vil Y Vil \% \al \Y \all
Keratella cochlearis v. macracantha f. micracantha
Laut. s 2 2
Keratella tecta Gosse.. 2 1 4 4 2 2 2 5 2 2
” quadrata Maller typ.. 4 2 2 1 2 1 1
. . dispersa Carlin 2
" . frenzeli Carlin 2 1 2 4 2
" valga Ehrbg 1 2 1
Notholca acuminata Ehrbg 1 1 1
" squamula Mull.. 1 1 1
Pedalia mira Hudson 1
Polyarthra dolichoptera Idelson.... 4 1 1 2 1 2 2
. aptera Hood........ 1
. . brachyptera Bartos. 1
. euryptera Wierzejski 1 2
. major Burckhardt..
minor Lucks 4 4 1 4 2 4 2 5 4 5
i proloba WuLFERT.. 1 1
. remata Skorikov 1
» vulgaris Carlin 4 1 4 4 3 4 2 4 4 4
Pompholyx complanata Gosse 2 1 4 2 4 1 1
sulcata Hudson 1 1 1
Schizocerca diversicornis Dada y 1 1 1
Synchaeta grandis Zacharias 1 1 1
" longipes Gosse... 5 1 1 4 4
' oblonga Ehrbg 2 5 1 1 2 4 2 2 2
" pectinata Ehrbg 4 4 4 4 1 1 3 4 4
” stylata Wierzejski. 2 2 3 1 3 2 5
Trichocerca pusilla Jennings.... 4 3 1
. stylata GOSSE e 4 1 4 3
INSgesamt ..ovnicnnenns 3B 124 26 34 23 14 14 26 23 36
1 — einige Exemplare. 2 — wenige (5—6) Exemplare. 3 — ziemlich viele (bis etwa 20) Exemplare. 4
5 — sehr viele Exemplare. Fett gedruckte Ziffer — Leitform. * — neue Form fir die Fauna Ungarns.

Zahl
des
Ferenc- Vor-
Kanal kom-
mens
\V Vil
2
1 2 12
1 1 9
1
1 6
1 4
3
3
1
7
1
1
3 3
1 1
2 11
2
1
1 4 12
2 8
3
3
3
1 5 7
2 10
1 2 11
4 8
3
1 5
15 3t

viele Exemplare.
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Tabelle 5
Die tychoplanktisehen Rotatorien der Donau und ihrer Arme bei Baja

Monat des Einsammelns

Cserta-

Donau
v Vil \ Vil Y Vil v Vil v Vil \ \ll
1. Cephalodella auriculata Matler | | 1 2 1
2. " catellina Mari1er 1 1 1 2 4 1 2
3. - eva Gosse 1 1 1
4. . exigua Gosse 1 1 1
5. - forficula Enrbg 1
6. . gibba Enrbg ... 1 1
7. " gracilis Enrbg 1 1 2 1 1
8. . tenuior Gosse 1 2
9. . VeNntripes Dixon— Nutta ll . 1 I 1 1 1 1 1
10. Collotheca mutabilis Hudson .. 1
11. Colurella adriatica Enhrbg 1 1 1 1
12. . bicuspidata Enrbg 1 1 2
13. . deflexa Gosse 1 1
14.  Dicranophorus uUncinatus M il n e .. |
15. Dissotrocha aculeata Ehrbg 1 1
16. Euchlanis deflexa Gosse i 1 4 1 2 1 1 1 1
17. " dilalata Enrbg 1 4 1 2 1 1 1 1
18. . oropha Gosse 1 1
19. . parva Rousselet | 1
20. . TrIQUELrA E h 1 b g eecreersssssssssessesesnesnnee 2 1 1 1
21. Itura aurila Ehrbg
22. Lecane dara Bryce 1 1
23. o luna Marrer 1 1 1 1 2 1 1
*24. . ., V. praesumpta Ah1strom . 2
25. " nana Murray 1
26. . ungulata Gosse 1 1
27. Lepadella ovalis MULLER | 1 1 2 3 I
28. ” patella Marier 2 1 2 1 1 1
29. Lophocharis oxysternon Gosse 1
30. Monostyla arcuata Bryce 1

31. » bulla Gosse 2 1 1 1 1

VOUVA 1 pun 70M
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Monat des Einsammelns

Zahl
Cserta- Cserta- Simon- Szeremleer Ferenc- \(}es
Arten Hauptarm Donau Alte- Donau Donau Kanal Ko
Donau
mens
v Vil \Y Vil v \ll Vv Vil v Vil v Vil
32. Monostyla closterocerca Schm arda .. 1 3 1 1 4
33. . cornuta MULLER 1 1
34. 9% pyriformis Daday . 1 1
35. " quadridentata Enhrbg 1 1
36. Mytilina mucronata v. spinigera Enrbg 1 1
37. JSotommata aurita Matter 1 1
38. Philodina citrina Enrbg 1 1
39. . megalotrocha Ehrbg 2 1
40. Platyias patulus Mart1er 1 1
41, ' quadricornis Enrbg | 1
42. Rotaria citrina Enrbg 1 2 4 3
43, » rotatoria Pattas I 2 1 3 4
44. Scaridium longicaudum MULLER s 1 1
45, Squatinella lamellaris Matt1er 1 2 2
46. Testudinella mucronata Gosse 1 1
47. » patina Hermann 1 1 1 1 1 6
48. ” . v. intermedia Anderson ... I 1 2
49. Trichocerca (Diurella) collaris Rousselet .. 1 1
50. " cylindrica Imnhof I 1 2
51. . elongata G o s s e s 1 1 1 3
52, » longiseta Schrank 1 1
53. " (Diurella) porcellus Gosse s 1 | 1 1 4
54, » ratlus Martrer 1 I 1 3
55. " similis Wierz . 1 1
56. " (Diurella) tigris Matter 1 2 I 1 1 5
57.  Trichotria pocillium Marter I 2 1 3
58. » tetractis Enrbg 1 1
Insgesamt 8 3 12 16 8 7 17 27 12 31 6 18
1 — einige Exemplare. 2 — wenige (5—6) Exemplare. 3 «— ziemlich viele (bis etwa 20) Exemplare. 4 — viele Exemplare.

* — neue Form fir die Fauna Ungarns.
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Auch die Zahl der tychoplanktischen Arten war viel grosser. Unter den euplank-
tischen Arten erhob sich Brachionus calyciflorus amphiceros zur Leitform.
Es musste aber als eine sonderbare Erscheinung verzeichnet werden, dass von
der typischen Form, die — wie bereits erwdhnt wurde — im Hauptarm als
Leitform auftrat, kein einziges Exemplar vorkam. Die Varietdt »anuraeifor-
mis« dieser Art hatte sehr viele Vertreter. Ausser diesen Formen wurden noch
weitere 4 Arten hochzahlig angetroffen. Auch zwei tychoplanktische Euchlanis-
Arten waren massenhaft vorzufinden. Es hatten also bloss 8 Arten (21%) eine
bedeutende Rolle.

Im Sommerplankton war schon Keratella cochlearis typ. die Leitform.
Die Zahl ihrer Frithjahrsgefdhrten verringerte sich betrdchtlich. Neben ihr tra-
ten Brachionus angularis und 9 andere Arten mengenweise auf (Tab. 4). Da die
tychoplanktischen Arten zahlenméssig kaum ins Gewicht fielen, kann von den
erwdhnten 11 Arten (22%) gesagt werden, dass sie mit ihrer Masse eine bedeu-
tende Rolle im Plankton spielten.

3. In der Cserta-Alten-Donau waren die Verhéltnisse denen des Haupt-
armes dhnlich: im Frihjahr zeigten sich mehr, im Sommer weniger Rotatoria-
Arten. Dies offenbarte sich besonders in der Zahl der euplanktischen Arten.
Brachionus calyciflorus amphiceros war — ziemlich als Sonderfall zu betrach-
ten — auch hier, sowohl im Friuhjahr wie im Sommer, die Leitform. Neben
ihr treten nicht »sehr viele« Arten auf, bloss eine einzige war mit groésserer
Populationsdichte vertreten. Demgemaéss hatten also in diesem Arm wéhrend
des Frihjahrs nur 2 Arten (6,4%) eine wichtigere Rolle.

Im Sommer konnten ausser der Leitform noch 3 andere Arten mit héhe-
rer Individuenzahl gesammelt werden, mit diesen kann man also insgesamt 4
Arten (19%) eine grissere Bedeutung zugestehen. Von den tychoplanktischen
Arten waren sowohl im Frihjahr als auch im Sommer nur wenige und
héchstens in 1 bis 2 Exemplaren vorhanden.

4. Die Simon-Donau war an Rotatorien schon etwas reicher, im Mai wie-
sen sie viel weniger Arten als im Sommer auf. Die tychoplanktischen Arten
Ubertrafen zahlenméssig in beiden Perioden die euplanktischen; dies ist in den
Bajaer Donauarmen eine einzig dastehende Erscheinung, die zufolge der langsa-
men Wasserbewegung in hohem Masse aufeinen lakustrischen Charakter deutet.

Im Mai wies bloss Synchaeta longipes zahlreiche Exemplare auf (3,2%),
deshalb kann sie als Leitform betrachtet werden, obwohl ihre Rolle kleiner als
die der in den Ubrigen Armen beobachteten Leitarten ist. Im Juli erschienen
schon zahlreiche Arten und unter diesen war Keratella cochlearis typ. die typi-
sche Leitform. Neben ihr kamen 3 weitere Arten mit sehr grosser und 4 mit
grosser Populationsdichte vor, so dass im Plankton dieses Armes insgesamt 8
Arten (15%) eine bedeutende Rolle spielten.

5. Die Szeremleer-Donau ist unter allen Donauarmen sowohl an Arten
als auch an der Menge dieser die reichste und mannigfaltigste. Im Fruhjahr
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beherbergt sie wesentlich weniger Rotatoria-Arten als wdhrend des Sommers.
Im Mai ist Keratella cochlearis die Leitform; sie hatte auch im Juli eine grosse
Populationsdichte, musste jedoch ihre Rolle im Sommer an Brachionus calyci-
florus amphiceros abtreten. Ausser ihr waren im Mai noch Asplanchna bright-
welli und Brachionus calyciflorus amphiceros sehr zahlreich vertreten. Neben
diesen Arten hatten auch 7 andere eine grosse Populationsdichte, so dass von
den euplanktischen Arten der Szeremleer-Donau die gewaltige Masse von 10
Arten (35% !) vorherrschend war, da die tychoplanktischen Arten meist nur
wenige Exemplare aufwiesen.

Im Sommer waren neben der Leitform Filinia lirnnetica, Keratella cochlea-
ris, Polyartra minor und Synchaeta stylata in sehr grosser Zahl vorhanden.
Ausser diesen gab es noch 5 euplanktische Arten und eine tychoplanktische,
den Grossteil der Rotatorien haben also insgesamt 11 Arten (16,2%) bestrit-
ten. Im Gegensatz zu den ubrigen euthielt dieser Donauarm die meisten tycho-
planktischen Rotatorien-Arten, welche jedoch zum uberwiegenden Teil nur
einige Exemplare aufwiesen.

6. Das Rotatorienplankton des Ferenc-Kanals ist — mit dem der
gen Donauarme verglichen — sehr &rmlich. Die Zahl der Arten war im Frih-
jahr am geringsten, stieg aber im Sommer auf mehr als das Doppelte. Im Juli
erhdhte sich betrdchtlich die Zahl sowohl der euplanktischen als auch der
tychoplanktischen Arten. Im Frihjahr konnte keine Art mit grdsserer Popu-
lationsdichte beobachtet werden, im Sommer vermehrte sich jedoch die einen
starken lakustrischen Charakter zeigende Filinia longiseta zur Leitform. Ausser
ihr hatte Synchaeta longipes sehr Adele Individuen, ferner wiesen 5 andere
euplanktische Arten und eine tychoplanktische gréssere Mengen auf, so dass
insgesamt 8 Arten (16,3%) eine grosse Rolle im Plankton zuzuschreiben war.
Die Rotatorienfauna des Ferenc-Kanals hat schon einen ausgeprdgten Teich-
charakter.

In den untersuchten Donauarmen sind also folgende Arten die Leit-
formen. W éahrend des Frihjahrs: Brachionus calyciflorus typ., Br. calyciflorus
amphiceros (in zwei Fédllen) und Keratella cochlearis typ.; im Sommer: Synchaeta
oblonga, Keratella cochlearis typ. (in zwei F&llen), Brachionus calyciflorus amphi-
ceros (in 2 Fallen) und Filinia longiseta. Im Frihjahr traten also in den 6 Donau-
armen 3 Arten bzw. Varietdten und im Sommer 4 Arten bzw. Varietaten als
Leitformen auf.

Die Rotatorienfauna des Planktons der 6 Donauarme (die Subbiotopen
hinzugerechnet) weist ziemlich grosse Unterschiede auf. Dies deutet zweifels-
ohne auf die 6kologische Verschiedenheit der einzelnen Arme hin, was auch
aus den Angaben der Leitformen ersichtlich ist. Man kann also sagen, dass
die untersuchten Donauarme bezuglich ihres Mesoplanktons sowohl im Frih-
jahr als auch im Sommer selbstdndig sind, ihre Individualitdt gut ausgepréagt ist,
obwohlsie durch ihr Wassermehroderminder in Verbindung miteinander stehen.

Ubri-
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Aus den Daten der Tabellen 4 und 5 kann man weiters feststellen, welche
Arten im Fruhjahr oder bloss im Sommer und welche in beiden Jahreszeiten
die einzelnen Arme belebten. Man kann also sagen, dass die verschiedenen
Arme des Stromes gerade unter dem Einfluss ihrer Wassermenge, des mecha-
nischen Effektes der Stromung und zufolge der stdndigen Temperaturschwan-
kungen das Bild ihrer Rotatorienfauna voneinander abweichend gestalten.
In diesem Wandel spielt aber das eigenartige 6kologische Anpassungsvermo-
gen der einzelnen Arten eine wichtige Rolle, deren Einzelheiten jedoch noch
nicht genau bekannt sind. Die Leitformen und die »hochz&hligen« Arten haben
sich aber zweifellos gut an das Flusswasser angepasst. Brachionus calyciflorus
amphiceros lebt z. B. in den Teichen hauptsdchlich zur Sommerzeit; demgegen-
Uber ist Keratella cochlearis macracantha im Plattensee streng ein W intertier-
chen, das auch unter der Eisdecke viele Exemplare aufweist, wéhrend es in
der Donau — vorwiegend im Hauptarm — sowohl im Frihjahr als auch im
Sommer mit zahlreichen oder wenigen Individuen vertreten erscheint. Synchaeta
stylata ist in den Teichen Ungarns ziemlich selten, in den Donauarmen jedoch
zu beiden Jahreszeiten recht hdufig; ihre im Wasser schwebenden, charakteri-
stischen,auf die Heliozoen erinnernden Eier mit strahlenférmig angeordneten
langen Borsten kann man massenweise vorfinden.

Tabelle 6

Gesamtzahl der Rotatorien-Arten in den verschiedenen Donauarmen

Monat des Einsammelns

Hauptarm Cserta-Donau Ceg:}aﬂ-aﬁhlte-
Vv Vil Vv Vil v Vil
Euplanktische Arten (Tab. 4) 35 24 26 34 23 14
Tychoplanktische Arten (Tab. 5) 8 3 12 16 8 7
Zusammen 43 27 38 50 31 21
Monat des Einsammelns

Simon- Szeremleer- Ferenc-

Donau Donau Kanal
Y Vi Vv Vil v Vil
Euplanktische Arten (Tab. 4) 14 26 23 36 15 31
Tychoplanktische Arten (Tab. 5) 17 27 12 31 6 18
Zusammen 31 53 35 67 21 49

Diese wenigen Beispiele wurden nur erwdhnt, um auf die eigenartigen
Wirkungen der Bajaer Donauarme und auf die 6kologischen Verhdltnisse ein-
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zelner Rotatoria-Arten hinzuweisen. Die Frage jedoch, warum gewisse Arten
zur selben Zeit in dem einen Donauarm — oft in grossen Mengen — vorhan-
den sind und aus einem anderen fehlen, kann nur in Kenntnis weiterer dkolo-
gischer Faktoren beantwortet werden. Diese Eigentimlichkeit — wie bereits
erwédhnt wurde — weist auch das Phytoplankton auf.

In der letzten Spalte der Tabellen 4 und 5 ist alich die Haufigkeitszahl
angegeben, die besagt, wie oft die eingesammelte Art in der Biozdnose der
untersuchten Donauarme wéhrend der Monate Mai und Juli vorgefunden
wurde. Zur besseren Ubersicht gibt hieriiber Tabelle 7 zusammenfassend Auf-
schluss.

Tabelle 7

Haufigkeit der Rotatorien in den untersuchten Donauarmen

Ha(L::f;?|IéEit Euplanktische Tychoplanktische
des Vorkommens) Arten (Tabelle 4) Arten (Tabelle 5)

12 4 —

11 4 —

10 3 —

9 3 |

8 4 2

7 3 2

6 3 3

5 2 4

4 3 6

3 12 7

2 5 10

1 13 23

Insgesamt 59 58

Aus der Tabelle ist es also ersichtlich, dass in 12 (d. h. allen) Féllen
4 Arten (3,3%)— mehr oder minder reich an der Zahl ihrer Individuen —
vorhanden waren, u. zw.: Brachionus angularis, Keratella cochlearis typ., Kera-
tella tecta und Polyarthra vulgaris. In 11 Fédllen konnten ebenfalls 4 und in 10
Féllen 3 Arten (Tabellen 4 u.5) eingesammeltwerden (2,5%). Diese Arten sind
ausnahmslos euplanktisch. Von den tychoplanktischen Arten kam nur Euch-
lanis deflexa — meist mit 1 bis 2 Exemplaren — in 9 Fdllen unter die Augen;
Cephalodella catellina und Euchlanis dilatata konnten 8mal eingesammelt wer-
den. Nur in einem einzigen Falle gerieten 13 euplanktische (23,3%) und 23
tychoplanktische Arten (39,6%) in das Netz (Tab. 7).

Diese Angaben beweisen, dass in der Lebensgemeinschaft der Bajaer
Donauarme etwa 10 Rotatoria-Arten (8,5%) mit ihrer massenhaften Erschei-
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nung die Hauptrolle tragen. Den Ubrigen kommt nur eine untergeordnete
Bedeutung zu. Es steht auch fest, dass in das Wasser der Donau sehr viele
Arten aus den am Ufer gelegenen Biotopen, den kleineren und stilleren, eher
teichdhnlichen Gewdssern (den sog. lenit.ischen Uferflaichen) geschwemmt wer-

den. Viele Arten geraten aber auch aus den Béchen, Nebenflissen — die das
W asser der stehenden Gewasser, Teiche, Pfiitzen und damit auch die Lebe-
wesen dieser mit sich fihren — in die Donau. Das Potamoplankton dieses

Stromes ist also auch hinsichtlich der Rotatorien gemischt. Es kann aber als
bewiesen angesehen werden, dass viele Arten im Wasser der Donau gunstige
6kologische Bedingungen vorfinden und sich betrdchtlich vermehren. Die Frage
jedoch, welche von diesen die euzdnischen und welche die tychozdnischen
Arten sind, kdnnte nur auf Grund weiterer Untersuchungen geklart werden.

Es ist eine interessante Erscheinung, dass im Plankton der Donauarme
viele Arten stark variieren, dies hdngt wahrscheinlich mit den eigenartigen,
mannigfaltigen und stets wechselnden 6kologischen Verhdltnissen des Strom -
wassers zusammen. Solche Arten sind meist euplanktisch (Tab. 4). Eine derart
hohe Zahl an Varietditen kommt z. B. im Plattensee nicht vor.

Aus den untersuchten Donauarmen wurden auch solche Rotatoria-Arten
und -Varietdten eingesammelt, die aus unseren inldndischen Gewdéssern
bislang unbekannt waren. Diese sind wie folgt: Brachionus bennini, Br. buda-
pestinensis lineatus, Filinia major, Keratella cochlearis irregularis, K. cochlea-
ris irregularis connectens, K. cochlearis micracantha, K. quadrata dispersa,
K. quadrata frenzeli, Lecane luna praesumpta, Polyarthra dolichoptera optera,
P. dolichoptera brachyptera, P. proloba und P. remata, insgesamt also 13 Arten
bzw. Varietdten und Formen. Eine eingehendere 0kologische, systematische
und taxonomische Beschreibung dieser sowie anderer interessanter Rotatoria-
Arten wird in einer spdteren Abhandlung geboten, in welcher die Beobachtun-
gen eine tiefergreifende Auswertung erfahren sollen.

Vergleicht man die Rotatorienfauna der Bajaer Donauarme mit den
Angaben der Mikroflora, so kann i. alig. festgestellt werden, dass die massen-
hafte Erscheinung der Rotatorien zur derselben Zeit erfolgt, als die kleinsten
Arten von Chlorococcales, Conjugales, Chrysophyceae, Bacillariophyceae und
Chroococcales ebenfalls in grdsseren Mengen auftreten. Diese pflanzlichen
Mikroorganismen dienen vielen eu- und tychoplanktischen Arten als Nahrung.
Die Prufung des Darminhaltes erbrachte jedoch den Beweis, dass die in den
Donauarmen lebenden Rotatorien auch die vom Wasser getragene feine orga-
nische Substanz (Detritus) zu ihrer Erndhrung in Anspruch nehmen. R&ube-
rische Arten gibt es unter den Rotatorien nur wenige, als wichtigste ist Asplan-
chna brightwelli zu nennen, die sich auch massenhaft vermehrt und viele
kleinere Tiere, besonders winzige Rotatorien verzehrt. Ein Beweis hierfir ist,
dass von dieser Art auch 700 bis 800 [Jllange Exemplare in den Bajaer Donau-
armen leben.
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Diskussion

Die Donau teilt sich innerhalb der Grenzen Ungarns nirgends auf so viele
und nahe zueinander befindlichen Arme als in der Umgebung von Baja. Diese
Arme sind hydrographisch grdsstenteils in Verbindung miteinander bzw. mit
dem Hauptarm. Je hdher also der Wasserstand des letzteren, um so schneller
fliesst das Wasser in den Nebenarmen. Bei niedrigem W asserstand fihren auch
diese weniger und mit verminderter Schnelligkeit W asser.

Das Potamoplankton des Hauptarmes und seiner Nebenarme bestand
im Mai und Juli 1951 Uberwiegend aus Algen und Rotatorien. Zur Zeit beider
Sammelarbeiten herrschte hoher Wasserstand. Trotzdem war das Phyto- und
Zooplankton in gleicher Weise ziemlich reich und mannigfaltig. Im Phyto-
plankton des Hauptarmes und der mit ihm am unmittelbarsten verbundenen
Cserta-Alten-Donau dominierten — neben anderen Kieselalgen — die Asterio-
nella-Arten. Die Rotatorien des Zooplanktons erwiesen sich auch als recht dhn-
lich, die Zahl der Arten war im Fruhjahr grésser, im Sommer kleiner, obwohl
als Leitform nicht dieselbe Art auftrat.

Im Phytoplankton der bedeutend schméleren Cserta-Donau fiihrten Cera-
tium hirundinella und verschiedene, zu Chlorococcales gehdrende Algenarten
das Primat, die Rotatorien hatten im Sommer eine hohere Artenzahl als im
Frihjahr. Dieser Arm wies schon etwas mehr lakustrische Arten auf, stellen-
weise entwickelte sich eine Uppige makrophytische Flora in ihm.

Im Phytoplankton der aus der Cserta-Alten-Donau abzweigenden und
weiter nach Siden in den Hauptarm miindenden Simon-Donau waren — neben
Asterionellen und Anabaena sphaerica var. tenuis — die verschiedenen Dino-
bryon-Arten und Ceratium hirundinella vorherrschend. Ihre dominierende Rota-
torienfauna zeugt auch dafir, dass dieser Arm schon in hdherem Masse den
Teichcharakter aufweist. Im Mai war die Zahl der Arten viel geringer als im
Juli, und als bezeichnendster Zug soll erw&hnt werden, dass die tychoplank-
tischen Arten zahlenmdéssig in beiden Perioden die euplanktischen lbertrafen.
Diese Tatsache beweist wiederum, dass je schneller in einem Donauarm
das Wasser fliesst, um so mehr tychoplanktische Arten darin verbleiben
kdnnen.

Die ebenfalls schmale Szeremleer-Donau (Sugovica) ist — vom Haupt-
arm abgesehen — der ldngste Donauarm. Sie schldngelt sich bis Baja, umfliesst
die Pandur Insel. Dieser Arm nimmt die Abwésser der Stadt Baja auf und
aus ihm zweigt der Ferenc-Kanal ab, wé&hrend er von Westen einen anderen
Arm unmittelbar aus demHauptarm aufnimmt. Sein Wasser steht also unter
dem Einfluss besonderer 6kologischer Wirkungen, demgemass ist sowohl des-
sen Phytoplankton als auch das Zooplankton sehr reich und mannigfaltig. Von
den insgesamt 97 Arten der pflanzlichen Mikroorganismen, die aus allen unter-
suchten Donauarmen eingesammelt werden konnten, waren 57 Arten (58,8%)
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hier vorhanden. Als Leitformen traten die Asterionellen und Dinobryon-Arten
auf. Die Rotatorienfauna dieses Wasserlaufes ist sowohl an Arten als auch
der Menge nach unter allen Donauarmen am reichsten und mannigfaltigsten.
Im Frihjahr leben hier viel weniger Rotatoria-Arten als im Sommer. Auch
die Zahl der tychoplanktischen Arten ist in diesem Arm am hdéchsten.

Der Ferenc-Kanal ist vom Hauptarm schon weit entfernt. Sein Potamo-
plankton ist aber in vielen Beziehungen mit dem Plankton der ubrigen
Donauarme verwandt. Im Phytoplankton waren die Asterionellen und die
in den Kreis der Chlorococcales gehdrenden Algenarten vorherrschend. Das
Rotatorienplankton des Kanals ist — mit dem der Ubrigen Donauarme ver-
glichen — sehr &rmlich. Im Frihjahr leben in seinem Wasser weniger Arten,
die Zahl dieser Ubersteigt jedoch im Sommer das Doppelte des Frihjahrs-
aspektes, wobei die einen ausgeprégten lakustrischen Charakter aufweisende
Filina longiseta die Leitform ist.

Fur die im Zooplankton herrschenden Rotatorien ist es also kennzeich-
nend, dass im rasch fliessenden Hauptarm und in der mit ihm in enger hydro-
logischer Verbindung stehenden Cserta-Alten-Donau zur Frihjahrszeit bedeu-
tend mehr ihrer Arten leben als wé&hrend des Sommers. Im Potamoplankton
der schmdleren und langsamer fliessenden Ubrigen Nebenarme sind die Ver-
h&ltnisse gerade umgekehrt. Diese Erscheinung kann auf die Geschwindigkeit
der Flut zuriickgefuhrt werden. Die Geschwindigkeit des fliessenden Wassers
ist demnach bei der Entwicklung des Potamoplanktons auch in den Bajaer
Donauarmen ein wichtiger 6kologischer Faktor.

Im Phytoplankton der untersuchten 6 Donauarme besessen die zur Chlo-
rophyta-Gruppe gehdrenden Arten eine 50- bis 80%ige Dominanz. Als n&chste
folgten die Gruppen der Chrysophyta und Cyanophyta. Das massenhafte
Auftreten der Rotatorien fiel i. alig. mit dem massenhaften Erscheinen der
kleinsten Arten der Conjugales, Chrysophyceae, Bacillariophyceae und Chloro-
coccales, die hauptsdchlich dem Kreis der euplanktischen Arten angehdren,
zusammen. Diese sowie der im Wasser schwebende feine organische Detritus
bilden die Hauptnahrung der Rotatorien der Donau. Rduberische Rotatorien-
Arten gibt es sehr wenige. Als wichtigste dieser ist Asplanchna brigthivelli zu
nennen, die in den Donauarmen eine aussergewOhnliche L&nge von 700 bis
800 [I erreicht. Sie Uberfdllt und verzehrt ohne Wahl alle kleinen Rotatoria-
Arten.

Sowohl im Phyto- als auch im Zooplankton wurden zahlreich solche Arten
vorgefunden, die in anderen stehenden Gewaé&ssern Ungarns nur im W inter oder,
bloss im Sommer zu verzeichnen, d. h. kalt- oder warmstenotherme Arten sind.
Im Potamoplankton der Donauarme erschienen sie jedoch zur Frihjahrs- und
Sommerzeit in gleicher Weise. Diese Tatsache kann nur mit den im Fluss-
wasser herrschenden, sehr mannigfaltigen und stdndig wechselnden &kologi-
schen Verhéltnissen erklart werden. Die Menge, chemische Beschaffenheit und
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Temperatur des Wassers sowie die Geschwindigkeit der Flutwelle und die Stro-
mung dndern sich in diesen Armen rasch.

Die Frage, warum gewisse Arten — oft in grossen Mengen — zur selben
Zeit in einem Donauarm vorhanden sind und aus einem andern fehlen, wird
man nur nach einer grindlicheren und eingehenderen Erforschung der ékolo-
gischen Faktoren beantworten kénnen.

Im Potamoplankton der untersuchten Donauarme kommen viele stark
variierende Rotatorien vor, die hauptsédchlich dem Kreis der euplanktischen
Arten angehdren. Diese Erscheinung hédngt wahrscheinlich ebenfalls mit den
eigenartigen, mannigfaltigen und stdndig wechselnden dkologischen Verhélt-
nissen des Stromwassers zusammen. Es ist bezeichnend, dass ein grosser Teil
der euplanktischen Arten je einer Gattung angehdrt, d. h. jede Gattung sehr
viel Arten aufweist.

Unter den Arten, die aus dem Phyto- und Zooplankton der Donauarme
eingesammelt wurden, gibt esauch solche, die sehr selten sind und bisher aus
der Donau noch nicht zum Vorschein kamen.

Verfasser hoffen, dass ihre Angaben zu der mit grossem Schwung ange-
bahnten internationalen Donauforschung beigetragen haben. Es soll jedoch
betont werden, dass die Ergebnisse aus einer vor fast 10 Jahren durchgefiuhrten
Sammeltétigkeit gewonnen wurden, sie kénnen daher zum Vergleich mit den
Daten kiunftiger Untersuchungen dienen.
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DATA REGARDING THE MICROFLORA AND MICROFAUNA IN THE ARMS
OF THE DANUBE NEAR BAJA

An energetic research into the organisms living in the Danube, in which all countries situ-
ated along this river are represented, has been started by the “Arbeitsgemeinschaft Donau-
forschung des SIL.” It is the Hungarian Danube Research Station which performs this work
in Hungary. The authors of the present paper have worked up that planktonic material which
one of them (Kol) collected in May and July, 1951, from the main current of the Danube at
Baja and from its five branches there. Data regarding phytoplankton and zooplankton, as
published in the paper, show therefore conditions as they were found nearly 10 years ago. Col-
lections were always made in high water. Algal associations were found to be different in all
branches of the river. Different was also the composition of the microfauna of which the rotif-
ers have been worked up. Although hydrographically more or less connected, the water of
each arm near Baja constitutes a separate biotope with characteristic biocoenoses. A number
of species are, of course, common to all branches of the river.

«The phytoplankton of the examined arms is dominated by Chlorophyceae to the extent
of 51 to 80 per cent. A total of 97 species of vegetable microorganisms was found, 30 of which
had been unknown in the Hungarian section of the Danube. The analysed biotopes contained
many rare algae.

The zooplankton consisted mostly of rotifers in spring and especially in summer.
The ratio of crustaceans reached 30 per cent in a single case only, and their percentage did
not exceed 2 to 5 during summer. Side by side with euplanktonic species many tychoplankto-
nic species were encountered. It is only passively that the latter find access to the biotope of
standing waters. Altogether 98 species, 17 varieties and 2 forms were registered. Predominant
among them were Rotifera (8,5 per cent), about 10 species of which were encountered in the
planktonic biocoenosis of the Danube arms at Baja. The plankton of these arms contains
a great number of considerably variable species, a phenomenon presumably due to the special
and constantly varying oecological conditions of the flowing water. Most of these species belong
to the euplankton. Such a number of varieties has never been observed in bodies of standing
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water, in the Lake Balaton for example. The phyto- and zooplankton of the Danube arms
contain certain species in summer which occur in other standing waters of Hungary (Bala-
ton) during winter only, and constitute there “cold stenothermal” forms. Of the examined
species (varieties and forms), 13 were new in the Hungarian fauna.

OAHHBIE K MMKPO®/IOPE 1 MUKPO®AYHE PYKABOB AIYHAA OKOJO I'. BAVSA

«Pabounii KoneKTuB Ho umccneaoBaHuio yHas CW» (Arbeitsgemeinschaft Donau-
forschung der SIL) B KOTOPOM YYaCTBYIOT BCe PacrofiokeHHble BAOSb [lyHasi rocynapcrsa,
YCWIEHHbIMW TeMMaMy NPUCTYNIAN K UCCIeoBaHMIO quiopbl 1 thiayHbl [lyHas. B BeHrpum gaH-
Hyl0 paboTy OCYLLECTBNSET BeHrepckas cTaHUuMs Mo mccniegoBaHuto LyHas. Mo aTomy rnosogy
aBTOpbl pa3paboTasiv MaTepuman MI1aHKTOHa, CobpaHHbIA Ap. Kon B Mae W wone 1951 roga
13 rnaBHoro pycna lyHas okono r. bais u u3 natyM No6oYHbIX PykaBoB ero. TakviM 06pa3om
COOGLLEHHbIE faHHbe UTOMIAHKTOHA 1 300M/1aHKTOHa MOKa3bIBAOT NOIoXeHWe novTtn 10 et
ToMy Hasag, ['lpy npoBefeHW c60poB YpoBeHb Bodbl HA [lyHae 6bi1 BbICOKMIA. Accoupauymn Bo-
,gopocneﬁ OblM_pasMuHbIMA B KeXKAOM pykase [yHas. CTpyKTypa MUKpodayHbl Takoke

bUla Pas/IM4HON, MpUYeM MOAPOBHO Pa3paboTanCh KOOBPATKW. BbBMIOCH, UTO pyKasa
[yHasa okono r. Baia, HecMOTpS Ha ToO, YTO B rMApOrpactyeckoM OTHOLLIEHUM UX BOdbl 6onee
W1 MeHee COOOLLIAKOTCS, OHW BCE >Ke MNPeACTaB/stoT CaMOCTOSTe/bHble 6GMOTOMbI C VHAUBUW-
JyanbHbIM OMOLIEHO30M. JTO, OfHAKO, He WCK/IKOYAET TOro, YTO OHU MMEKOT Takoke MHOro4u-
CMeHHble 06LLWe BUbL.

B (TONNAaHKTOHe UMCCMeaoBaHHbIX PYKaBoOB [lyHasi rocrioACcTBOBa/IA BUAbl 3e/1eHbIX
BO/IOPOC/IEN (51—80%%. B 06Lem 6bUn 06HapY>KeHbI PacTUTENbHbIE MUKPOOPTraHn3Mbl, OTHO-
csLLwecs K 97 Bagam. Cpeayt HUX umetotest 30 BIOB, KOTOPbIe 40 CMX MOp eLLe He Bblin U3BeCT-
HbIMU Ha BEHrepcKOM y4acTke [lyHas. B viccriefoBaHHbIX 6M0TOMax XWIo Takke MHOMO pes-
KVX BWOOB BOLOPOCIEN.

00M/IAHKTOH COCTOSUT BECHOM, HO I/1aBHbIM 06pa3oM fIETOM B Mpeob/iafatollein yactm
13 KOMoBpaToK. PakoobpasHble focturiv 30%-ro Kon4ecTsa TONbKO B OAHOM Crlydae, HO Jie-
TOM OHV MMerMCb TOMbKO B KO/MYecTBe 2—5%. Hapsgy ¢ BugaMy HacTOSLLEro M/iaHKTOHa
Ha6/10A/I0Ch MHOTO BLOB TVXOMN/IAHKTOHA, MOMaatolLyX B M/IAHKTOH 610ToNa CToAYen Bofbl
TOMbKO NaccViBHbIM MyTeM. B 06LLem 6bU10 onpefeneHo Hanmuve 98 BuaoB, 17 pasHOBUAHOCTEN U
2 toopm. OpHaKo, U3 HUX B GUOLIEHO3e M/1IaHKTOHA pykaBoB [lyHast y I. baiis , riaBHyO posib
UrpatoT CBOMM MaccoBbIM MOSIB/IEHVEM OKo/o 10 BUOOB KoMoBpaToK (8,5%0). B MyiaHKTOHe
pyKaBoB [lyHasi UMeeTcsi MHOIMO CW/IbHO BapbUPYHOLLMX BMAOB, YTO MPEAMOOKATENBHO HaxXo-
[VTCA B CBSA3M CO CreUmsiibHbIM, BeCbMa pa3HOo0bpasHbIMU 1 MOCTOSIHHO MEHSIHOLLMMCS 3KOJ10-
FMYECKAMW YC/IOBUSIMA PeYHO BOAbl. 3TV BUdbI OTHOCATCS, [/1aBHbIM 06pa3oM, B KPYr BW0B
HaCTOSILLEr0 M/1aHKTOHAa. Takoe 00/bLLUOE YMCI0 BULOMBMEHEHWIA HUKOrAa He Hab/ofaeTcs
Hanp. B 03epe BanatoH. B ¢wTo- 1 300M1aHKTOHe pyKaBoB [yHas XWW Takvie BiLbI TakkKe
JIETOM, KOTOpble B APYrux CTosaumx Bofax BeHrpuu (BanaToH) BCTPeYatoTcsl TOMbKO 3MMOA,
3HAUUT, KOTOPble TaM SIB/IKOTCA XO/0AHOCTEHOTEPMHHBIMM (hopMamn. 1 dayHbl BeHrpum 13
BMAOB (pa3HOBMAHOCTEN M (POPM) OKa3a/ICb HOBbIMM.

Erzsébet Kol, Budapest XI1V. Vajdahunyadvar, Ungarn.
Lajos Varga, Sopron, Bajcsy-Zsilinszky u. 3. Ungarn.






UNTERSUCHUNG DER PHOSPHOMONOESTERASEN
IN DEN ZENTRALEN NERYENGANGLIEN
DER WEINBERGSCHNECKE (HELIX POMAHA)

Gy. Démjan und E. Minker

CHEMISCHES UND BIOCHEMISCHES (VORSTAND: A. KRAME!) SOWIE PHARMAKOLOGISCHES INSTITUT
(VORSTAND: N. JANCSO) DER MEDIZINISCHEN UNIVERSITAT, SZEGED

(Eingegangen am 20. Februar, 1960)

Zusammenfassung

Es wurde die Aktivitdt der Phosphomonoesterasen in den zentralen Nervenganglien
der Weinbergschnecke (Helix pomatia) unter verschiedenen experimentellen Bedingungen
in vitro untersucht und die Gewebslokalisation dieser Fermente bestimmt.

Mit biochemischen Methoden konnte nachgewiesen werden, da das aus den zentralen
Nervenganglien der Weinbergschnecke hergestellte Homogenat ausgeprégte alkalische bzw.
saure Phosphataseaktivitat zeigt. Von diesen Fermenten hat sich bei 20 und 37° C die
alkalische Phosphatase aktiver erwiesen. Die Aktivitdt der Fermente hat sich in vitro nicht
verédndert, wenn die Tiere 28 Tage bei einer Temperatur von -(-4° C gehalten wurden. Unver-
dndert blieb die AKktivitdt dieser Fermente auch, als die Tiere 25 Tage lang in eine wasser-
und nahrungslose Umgebung versetzt wurden.

Es wurde untersucht, wie sich die in vitro Aktivitat der alkalischen und sauren Phos-
phatase in den Nervenganglien frischer Schnecken bei 10, 20, 30, 40 und 50° C gestaltet. Nach
den Ergebnissen erhdht sich die Aktivitat der alkalischen Phosphatase mit der Steigerung der
Temperatur starker als die der sauren Phosphatase. Die aus den bei verschiedenen Tempera-
turen gemessenen Aktivitatswerten errechnete Aktivierungsenergie der alkalischen und sauren
Phosphatase ist anndhernd gleichwertig.

W ie die histochemiscben Untersuchungen ergaben, ist die saure Phosphatase im Zyto-
plasma der Ganglienzellen, die alkalische Phosphatase in der interzelluldren Substanz der
Ganglien anwesend.

Einleitung

Die Phosphomonoesterasen stellen sowohl in der Tier- wie in der Pflan-
zenwelt wichtige und sehr verbreitete Fermente dar.

In den letzten Jahren haben wir die Verédnderungen der in vitro bestimm-
ten Aktivitdt der alkalischen und sauren Phosphatase mit dem mehr oder
weniger bekannten Grad des funktionellen und morphologischen Entwicklungs-
zustandes der verschiedenen Gehirnteile in der Phylogenese der Wirbeltiere
verglichen [1]. Im Rahmen dieser Untersuchungen studierten wir die Uber-
einstimmungen und Verschiedenheiten zwischen den einzelnen Klassen und
suchten Zusammenhdnge zwischen der Lebensform der untersuchten Tiere
und der Phosphataseaktivitat der wichtigsten Gehirnzonen zu finden. Ferner
bestimmten wir die Aktivitdt der Phosphomonoesterasen bei verschiedenen
Temperaturen, und aus den gewonnenen Angaben nahmen wir reaktionskine-
tische Berechnungen vor [2]. Die Ergebnisse dieser Arbeiten veranlalBten uns,
die Untersuchungen auch auf das Nervensystem der wirbellosen Tiere aus-
zudehnen.

3 Acta Btnlogica XI/3.
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Unter unseren Verhéltnissen erschien uns die Weinbergschnecke als das
geeignetste Untersuchungsobjekt. Bei diesem Tier lassen sich — im Hinblick
auf seine natilirlichen Lebensbedingungen — die Wirkungen der ldngeren Ab-
kihlung, des Hungerns und der Austrocknung auf die in vitro Aktivitdt dieser
Fermente gut untersuchen.

W ir bestimmten die Aktivitdten der alkalischen und sauren Phosphatase
biochemisch und waren bestrebt, die Lokalisation dieser Fermente in den
zentralen Nervenganglien der Weinbergschnecke mit histochemischen Metho-
den zu ermitteln.

Das Nervensystem von Helix pomatia ist ein stark verdndertes Ganglien-
nervensystem. Bei den Pulmonata konzentrierten sich die bei den Gastropoda
im allgemeinen vorzufindenden Nervenganglien auf den Anfangsabschnitt
des Darmkanals, um den muskuldren Schlund, wodurch ein geschlosse-
ner Schlundnervenring entstand. Dieser Nervenring enthélt die Uber
dem Schlund anwesenden Gehirnganglien sowie die unter dem muskuldsen
Schlund befindlichen parietalen, viszeralen, pleuralen und pedalen Ganglien.
Die um den Schlund liegenden Ganglien kann man als zentrale Ganglien bzw.
im Gegensatz zum peripheren Abschnitt des Nervensystems auch als Zentral-
nervensystem bezeichnen, da sich das periphere Nervensystem in Form kleine-
rer und groRerer Nervenstimme und mikroskopischer Ganglien in der Wand
des Darmkanals, in der Beinmuskulatur usw. befindet.

Bei den Schnecken mit primitiverem Nervensystem liegen die einzelnen
Ganglien mitunter in groRerer Entfernung voneinander, und die Verbindung
zwischen den Ganglien wird durch die Konnektiven gewé&hrleistet. Infolge der
Konzentration liegen die unter dem Schlund befindlichen Ganglien bei Helix
pomatia sehr nahe nebeneinander und verschmelzen makroskopisch geradezu
miteinander, doch sind die Grenzen der einzelnen Ganglien und die Fragmente
der Konnektiven im mikroskopischen Bild gewdhnlich zu erkennen. Die Uber
und unter dem Schlund liegenden zentralen Ganglien sind durch gut entwickelte,
auch makroskopisch erkennbare Konnektiven verbunden, die nicht nur aus
Leitungselementen bestehen, sondern auch Nervenzellen enthalten und daher
eigentlich als Markstamm anzusehen sind.

Die mikroskopische Struktur der Nervenganglien von Helix pomatia 4Rt
sich folgendermafen charakterisieren: In den einzelnen Ganglien sind
sehr verschieden groe Ganglienzellen anzutreffen, die sich — wie bei den Wir-
bellosen im allgemeinen — am peripheren Teil der Ganglien rindenartig
lagern. Die Ganglienzellen sind Uberwiegend unipolar, ihr Kern ist ungewdhn-
lich grol und mit granulésem Chromatin gefiillt. Die Nervenzellen entsenden
ihre Fortsdtze in den Zentralabschnitt der Ganglien, der ausschlieBlich aus
Massen von Nervenfasern besteht. Diese Subtanz der Ganglien wird in der
Literatur auf Grund der ersten Beschreibungen Neuropylema oder Punkt-
substanz genannt, doch erscheint uns diese Benennung unrichtig und die
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Bezeichnung innere Fasersubstanz oder Marksubstanz viel zutreffender. In den
Nervenganglien befinden sieb sowohl zwischen den Ganglienzellen als auch
zwischen den Nervenfasern Gliazellen bzw. durch gliaartige Isolierungszellen
gebildetes Plasmodium.

Die zentralen Nervenganglien erhalten ihre Hdmolymphversorgung aus
der Artéria cephalica. Die GefdBe verlaufen in Form kleiner Arteriolen und
Kapillaren in der die Ganglien aullen umgebenden und auch in ihr Inneres
eindringenden Bindegewebssubstanz, die sich von den eigentlichen Nerven-
elementen prdparativ nicht trennen l&Rt.

Biochemische Methode

Die biochemischen Bestimmungen der sauren Phosphatase wurden nach dem unser-
seits etwas modifizierten Verfahren von Flexner und Flexneh [4] vorgenommen, wobei
0,5%iges jS-Na-glyzerophosphat als Substrat im Puffer von pH 5 anwesend war.

Nach dem Herauspréparieren wurden die Nervenganglien der Schnecken bei niedriger
Temperatur in der Reibschale homogenisiert. Das Homogenat enthielt je ml 20 mg Feucht-
substanz.

Die alkalische Phosphatase wurde im wesentlichen ebenso bestimmt wie die saure;
Na-Glyzerophosphat I6sten wir in Veronalpuffer pH 9 gleichfalls in einer der 0,5%igen Kon-
zentration entsprechenden Menge.

Den von den Fermenten aus dem Substrat abgespaltenen Phosphor bestimmten wir
nach Fiske und Subbarow [3].

Biochemische Ergebnisse

Anfangs bestimmten wir die Aktivitdt der beiden Phosphatasen in den
Nervenganglien frisch gesammelter Schnecken. Diese Versuche wurden in zwei
Serien durchgefihrt. In einer erfolgte die einstindige Inkubation der Proben
bei 37° C, in der anderen — mit Ricksicht auf die natlirliche Temperatur der
Schnecken — bei 20° C. Die Resultate dieser Versuche veranschaulichtTabelle 1.

Bei den einzelnen Versuchen wurden 5—6 Parallelproben bestimmt und
ihre Mittelwerte in die Tabelle aufgenommen. Die Aktivitdten sind in gamma
Phosphor ausgedrickt und beziehen sich auf 100 mg Feuchtsubstanz. Wie aus
der Tabelle hervorgeht, ist die Aktivitdt der alkalischen Phosphatase bei bei-
den Temperaturen hdher als die der sauren Phosphatase.

Im folgenden untersuchten wir, welche Wirkung der Umstand auf die
AKktivitdt der Fermente ausubt, dal die Schnecken ldngere Zeit der Wirkung
niedrigerer Temperatur ausgesetzt oder l&ngere Zeit in wasser- und nahrungs-
loser Umgebung gehalten werden.

Zu diesem Zweck wurden 60—80 Schnecken in den Eisschrank gelegt,
dessen konstante Temperatur -(-4° C war. Bei dieser niedrigen Temperatur
zogen sich die Schnecken in ihr Haus zuriick und bewegten sich nicht mehr.
Nach 28tédgiger »Hibernation« legten wir sie in Wasser von Zimmertempera-

31
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Tabelle 1
Versuch Alkalische Saure Phosphatase
NT. Phosphatase y P/100 mg Fs.
y PA00 mg Fs.
37° ¢

l. 223 76

2. 273 120

3. 200 76

4. 266 76

5. 276 96

6. 270 96

7. 300 _
Durchschnitt 258 90

20° C

1. 90 65

2. 120 52

3. 132 35

4, 136 -

5. 133 —
Durchschnitt 122 50

tur. Etwa 90% der Tiere krochen aus dem Haus und zeigten die normalen
Lebenserscheinungen. Innerhalb von 30 Minuten nach der Herausnahme aus
dem Eisschrank wurden die Nervenganglien der Schnecken herausprédpariert
und in dem aus diesen bereiteten Homogenat die Aktivitdten der Phosphatasen
bestimmt. Diese Versuche ergaben, daR nach vierwdchiger Aufbewahrung bei
niedriger Temperatur (+4° C) weder die Aktivitdten der sauren noch die der
alkalischen Phosphatase gegenlber denen der frischen Schnecken wesentlich
nicht verdndert waren.

In einer anderen Versuchsreihe wurden die Tiere bei Zimmertemperatur
in ein leeres Gefdl gelegt. Um sich gegen die Austrocknung zu schiitzen, zogen
sich die Schnecken zuriick. Nach 10 bzw. 25 Tagen legten wir sie ins W asser,
worauf die meisten Tiere hervorkrochen. Auch bei diesen in wasser- und nah-
rungsloser Umgebung gehaltenen Schnecken ist in der Aktivitdt der Fermente
keine wesentliche Verdnderung eingetreten.

In der zweiten Hauptgruppe der Versuche untersuchten wir, wie sich
die Aktivitat der alkalischen und sauren Phosphatase in den Ganglien frischer
Schnecken in vitro verdndert, wenn die Temperatur von 10 auf 50° C erhdht
wird. Die Proben wurden 60 Minuten bei 10, 20, 30, 40 und 50° C inkubiert.
Die Resultate dieser Versuche zeigt Abb. 1.

Nach den Angaben des Diagramms erhdht sich mit der Temperatursteige-
rung die Aktivitat der alkalischen Phosphatase in stdrkerem Male und weiter
als die der sauren Phosphatase. Die Aktivitdt der sauren Phosphatase zeigt
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bei einer hoheren Temperatur als 30° C eine schwéchere Steigung als bis 30°,
und ungefédhr bei 40° C beginnt bereits die Denaturation des Ferments, die
sich bei weiterer Temperaturerhdhung in sinkender AKktivitdt manifestiert. Im
Zentralnervensystem der Wirbeltiere ist unter den beiden Fermenten die alka-
lische Phosphatase einer hoheren Temperatur als 35° gegentber empfindlicher.

Nach Feststellung der bei verschiedenen Temperaturen bestimmten AKkti-
vitdten der alkalischen und sauren Phosphatase errechneten wir die Aktivie-
rungsenergiewerte fir diejenigen Temperaturabschnitte, von denen wir annah-
men, dalB die Fermente in ihnen ihre fir diese Temperatur charakteristische
AKktivitadt bereits ausgeiubt haben, ohne denaturiert zu sein. Bei der Errech-

fP/100 mg

Abb. 1, Die Aktivitdt der alkalischen und sauren Phosphatase im Nervengewebe der
Weinbergschnecke in Abhangigkeit von der Temperatur.

O ---0 alkalische Phosphatase; o------- O saure Phosphatase

nung der Aktivierungsenergien wandten wir die bekannte ARRHENiussche
Gleichung an;

M= (Inkx—Ink2)R *
12 11

wo fi der Aktivierungsenergie, kt und k2 der Fermentaktivitdt bei den absolu-
ten Temperaturen 7\ und T2und R der Universal-Gaskonstante entsprechen.
Die Werte der Aktivierungsenergie flir die einzelnen Temperaturabschnitte sind
in Tabelle 2 zusammengefalit.

Nach den Tabellenangaben ist die Aktivierungsenergie der alkalischen
Phosphatase im Temperaturintervall von 10—50° C im wesentlichen dieselbe
(fi = 9048 g-kal) wie die der sauren Phosphatase im Temperaturintervall zwi-
schen 10—30° C (fi = 8829 g-kal). Es sei erwdhnt, dall die Aktivierungsenergie
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Tabelle 2
Alkalische Phosphatase Saure Phosphatase
Temperaturintervall in /ig-kal Temperaturintervall in jUg-kal
10—20 10 648 10— 20 8 730
20—30 8 609 20— 30 8 929
30—40 8 145
40—50 8 792
Durchschnitt bei Durchschnitt bei
10—50° C 9 048 10— 30° C 8 829

der alkalischen Phosphatase im Hirngewebe der Wirbeltiere niedriger ist als
die der sauren Phosphatase.

Histochemische Ergebnisse

Zum histologischen Nachweis der alkalischen und sauren Phosphatase verwendeten
wir die von Gemori und Takamatsu bzw. von Gemeri angegebenen Methoden [5].

Der den lebenden Tieren entnommene Schlundnervenring wurde ohne Fixierung bzw.
nach Formalinfixierung wéahrend %, 1, 3, 6 bzw. 12 Stunden gefroren zerschnitten. Die fixier-
ten Stoffe wurden vor der Schnittherstellung 5 Minuten in Wasser gewaschen. Die Schnitte
applizierten wir nicht auf Objekttrager, sondern legten sie direkt in die Inkubationsldsung.
Mit Riucksicht darauf, daB zur Aufarbeitung je einer .Schnittserie die Ganglien mehrerer
Schnecken herausgenommen werden mufiten, hielten wir die ohne Fixierung aufgearbeiteten
M aterialien bis zur Schnittherstellung in Hadmolymphe. Die Aufarbeitung der unfixierten
M aterialien stellt eine auBerordentlich schwierige und umstdndliche Manipulation dar. Die
fixierten Materialien lassen sich viel besser behandeln, weshalb der groRte Teil unserer Schnitte
aus Materialien stammt, die vor dem Schnitt kiirzere oder ldngere Zeit fixiert wurden. Wir
rechneten von vornherein damit, daB sich durch die Fixierung gewisse Aktivitadtsverluste
ergeben, und waren bestrebt, uns tber ihr Ausmall durch Versuche in vitro zu uberzeugen.
In einem Teil des frisch entnommenen Untersuchungsmaterials wurde die Aktivitat der
alkalischen und sauren Phosphatasen sogleich nach der Herausnahme bestimmt. Das Ubrige
M aterial legten wirin Formalin, dann wurden die 1, 3,6, 12 und 24 Stunden fixierten M ateria-
lien nach 5 Minuten Waschen mit Wasser homogenisiert, worauf wir die Aktivitdt der Phos-
phatasen bestimmten. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen enthdlt Tabelle 3.

Tabelle 3
Dauer der yP/100 mg Feuchtsubstanz
Formalinfixierun i

in Stunden s Pﬁ:)ksinlllwiftgze Saure Phosphatase

0 170 110

I 140 80

3 80 40

6 80 30

12 80 30

24 90 10

Nach einstindiger Fixierung ist demnach mit einem 20— 30%igen Aktivitadtsverlust zu
rechnen. Nach dreistindiger Formalinfixierung nimmt die AKktivitdt der Praparate stark ab
und bleibt sodann ungefédhr auf dem gleichen Niveau. Von der Temperatur der Fixierflussig-
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keit wird die Aktivitat bzw. der Erfolg der Gewcbslokalisation nicht beeinfluft, ja die Aktivi-
tat der untersuchten Fermente veranderte sich selbst dann nicht betrdachtlich, wenn wir das
frisch zubereitete Homogenat bei 37° C langere Zeit stehen lieBen.

Die Inkubation der einzelnen Schnittserien erfolgte bei 37° C, und die Schnitte wurden
in Intervallen von 10 Minuten kontinuierlich entwickelt. Nach unseren Erfahrungen ist die
einstdndige Inkubation als optimal zu betrachten, weil eine zufriedenstellende Gewebslokali-
sation zutage tritt.

Die in die Inkubationslésung gelegten Schnitte wurden abwechselnd mit Kontroll-
schnitten unter Benutzung eines Glasstdbchens in die einzelnen Medien Uberfihrt. Auf diese
Weise vermochten wir in anderthalb Stunden eine grofere Menge Schnitte aufzuarbeiten und
die Untersuchungen oft zu wiederholen. Uber die Léslichkeit des bei den Reaktionen entstan-
denen Niederschlages wollen wir lediglich bemerken, daB sich PbS aus den in destilliertem
W asser befindlichen Schnitten binnen 12 Stunden vollstdndig herausloste.

Abb. 2. Subintestinales Ganglion, saure Phosphatasereaktion. Ubersichtsbild. Die Gan-
glienzellen sind aktiv, die interzelluldare Substanz und die innere Fasernsubstanz inaktiv.
Einstindige Inkubation

Die saure Phosphataseaktivitdt tritt int Zytoplasma der Ganglienzellen
in Erscheinung (Abb. 2 und 3). Die Reaktion ist spezifisch und bereits etwa
30 Minuten nach der Inkubation zu beobachten. Der Ort der Lokalisation
wird anfangs durch eine grob verteilte Bleisulfid-Granulation angezeigt, die
bei Verlangerung der Inkubationsdauer immer intensiver erscheint. Nach zwei-
stlindiger Inkubation ist der Niederschlag schon ganz kompakt, und die Zellen
sind stark braun geférbt. Zu dem Zeitpunkt, wo der homogene Bleisulfidnieder-
jschlag in den Ganglienzellen erscheint, mufl bereits mit Enzymdiffusion gerech-
net werden. Jetzt zeigen auBer den Ganglienzellen auch die innere Fasern-
substanz und das umgebende Bindegewebe gelbliche Farbung, obgleich zwi-
schen diesen Gewebselementen eine erkennbare Differenz in der Farbintensi-
tdt besteht. Anfangs zogen wir die Mdglichkeit in Betracht, dal es sich bei
der granulésen Bleisulfidausscheidung um ein Kunstprodukt handelt, doch
mulBten wir diesen Gedanken verwerfen, weil die oft und zu verschiedenen
Jahreszeiten (um die Mdglichkeit der jahreszeitlichen Schwankungen auszu-
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schliefen, im Frihjahr, Sommer und Herbst) vorschriftsmaBig wiederholte
Reaktion immer dasselbe Bild ergab: Einen anfangs feineren, nach Verlédnge-
rung der Inkubationsdauer allmédhlich kompakter werdenden Niederschlag,
und diese Niederschlagsbildung trat ausschlieBlich in den Ganglienzellen
auf. Zu gleicher Zeit arbeiteten wir auch Grenzstrangganglien von Kat-
zen auf, und in denselben Reagenzien trat im W irbeltiermaterial ein ganz
homogener Niederschlag zutage. Im Zusammenhang mit der sauren Phospha-
tase sei bemerkt, daB nicht jede Ganglienzelle gleich starke AKktivitdt zeigt,.

Abb. 3. Subintestinales Ganglion, saure Phosphatasereaktion. 30 Minuten Inkubation

sondern in einzelnen Ganglienzellen eine stdrkere Bleisulfidausscheidung be-
obachtet werden kann als in den anderen.

In der Initialphase der Inkubation ist im Kern der Ganglienzellen keine
oder nur ganz schwache Aktivitdt wahrzunehmen; zu gleicher Zeit tritt im
Inneren des Kerns schwach ein gelbliches inneres Gitter hervor, das besonders
bei den Riesenzellen sichtbar ist, wahrend bei den kleinen Zellen von Glomeru-
lus-Typ nach etwa einstiindiger Inkubation nur der Kern Aktivitdt zeigt, wah-
rend die Umrisse des Zellplasmas kaum wahrgenommen werden kénnen oder
sich Uberhaupt nicht abzeichnen. Das ist durchaus verstdndlich, da ja das
Plasma dieser Zellen, die das Procerebrum bilden, auch unter normalen Ver-
hdltnissen mit den Ublichen und speziellen Farbungs- oder Imprégnations-
verfahren kaum nachgewiesen werden kann.

Saure Phosphataseaktivitidt stellten wir auch in den Nervenzellen fest,,
die im zerebroviszeralen Konnektivum verstreute bzw. kleinere Haufen bilden.

Saure Phosphataseaktivitat weisen demnach die Ganglienzellen auf, wéh-
rend die innere Fasernsubstanz der Ganglien und die interzelluldre Substanz
inaktiv sind. Selbst makroskopisch ist zu sehen, dall nur gewisse Zonen in den
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Schnitten braun werden und die braunen Zonen einen stecknadelkopfgrofRen
hellen Raum umschlieBen.

Die alkalische Phosphataseaktivitat tritt in der interzelluldéren Substanz
zwischen den Ganglienzellen, in der inneren Fasernsubstanz der Ganglien sowie
im Perineurium der groBeren Nervenstimme in Erscheinung (Abb. 4). Auch
in diesem Fall ergibt die einstiindige Inkubation das am besten entsprechende
Bild. Das Plasma der Ganglienzellen erscheint in diesen mikroskopischen Bil-
dern hell (inaktiv) und stark vakuolisiert.

In sdmtlichen Schnitten haben wir an den einzelnen Gangliengrenzen
und im &uBeren Bindegewebe aktive Flecke beobachtet, bei denen es sich um

Abb. 4. Subintestinales Ganglion, alkalische Phosphatasereaktion. Die interzellulare
Substanz ist aktiv. Einstiindige Inkubation

kleinere Zellhaufen handelt, die aus den in den Fragmenten des die zentralen
Nervenganglien versorgenden GefdlRnetzes sichtbaren Formelementen der
H&molymphe bestehen.

Bei der Bewertung der Lokalisation verwendeten wir Kontrollschnitte,
die in substratfreier Ldsung inkubiert worden waren. Auf Grund der
Kontrollschnitte konnte festgestellt werden, dafl die im Gefdllnetz der Nerven-
ganglien erscheinende Phosphatasereaktion nicht spezifisch ist.

Besprechung

Aus den Ergebnissen unserer Untersuchungen an den zentralen Nerven-
ganglien der Weinbergschnecke wollen wir einstweilen keine weiteren Schluf3-
folgerungen ziehen, da die hier besprochenen Versuche lediglich als ein erster
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Schritt zu betrachten sind. Aller Wahrscheinlichkeit nach werden jedoch, wenn
wir die Untersuchungen auf andere wirbellose Arten, weitere Fermente und
grundlegende biochemische Prozesse ausdehnen, Angaben lber die Phospho-
monoesterasen zu gewinnen sein, die sich bei der Deutung der im Nerven-
system der wirbellosen Tiere vor sich gehenden Stoffwechselprozesse nitzlich
erweisen.
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INVESTIGATION OF PHOSPHOMONOESTERASES IN THE CENTRAL GANGLIA
OF SNAILS (HELIX POMATIA)

The paper describes in-vitro experiments made with a view to determining the activity
of phosphomonoesterases in the central ganglia of the snail (Helix pomatia) under different
experimental conditions, furthermore, experiments which had the object to ascertain the
site of these ferments in the tissues.

Biochemical analysis proved the homogenized central ganglia of edible snails to reveal
marked alkaline or acid phosphatase activity. Heated to a temperature of 20 and 37° C, it
was the alkaline phosphatase which seemed to be more active. No change in the in-vitro acti-
vity of these enzymes was observed when the animals were kept at a temperature of 4° C for
28 days. Nor was any change observed when the animals were deprived of water and food
during 25 days.

A group of experiments had the purpose to observe the in-vitro activity of both alka-
line and acid phosphatases in the ganglia of edible snails at temperatures of 10, 20, 30, 40 and
50° C. It was found that the activity of the alkaline enzyme increased with rising temperature
longer than that of the acid phosphatase. The energy of activation, derived from the values
of activity at different temperatures, seemed to be approximately equal in respect of both
enzymes.

Histochemical examinations lead to the conclusion that acid phosphatase is situated
in the cytoplasm of the ganglion cells, while alkaline phosphatase is seated in the intercellular
substance of the ganglia.

MCCNEAOBAHWE ®OC®OMOHOICTEPA3 B UEHTPANbHbBIX TAHITANMOHAX
BUHOTPALHOW YAUTKWU (HELIX POMATIA)

ABTOpbI MccnefoBav in vitro akTMBHOCTb (HOCHOMOHOICTEPA3 B LEHTPabHbIX FaH-
rNMoHax BUHOMPaAHbIX YIUTOK (Helix pomatia) MNPW PasHbIX OMbITHLIX YCIOBUAX a TaKXKe
onpeaenunn NOKanu3auuio 3TUX XXe (ePMEHTOB TUCTOXMMUUECKUM MYTEM.

BMOXMMUYECKUM METOfIOM 6bI/10 MOKa3aHo, YTO FOMOreHW3aThbl, M3roTOBMIEHHbIE U3 TKa-
Hell LEeHTpaNibHbIX FaHMIMOHOB BUHOTPaAHbLIX Y/UTOK MPOSIBASIOT BbIPAXKEHHYID KUCMYIO U
LeNoYHYH (hocthaTasHylo aKTUBHOCTb.
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N3 3TnX goyx (hepMeHTOB LLeNOYHasA (ochaTasa oKasanacb 60see aKTMBHOM Kak Mpu
37°, Tak 1 npu 20° TemnepaTypbl. He M3mMeHMNacb akTMBHOCTb KWCMOW W LLENOYHON docaTas,
ecnv yNuTOK, NpeaBapuTe/ibHO Nepej OMnbITOM, fepXKaau Ha X004y B X0N04uAbHUKe npu -f- 4°
TemnepaTypbl B TeueHue 28 AHEN.

Takxe He M3MeHUNaCb aKTMBHOCTb 3TUX WCCNEA0BaHHbIX (HePMEHTOB, €C/IN XXMBOTHbIE
fep>xanucb B YCNOBUAX 6e3 NUTaHWS 1 Bodbl MPY KOMHATHOW TemnepaType B TeveHue 25 gHeld.

B apyroi cepuv OnNbITOB aBTOPbI UCC/EL0Ba/IN U3MEHEHMNE aKTUBHOCTU KUC/IOW W LLIENoY-
HOI (hochaTas B LEHTPaIbHbIX FAHI/IMOHAX Y CBEXMWX, TOIbKO YTO CO6paHHbIX YAUTOK MNpuv
10°, 20°, 30°, 40° n 50° TemnepaTypbl. Pe3ynbTaTbl 3TUX OMbITOB MOKa3aan, YTO aKTUBHOCTb
LLIeN0YHON (hochaTasbl B 60/1bLUEN Mepe MOAHUMAETCA € NOBbILLEHWEM TeMNenpaTypbl, YeM aKTUB-
HOCTb Kucnoii cocatasbl. Kucnas docgartasa Bbiwe 30—35° y>Xe MOCTEEHHO TepsieT CBOK
aKTMBHOCTb B TO BpeMs Kak LuenoyHas goctaTtasa gake npu 50° Temnepatypbl He JocTUraet
MakCMyMa CBOE aKTMBHOCTMW.

Bblnn BbicUMTaHbl Be/IMYMHBLI 3HEPTUN aKTMBaUUWM ANSA KUCMOW M LWeMoYHOW docdoTas
Ha OCHOBaHUW MOJMlyYEHHbIX aKTUBHOCTEN NMpKW pasHbIX TeMnepaTypax. OKasasocb, YTO YMC/IEeH-
Hble BEIMYMHbI 3HEPrM aKTUBaLumM y 060ux hepMeHTOB COCTaBNAOT 0K0/10 9,000 rpam Kasnopuii.

Mo pesynbTatam rmMcTONOrMYECKMX OMbITOB KMcnasa gocdarasa NoKannsmpyeTcs rna.-
HbIM 06pasoM B LMTOMNa3Me FaHr/IMOHOBLIX K/ETOK, a LienoyHas ocgaTasa B MEXKIETOUHOM
BELLLeCTBE FaHI/IMOHOB, T. €. 3IKCTpaLeNIoAsApHO.

Gyuta Demjan, Beloiannisz-tér s. Szeged, Ungarn.
Emit Minker, Beloiannisz-tér 12. Szeged, Ungarn.






DIE VERANDERUNGEN
DER BLUTEIWEISSFRAKTIONEN MIT DEM
FORTSCHREITENDEN ALTER DER PFERDE

F. Munkacsi

TIERGENETISCHE FORSCHUNGSGRUPPE DER UNGARISCHEN AKADEMIE DER WISSENSCHAFTEN,
GODOLLO (VORSTAND: GY. FABIAN)

(Eingegangen am 5. Maérz, 1960)
Zusammenfassung

Die GesamteiweiBmenge, die papierelektrophoretisch getrennten Eiweilfraktionen und
die Fibrinogenmenge im Plasma von Warmblutpferden derselben Zucht aus zwei Gestiten
wurden untersucht, um den EinfluB des Alters zu ermitteln. Aus den Ergebnissen der Thymol-
und Kadmiumprobe wurde versucht, Anhaltspunkte fiir das Erscheinen der pathologischen
Eiweilfraktionen zu gewinnen. Das Alter der untersuchten Pferde erstreckte sich vom Saug-
fohlenalter bis zum 20. Lebensjahr.

Der GesamteiweiBgehalt nimmt mit dem Alter standig zu. Bis zum Alter von 1%
Jahren wird die EiweiBvermehrung durch die Zunahme der beta-Globulinfraktion, in den
weiteren Stadien der Ontogenese beinahe ausschlieBlich durch die Erhéhung der absoluten
gamma-Menge hervorgerufen. Die vom Alter abh&ngige Verdnderung der Albumin- und alpha-
Globulinmenge ist nicht betrdchtlich und nicht charakteristisch. Der Fibrinogengehalt im
Plasma ist bis zum Alter von 1% Jahren nahezu auf die Halfte gesunken und anschlieBend
wieder gestiegen. Aus den Ergebnissen der Thymol- und Kadmiumprobe konnte nicht geschlos-
sen werden, dall die mit dem Altern zusammenhangende Erhéhung der SerumeiweiRkonzen-
trationen auf der Anwesenheit umfangreicherer pathologischer Fraktionen beruhen wirde.
Aus den Resultaten ergibt sich ferner, dal die aus den SerumeiweiRfraktionen gezogenen
Folgerungen zu falscher Diagnose fiuhren kénnen, wenn man das Alter unbertcksichtigt 1aRt.
Es scheint weiterhin, daB sich mit dem Altern Fraktionen vermehren, denen in der Abwehr
des Organismus eine lebenswichtige Rolle zuféllt.

Einleitung

Da die quantitative und qualitative Verdnderung der Serumeiweile mi-
zahlreichen im Organismus vor sich gehenden Zustandsverdnderungen einher-
geht, werden die sich daraus ergebenden Resultate in der Diagnostik ausget
dehnt verwertet. Die eingehende Untersuchung des EiweiBspektrums wurde
durch die Vervollkommung und Vereinfachung der Methoden ermdglicht. Zuerst
muBten die physiologischen Werte festgestellt werden. Mit Rucksicht auf den
Aufbau und Stoffwechsel des Organismus miussen jedoch mit den Altersver-
&nderungen jeweils andere Werte als physiologisch angesehen werden. Rei
Pferden ist dieser Faktor anldflich der Ermittlung der Durchschnittswerte
bisher kaum bericksichtigt worden. Aus diesem Grunde wurde die Gestaltung
der SerumeiweilRfraktionen bei den im Gestit gehaltenen warmblltigen Pfer-
den gleichen Geschlechts, aber verschiedenen Alters vom Saugalter bis zum
20—22. Jahr untersucht. Aus den Ergebnissen der Thymol- und Kadmium -
probe wurde auf die pathologischen Fraktionen geschlossen.
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Versuchsanordnung

Eine derartige Untersuchung wdre dann ganz prédzise, wenn man sie an einer groferen
Zahl derselben Tiere von der Geburt bis zum natirlichen Tode unter sonst identischen Bedin-
gungen durchfihren wiirde. Bei den Hauss&ugetieren wirde sich aber eine solche Untersuchung
auf eine allzu lange Zeit erstrecken. Vom biologischen Gesichtspunkt eignet sich zur Verallge-
meinerung die an einer Art vorgenommene Untersuchung, bei der die Werte durch die mit der
Ausnutzung einhergehenden Stoffwechselbelastungen (Milchproduktion, beschleunigte Fleisch-
bildung, verschiedene Arbeitsleistungen) nicht verandert werden, weil diese mit biologischen
M ethoden nicht ausgeschaltet werden kdnnen. Aus diesem Grunde wahlten wir die Versuchs-
tiere aus der Warmblutzucht in Mez6hegyes und Béabolna, wo die Tiere unter den gleichen
Stall-, Futterungs-, Pflege- und sonstigen Bedingungen in einem Gestit leben. Insgesamt
wurde das Blut von 42 Pferden untersucht. Jede Altersgruppe umfaBte 6 Pferde, von denen
je 3 aus den beiden Gestiten stammten. Die einzelnen Altersgruppen bestanden aus Saug-,
YZ-, 1)2—, 3-, 7-, 14- und 20jahrigen Pferden. Samtliche Tiere waren weiblichen Geschlechts,
sie leisteten keine Arbeit, und ihr Gesundheitszustand war einwandfrei. Das Blut wurde aus
der Vena jugularis entnommen. Die Blutentnahmen erfolgten in den Monaten November und
Dezember. Bei jeder Untersuchung wurden die gemeinsam zu behandelnden Blutproben so
ausgewadhlt, dal die Blutproben der Pferde aus verschiedenen Altersgruppen im gleichen
Verhdltnis in jeder Untersuchungsgruppe vorkamen.

Methoden

Den Gesamteiweifgehalt im Serum bestimmten wir mit dem AimEschen Zeiss-Re-
fraktometer, durch das wir W asser von 20° C aus dem U ltrathermostaten stromen lieRen.

Die Fraktionierung der Serumeiweifle wurde an einer Apparatur vorgenommen, wo die
konstante Temperatur durch unten und oben erfolgte Kihlung zwischen doppelwandigen
Platten gewahrleistet war. Mit einer dauferen und inneren Pufferwanne suchten wir zu ver-
hindern, daR die sog. Elektrodenprozesse bei der Anode die S&duerung und bei der Katode die
Alkalisierung des Puffers hervorrufen. Auf W hatman-Filtrierpapier Nr. 1 wurde 3 cm breit
0,01 ml Serum aufgetragen und aus dem Gleichrichter 1,5 mA Stromstdrke mit 200 V Span-
nung auf die Streifen geschickt. Die Wanderungsdauer betrug 16 Stunden im pH 8,6 Veronal—
Natrium —Natriumazetat— Salzsdure-Puffer. Die lonenstdrke war 0,1. Bei Spannungssenkung
von 7 V/cm betrug die Wanderungsgeschwindigkeit der Albumine 8,7 mm je Stunde. Die
beiden &uBersten Fraktionen entfernten sich etwa 7,5 cm voneinander. Die Farbung erfolgte
m it saurem Fuchsin. Die quantitative Bestimmung geschah nach der Auslésungsmethode, die
EiweiBkonzentration bestimmten wir mit dem Pulfrichschen Photometer.

Der Fibrinogengehalt wurde nach der GERENDASschen Methode [6] festgestellt, bei
der das im Plasma anwesende Fibrinogen mit Thrombin zu Fibrin umgestaltet, das Koagulum
in absolutem Alkohol ausgedriickt, in Ather dehydriert, bei 105° C bis zum Konstantgewicht
getrocknet und auf der analytischen Waage gewogen wird. Wenn man den aus 1 ml Plasma
gewonnenen Wert mit 100 multipliziert, so erhdlt man den Fibrinogenwert in mg%.

Die Thymol- und Kadmiumproben wurden auf tibliche Weise durchgefihrt.

Ergebnisse

Die Verdnderung der Serumgesamteiweilmenge

Bei den Untersuchungen von Chopard [3] betrug die Gesamteiweil-
menge im Serum der Pferde durchschnittlich 7 g%, wahrend die von ihm zitier-
ten Autoren Werte von 7,23, 7,12 und 7,34 g% angaben. Kuthy und Juhasz
[8] erwdhnen bei neugeborenen Fohlen lediglich 3,7 g% Eiweill, wovon 23
aus Albumin bestehen. Teth [12] ermittelte bei den Neugeborenen von 5 Haus-
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tierarten niedrigere Gesamteiweifmengen als bei den vollentwickelten Tieren
derselben Arten. Larson und Touchberry [9] stellten im Serum von Rindern
etwa bis zum 7. Jahr die kontinuierliche und betrachtliche Vermehrung des
Gesamteiweillgehalts fest.

Die Ergebnisse der eigenen Untersuchungen sind in Tabelle 1 und
Abb. 1 zusammengefalit.

Tabelle 1

Alter (Jahre)
Saugfohlen n 1% 3 7 14 20—22

Gesamteiweill g%

5,53 8,29 7.87 8.83 8,94 9,94 9,53
6.00 7,70 7,76 8,76 9.18 9,72 8,70
6,53 7,00 7,87 8,70 9,53 9,29 8,70
6,82 8,30 7,42 8,65 8,12 7,76 7.70
7,00 7,06 8,54 7.65 8,12 7,54 7,76
7.48 7,12 7,82 6,82 8,42 7,82 7.76
X= 6,56 7,58 7,87 8,23 8,68 8,67 8,19

X = 7,96 g%.

Die Grenzwerte sdmtlicher untersuchten Tiere liegen zwischen 5,53 und
9,94 g%.

Trotz der Schwankungen innerhalb der Altersgruppen ist deutlich zu
sehen, daB der durchschnittliche Gesamteiweifwert vom Saugalter bis zum
Alter von 7 Jahren um mehr als 2 g% zunimmt.

Die Gestaltung der SerumeiweiRfraklionen

Welche Verschiebungen in der prozentualen Verteilung der Eiweillfrak-
tionen durch verdnderte Umweltfaktoren hervorgerufen werden, zeigt deutlich
Chopards Versuch [3], der aus Bern (550 m) Kaninchen in eine Hdhe von
3450 0. M. brachte. Derselbe Autor stellte den bedeutenden EinfluR des Alters
als eines physiologischen Zustandes auf die Verteilung der einzelnen Fraktio-
nen fest, als er im Serum neugeborener Kdlber gamma-Globulin Gberhaupt
nicht oder nur in verschwindend geringer Menge fand, demgegeniber jedoch
einen 22%igen gamma-Globulingehalt im Serum vollentwickelter Rinder. Der
Albuminwert im Serum der Kélber erreichte zugleich sogar 80%, im Gegen-
satz zu dem 52%igen Albumingehalt im Serum der Kihe. Tolgyesi [14] ver-
mochte Globuline im Serum neugeborener Fohlen praktisch Gberhaupt nicht
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festzustellen. Grigorew [7] fand bei Pferden mit zunehmendem Alter eine
Erhéhung des GesamteiweilBwertes und die Senkung des A/G-Quotienten.
Duntap und Dickson [4] beobachteten im Serum von Schafen bei der Unter-
suchung des Einflusses, den derselbe Faktor ausibt, relative Vermehrung der
Globuline. Barbariak und Mitarbeiter [1] sowie Toth und Labath [13] ver-
glichen die Verteilung der SerumeiweilRfraktionen bei verschiedenen Arten im
intrauterinen Leben und ermittelten bedeutende Abweichungen, die sie auf
die Verschiedenheit des Plazentatypus zurlckfihrten.

Uber die SerumeiweiRfraktionen der
nachfolgende Literaturangaben:

Autoren Albu;:min
Chopard [3] . 40,9
WUNDEKLY —LEEMANN [15] .o 40,9
Geinitz [B] s 32,4
Stocke— Zachert [11]. i 35,5—455

Tolgyesi [14] ............................................. 43,6

vollentwickelten Pferde

Alpha- Beta-

Globulin %

18,5 19,1
15,0 21,4
17,0 23,0
11,2— 20,8 11,2—20,8
16,0 19,4

orientieren

Gamma-

21,5
21,8
27,5
19,5—36,2
21,0
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Tabelle 2, Abb. 1und 2 veranschaulichen die eigenen Untersuchungsresul-
tate, d. h. die prozentuale Verteilung der einzelnen Fraktionen in den ver-
schiedenen Altersgruppen. Es sei hier bemerkt, dal es Chopard [3] in einigen
Féllen gelungen ist, innerhalb der alpha- und beta-Fraktion Unterfraktionen
zu trennen. In den eigenen Versuchen konnte in 7 Fdllen die alpha- und in 7
Féllen (aber nicht immer im Serum derselben Tiere) die beta-Fraktion in wei-
tere zwei Unterfraktionen getrennt werden.

Tabelle 2

Alter (Jahre)

Fraktionen
Saugfohlen K 1| 3 7 14 20
Albumin o/ 40,0 31,4 33,0 40,4 32,7 31,6 34,4
» g% 2,64 2,36 2,60 3,32 2,80 2,74 2,84
Alpha-Gl. % 21,2 22,3 17,5 18,2 16,6 19,1 16,6
99 9% 1,36 1,68 1,38 1,51 1,45 1,65 1,38
Beta-G . ol 19,3 28,1 31,0 21,1 22,0 19,9 n,1
. 50! 1,25 2,14 2,44 1,73 2,0 1,73 1,47
Gamma-Gl. o/ 19,4 18,1 18,3 20,1 27,4 28,9 32,0
» 9% 1,31 1,40 1,44 1,66 2,40 2,52 2,65
AIG-Quotient 0,670 0,450 0,494 0,686 0,489 0,468 0,525

Die Entwicklung der einzelnen Fraktionen innerhalb der verschiedenen
Altersgruppen, die Tendenz der Verédnderungen, laRt sich an den Linien beson-
ders deutlich verfolgen. Mit fortschreitendem Alter nimmt die Gesamteiweil3-
menge beinahe gleichmdRig zu, lediglich im Alter von 20—22 Jahren wird sie
etwas niedriger. Am charakteristischsten unter den einzelnen Fraktionen ist
die Entwicklung der beta- und gamma-Globulinfraktion in Abh&ngigkeit vom
Alter. Bis zum Alter von iy2 Jahren vermehrt sich die beta-Fraktion kréftig
(und ist die Abweichung zwischen den Altersgruppen signifikant), anschlieBend
verringert sie sich ungleichméRig. Im Gegensatz dazu vermehrt sich die gamma-
Fraktion erst nach dem 3. Lebensjahr sehr stark, und zwar bis zum hohen
Alter, wonach die beta-Fraktion in diesen Lebensstadien relativ und auch in
g% abnimmt. Es scheint, daB sich die gleichm&Rige Vermehrung der Gesamt-
eiweiBmenge anfangs aus der beta-Globulin-Zunahme ergibt und dann um das
3. Jahr die Verminderung dieser Fraktion durch die Vermehrung der gamma-
Globulinfraktion kompensiert, ja auch die Gesamteiweifmenge bis zum hohen
Alter weiter erhdht wird. Die Zunahme der gamma-Globulinmenge in g% bzw.
die Unterschiede zwischen den Altersgruppen haben sich als signifikant erwie-
sen, da der p-Wert kleiner ist als 5%. Die Schwankung des alpha-Globulin-
Wertes ist nicht charakteristisch. Serumalbumin veré&ndert sich innerhalb der4

4 Acla Biologica X1/3,
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Altersgruppen um relative Werte von 30—40% und IaBt sich mit einer regel-
rechten Wellenlinie charakterisieren, wo die héchsten Werte im Saugfohlen-
alter und im Alter von 3 Jahren Vorkommen. Weiterhin ist zu beobachten,
daB die starke Erhohung der beta-Fraktion in der Zeit der kréftigen Entwick-
lung von der relativen Senkung der alpha-Globulin- und Albumin-Fraktion
begleitet wird.

Im Verlauf der ontogenetischen Entwicklung des Pferdes zeigt der A/G-
Quotient die bezeichnenden Verschiebungen innerhalb der Fraktionen nicht
an, weil sich die Schwankungen der Globulinfraktionen gréftenteils ausglei-
chen. Auch aus diesen Resultaten geht hervor, dall es richtiger ist, statt des
A/G-Quotienten die Verschiebungen zwischen den einzelnen Fraktionen zu
berticksichtigen, wie dies auch in der Humandiagnostik geschieht.

Die Verdnderungen im Fibrinogengehalt des Plasmas

Uber den in mge°/0angegebenen Fibrinogengehalt unterrichten Tabelle 3
und Abb. 3. Im Serum sdmtlicher untersuchten Tiere betrdgt der Fibrinogen-
gehalt im Mittelwert x = 402 mg%

Tabelle 3

Alter (Jahre)

Saugfohlen W 17 3 7 14 20
668 360 350 300 480 470 370
519 685 305 379 390 420 420
496 435 285 318 380 507 —
710 590 270 270 280 410 330
370 350 350 350 230 380 210
600 390 240 270 280 240 390

X =560 465 300 314 340 421 344
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Dieser Wert stimmt mit den in der Literatur mitgeteilten 0Uberein.
Es scheint beachtenswert, dal vom Saugfohlenalter bis zum Alter von iy2
Jahren eine etwa 260 mg%ige Senkung der Fibrinogenmenge in Erscheinung
tritt, die danach allmé&hlich uber 400 mg% steigt und erstim Alter von 20—22
Jahren wieder etwas abnimmt.

Die Ergebnisse der Thymol- und Kadmiumproben

Neuerdings hat man nachgewiesen, daR die quantitative Verdnderung
der Eiweillfraktion auch einen qualitativen Unterschied bedeuten kann, indem
ein Teil der vermehrten Menge aus pathologischen, atypischen Fraktionen
besteht, unabhdngig davon, an welche Globulinfraktion sie gebunden sind.
In diesem Fall spricht man von einem auch funktionell verdnderten Eiweil
bzw. von der Anwesenheit pathologischer Eiweillstoffe. Nachdem wir mit fort-
schreitendem Alter der Pferde eine bedeutende Gesamteiweil- und innerhalb
derselben beta- sowie gamma-Globulinvermehrung beobachtet haben, schien
es nicht uninteressant, zu untersuchen, ob an dieser EiweiBvermehrung nicht
die bei Paraproteindmie charakteristischen pathologischen Fraktionen betei-
ligt sind. Derartige Spektrumverédnderungen der Plasmaeiweile werden z. B.
von der Thymol- und Kadmiumprobe angezeigt. In der Humandiagnostik
betrachtet man bis zu 4 Thymol-Einheiten das EiweiBspektrum als normal.
Bei den untersuchten Pferden traten in s&mtlichen Fé&llen wesentlich niedri-
gere Werte — durchschnittlich 1,26 Thymol-Einheiten — zutage. Zwischen
den Altersgruppen bestand keine Abweichung. Eine positive Kadmiumreaktion
war niemals zu beobachten. Aus diesen Ergebnissen darf geschlossen werden,
daR bei gesunden Tieren mit zunehmendem Alter keine wesentliche Verdnde-
rung im Eiweillbildungssystem eintritt und die Fraktionen als Eiweile mit nor-
malem Aufbau zu betrachten sind.

Besprechung

Die g%-Gesamteiweilwerte sind im allgemeinen hdher als die bei ein-
zelnen angefihrten Untersuchungen ermittelten, weil bei der refraktometri-
schen Bestimmung die Extinktion den reinen Ldsungen gegeniber von den
Lipoiden etwas erhdht wird. Auch verdndert sich bekanntermafen im Verlauf
der Ontogenese das EiweilR-Lipoidverhéltnis zugunsten der Lipoide. Die im
Gesamteiweilfwert und inden SerumeiweilRfraktionen altersgruppenweise zutage
getretenen Unterschiede kénnen indessen nicht hierdurch hervorgerufen wor-
den sein, weil die Abweichungen der Fraktionen in g% mit der Gestaltung des
GesamteiweiBwertes im Einklang stehen.

4%
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Bei den eigenen Untersuchungen fanden wir im Serum der Saugfohlen
betrdchtliche Globulinmengen und eine ansehnliche gamma-Globulinmenge.
Mehrere Autoren [9, 12, 13, 14] haben die Differenzen im Serumeiweil3- und
gamma-Globulingehalt der neugeborenen und Saugtiere untersucht und fest-
gestellt, dal GesamteiweiBwert und gamma-Globulingehalt nach dem Ver-
brauch des Kolostrums sprungartig zunehmen. Das wird auf die direkte Resorp-
tion der an die Globuline gebundenen Antikdérper zurickgefihrt. Larson und
Touchberry [9] weisen darauf hin, dal die Gesamteiweifmenge im Serum
dam it keineswegs das fur vollentwickelte Tiere bezeichnende Niveau erreicht,
weil dieses im Laufe der Jahre weiter steigt. Nach den eigenen Untersuchun-
gen geht diese Zunahme ununterbrochen bis zum hohen Alter vor sich. Es ergibt
sich indessen die Frage, ob die von Larson und Touchberry an Rindern und
von uns an Pferden gewonnenen Resultate, die zur Zeit der kraftvollen Ent-
wicklung die Vermehrung vor allem der beta-, spédter hauptsédchlich die der
gamma-Globuline zeigen, mit der durch das Altern bedingten Vermehrung der
Immunstoffe zufriedenstellend erkldart werden kdnnen. Fraglich scheint uns
weiterhin, ob die bei der Vermehrung der beta- und gamma-Fraktionen wahr-
nehmbare Periodizitdt nicht im ersten Fall mit dem Umsatz der Lipo- und im
zweiten Fall mit dem der Glykoproteide im Zusammenhang steht. Kénnte man
nicht ferner daran denken, dall die mit dem Altern eintretende Stoffwechsel-
senkung mit der Vermehrung der relativen und absoluten Mengen der im Trans-
port eine geringere Rolle spielenden Fraktionen (Globuline) im Zusammen-
hang steht?

Aus den Resultaten geht auch hervor, dall die g%-Menge des gamma-
Globulingehalts mit dem in Tagen ausgedrickten Alter der Saugfohlen nicht
parallel verlauft. Das Alter variierte zwischen 3—73 Tagen. Es scheint, daR
die Erhdhung des Serumglobulinspiegels eher von der Menge der mit dem
Kolostrum resorbierten Immunkdrper als vom Alter abhéngt.
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CORRELATION BETWEEN THE AGE OF HORSES AND CHANGES
IN THE FRACTIONS OF THEIR SERUM PROTEINS

Total amount of serum proteins, their electrophoretically separated fractions and
fibrinogen contents of the blood plasma were analysed in light horses of the same breed with
a view to studying the influence of age. It was attempted to conclude from the results of
thymol and cadmium tests on the appearance of pathologic protein fractions. The age of the
horses used in the investigations covered a range from newborn to 20 year old animals.

The amount of total protein rises steadily with advancing age. The increase of protein
level is due to the growing amount of the /i-globulinfraction up to the age of 1Y2 years, while
in the further stages of ontogenesis almost exclusively to an increase in the absolute amount
of the y-fraction. Age does not seem to occasion significant and characteristic changes in the
concentration of albumin and a-globulins. The fibrinogen contents of the blood plasma de-
creased by nearly 50 per cent during the first 18 months of the animal’s life and began to rise
subsequently. Results of thymol and cadmium tests do not justify the supposition that the
increase in the concentration of scrum proteins, becoming more and more pronounced with
advancing age, is due to a higher proportion of pathologic fractions. It moreover results from
the tests that conclusions based on the fractions of serum proteins without due regard to the
age factor may lead to erroneous diagnoses. It further seems that, with advancing age, fractions
vitally inportant for the organism’s protection tend to increase.

W3MEHEHUWE BENKOBbLIX ®PAKLUWA B KPOBW C BO3PACTOM JIOWALEN

B Lensix u3yyeHusi BAUSIHAA BO3pacTa aBTOpbl UCC/ef0Basi 06LLee KOMMYeCTBO 6GEKOB,
OTZeNeHHble C MOMOLLbLI 6yMaXKHOro anekTpodopesa (pakumMu 6enkoB B CbIBOPOTKe, fanee
KO/IMYECTBO (hrGPUHOreHa B Nia3mMe KpPOBY TEMIOKPOBHbIX S0Lajeli 0fMHAKOBOro rnona, coaep-
>KaHHbIX Ha KOHHOM 3aBofie. V13 pe3ynbTaToB Mpo6 TUMOMA M KagMus OHU NOMbITa/IUCL MOSy-
UYNTb OMOPHbIE TOYKM OTHOCUTENIbHO MOSIB/IEHNS MaTO/I0OMMYecKMX 6eNKOBbIX (hpakumid. Bospact
nofonbITHLIX flolwageit 6bln1 oT cocywlero nepuoga Ao 20 reT.

KonuuectBo 06L4MXx 6e1KOB HernpecTaHHO BO3pacTaeT C BO3pacToM. [oBbilleHWe Gen-
KOB 00yC/OB/MBaeTCA [0 MO/yTOpa-fIeTHero Bo3pacTa MOBbILLEHWEM KOMMYecTBa (hpakumm
6eTa-rnobynuHa, a B JasbHeMWNX Nepuojax VHAVBWAYaNbHOrO Pas3BUTUSI — MOYTU WCKIIO-
UNTENIbHO MOBbILLEHWEM a6CO/IOTHOr0 KOMMYecTBa raMMa-apKumu. K3meHeHue anbbymuHa
1 andga-rnobynnHa B (hyHKLUM BO3pacTa He3HauuTeNnbHO M He TunmyHo. CoaeprkaHue ubpu-
HoreHa B MasMe yMeHbLUQ10Cb [0 MONYTOpPasieTHero Bo3pacTa MoYTW Ha MOMOBUHY, a 3aTeM
OHO BHOBb MOBbILANOCh. 3 pe3ynbTaToB NPo6 TMMONa U KagMusi Hefb3sl 3aKM04YUTb, UTO Mo-
BbILLEH/E KOHLIEHTpaLUuM CbIBOPOTOUHbIX GE/IKOB MO Mepe CTapeHUsi 06yc/ioBAMBaEeTCS SKOObI
MOBbILLEHHbIM MPUCYTCTBMEM MNAaTOMOINMYECKMX (paKuuiA. Pe3ynbTaTbl NOATBEPXAAOT U TO,
YTO cAenaHHble Ha OCHOBe GeNKOBbIX ()paKuuii B CbIBOPOTKE 3aK/OUeHNWs, 6e3 yyeTa BO3pacTa,
MOTYT NPYBECTU K OLLUMGOYHOMY AnarHo3y. [lanee MOXHO npejronaraTb, YTO N0 Mepe CTapeHust
MOBLILLIAKTCSA KM3HEHHOBaXHbIE [A/151 3alWThbl OpraHu3mMa (pakumu.

Ferenc Munkacsi, GOddll6, Nyisztor tér 3. Ungarn.
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Summary

Probit analysis has shown the median age at menarche 12.75 + 0.08 years in 414
schoolgirls in Budapest. This represents a great acceleration, as compared with earlier and
recent data for Hungary and other countries. On the basis of heritability calculations it is
suggested that in addition to the direct peristatic factors the accelerated rate of maturation
as due to a selective process associated with urbanization, as it has been claimed by Portmann.

Factors influencing the onset of menarche

In the continuous process of the maturation of females the appearance
of the first menstruation represents a sharply defined point. According to
Fekete [6] “the age at menarche depends on when the central nervous-hypo-
physis system reaches the required grade of function and when the ovaries are
ready adequately to respond to impulses coming from higher centres”. To the
econtinuously coming endogenous and exogenous impulses the organism re-
sponds with a quantal reaction with the onset of menstruation associated in
normal conditions with the maturation and detachment of ova. Thus, the
menarche is a highly suitable indicator in studies on the biological process of
maturation, although of course its onset does not actually mean that the organ-
ism may be considered to be sexually mature.

The age at menarche, varying individually from 8 to 24 years in the
world-wide population, is influenced by many factors, which we should like
to illustrate by selecting a few data from the extremely voluminous literature
on the subject, (i) Climate. It is common knowledge that in warm climates
maturation results earlier than in the northern areas, although this is no abso-
lute rule [5]. According to Millot [14] the age at menarche is 11 to 13 years
in South China, 12 to 14 in Middle China and 14 to 16 years in North China.
The detailed studies by Sker1j [18] have shown that the menarche is influen-
ced by the average annual temperature, the annual amplitude of temperature
variations, the amount and seasonal distribution of rainfall, the humidity of
the air and by the altitude over the sea level. Menarche comes on earlier in the
oceanic and later in the continental climate, (ii) Nutrition. It was also Skerlj
[20] to point out for the first time that the protein content of the diet had a
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great influence on the age at menarche. According to the investigations of
Kratj— Cercek [11] in Slovenia the mean age at menarche of the girls on
high-protein diet was 12.65 4; 0.133 years, of those on mixed diet 13.42
4- 0.145 years and of the girls on preponderantly high-carbohydrate diets
14.1 4: 0.111 years. The differences are statistically significant, (iii) Social sta-
tus. Two sources are quoted, both analysing the mean age at menarche by
dividing the material into groups of “good”, “intermediate” and “poor”,
according to social origin or standing. According to Mirt1ot [14] in Paris the
mean age at menarche was 13 years 8 months in the “good”, 14 years 5 months
in the “intermediate” and 14 years 10 months in the “poor” group. In Slovenia
Kratj— Cercek [11] found the following values: 13.28 4: 0.134, 13.71
4- 0.104, and 14.2 4: 0.282 years, respectively. The latter author pointed out
that in his material no correlation existed between the social standing and
the three types of nutrition, thus, in the category under the heading “social
status” factors independent of nutrition are also involved. It has also been
reported that menarche occurs earlier in urban than in rural areas. This might
be due among others to the fact that city children are exposed earlier and to
more sexual stimulation than the country children, (iv) Secular changes. It is
known that in civilized countries an acceleration of growth and maturation
has been in progress for about a century. Correspondingly, the age at menarche
tends to decrease. Around 1880, in the Netherlands the mean age at menarche
was 15 years, 3 months, 20 days, while in the second third of the 20th century
it was 13 years, 9 months and 15 days [14]. The causes of acceleration will be
analysed in detail later. We disagree with Hogren etal. [9] who have claimed
that the secular trend observed would be due simply to a systematic error in
recording. Michetson [13] analysed the data for a Negro orphanage in the
USA, where precise records had been kept of the age of menarche for decades.
According to his significant data the mean age at menarche was

14.3 years in 1910—1914
13.3 years in 1920—1924
13.07 years in 1935—1940.

It is remarkable that the acceleration of maturation is accompanied by a delay
in the onset ofthe menopause [cit. 1]. (v) Constitutional correlations. W ithin the
same population the more darkly pigmented girls usually began to menstruate
earlier than those with lighter pigmentation [17]. K ra1j—Cercek [11] has
divided Slovenian girls into three groups according to body build:1

1. Baroque: broad body build, feminine,
2. Renaissance: medium, and
3. Gothic: linear or boyish type.
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In group 1the mean age at menarehe was 12.93 ~ 0.222, in group 2 13.5
N 0.104, and in group 3 14.61 N 0.134 years. The differences are significant
by the I test, (vi) Heredity. Twin and familial studies have proved that geneti-
cal factors have an intense influence on the age at menarehe. Stern [21] cites
Petri’s data for the age at menarehe of pairs different in the grade of relativity:

Difference
51 monozygotic tW insS. ... 2.8 months
47 dizygotic tW NS 12.0 months
145 SibliNgS oo 12.9 months
120 mothers-daughters ... 18.4 months
120 non-related femalesS...cvniciinnnnn 18.6 months

The heritability gradient is unmistakably present. The difference between
mothers and daughters is greater than that between sisters, but it would be
far-fetched to claim on this basis that non-additive, or non-autosomal gene
effects would be responsible, because the childhood peristasis is much more
different in the case of mothers and daughters than in that of sisters.

On the basis of the above data | have tried to make a gross assessment
of the degree of heritability. According to Lerner [12] the phenotypic varia-
tion of a character is composed of four components: the genotypic and peri-
static (environmental) variation, the correlation between the two and the
interaction of the two. This may be expressed by the following formula:

Op = o%c-f or| -f- 2rGE+ / (GeE).

The two right last members of the formula may be disregarded in animal
breeding experiments, or it may be satisfactorily assessed. However, in human
genetics they often represent a significant, disturbing factor, especially so in
studies on psychic properties. Man is not a toy of heredity and environment,
but faces actively and selectively his environment. For example: a child with
inherited talent for music usually has music-loving parents, who will in all
likelihood give the child a chance to learn music. Thus* heredity and peristasis
are in a positive correlation with one another. On the other hand, the greater
the inherited talent, the more pleasure will be derived from music by the
individual, the more impulses it will give for learning music. Thus, in this case
heredity and peristasis are in a multiplicative interaction with one another.
Let us now start from the usual procedure, i. e. let us assume a simple additi-
vity of heredity and peristasis and leave the right two members unconsidered.
The genotypic variance may be broken up into the components of additive
effects, dominance and epistasis, or in general into the components of genetical
interaction:

ol = o0*+ a* +
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The investigations made thus far showed only the first component to be
significant. Thus, the simplified formula of heritability is

The peristatic variation is represented by the variance computed from
the differences for monozygotic twins, the genotypic variation by the diffe-
rence between the variances for dizygotic twins (i. e. random pairs) and the
monozygotic twins. In the given case an inaccuracy factor is introduced into
our estimate by the fact that not the standard, but the mean deviation is
given for the age at menarche. This is then computed for standard deviation,
on the basis of the relation existing in the case of normal distribution
(cr= 1.25 e). The value obtained should be multiplied by 0.5, because in the
present case we need the standard deviation not of the differences, but of the
individual values [2]. Thus, the values for the three parameters are:

smz N 1-75 months
sqz N~ 7.5 months

sRP ~ 11.7 months.

Tor h2 an upper and a lower limit can be given, according to the following
formula:

SRP — SMzZ ~>[2" SDZ — SMZ

§kp " %2

Dahlberg [2] has namely stated that the dizygotic twins realize only the
genotypic variation within the family and not the heritable variation possible
in the population that is certainly greater. On the basis of his data for Sweden
with the metric human properties the standard deviation for dizygotic twins
is merely about % of the corresponding standard deviation for the population.
On the other hand, the difference in peristasis was much greater within the
random pairs than within the twins. By the method given, the heritability
-estimate of ours for the age at menarche is

97.7 per cent > h2 > 94.5 per cent.

This value for heritability is in our opinion grossly overestimated or
mexaggerated. It suffices to remember the variation caused by the high-protein
diet in the age at menarche. Computed from the data of Kralj—CerCek [11]



AGE AT MENARCHE 245

the value of the intraclass correlation measuring the effect of the nutritional
factor is very high: r' = 0.951. It is theoretically conceivable that in the field
of one property, by keeping the peristatic factor stable, in a selective way a
population may be rapidly modified and at the same time the phenotype of
a genetically homogenous strain may be shifted by changing the nutritional
factor. But such a measure of contradiction is completely incompatible, even
when the informations originate from two different materials. Thus, the vali-
dity of the starting hypothesis has to be doubted.

The incompatibility may be caused exclusively by a neglecting of the
correlation and interaction, which proves in an astonishing, but probably not
extraordinary way the effect of psychic factors on the menarche. The herita-
bility estimation based on the additive theorem considers the phenotype of
the individual to be the resultant of the impulses coming from the genotype
and peristasis, independent from one another, and randomly distributed as
far as direction is concerned. Thus, the organism is looked upon as being a
passive system. This hypothesis seems to be applicable to cattle only,- in the
first place. Nervism teaches us that in man psychic life has a profound influence
upon purely physiological functions (e.g. on the sexual cycle of adult women).
It is much more plausible that in the field of all such properties as are in a
direct or indirect relationship with the psyche, the human organism should be
looked upon as being an active system, which interferes with the mode heredity
and peristasis take effect by. If we apply the criteria of the active system to
the age at menarche and if a positive correlation and multiplicative interaction
are assumed to exist between heredity and peristasis, the following herita-
bility approximation may be introduced:

SRP — 1°gesmz 'R logcspz — logesmz

!OgCSRP |°g<?soz

By this method the following limiting values are obtained for the herita-
bility of the age at menarche:

88.2 per cent > H > 72.2 per cent.

Taking into account the inaccuracy factors and the obvious exaggeration
of the assumption that the correlation is +1, we can merely state that herita-
bility cannot be lower than 70 per cent in value. This estimate is obviously
nearer to reality. It may be pointed out that even so the degree of heritability
is very considerable.

(vii) Race. The differences between the human races are very difficult to
investigate methodologically, because differences between the races may be
greatly overlapped by several other factors influencing the age at menarche.
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The existence of racial differences is made theoretically likely, though not
absolutely proved, by the high heritability. Michelson [13] has found only
insignificant differences between American negroes and whites. A counter-
example, in which the peristatic factors are relatively homogenized: with the
Lapps the mean age at menarche is 18 years, while with the Angmassalik
Esquimos it is 14 years and 9 months [14].

Own investigations

The anthropological and gynaecological literature contains but scarce
and rather unreliable evidence as to the age at menarche in Hungary. The
1943 edition of the Gynaecology by Fhigyesi [8], relying upon data from the
early 20th century, estimates the onset of menarche at 15.5 years, at an aver-
age, while in the new text-book of gynaecology published in 1955 the mean
age at menarche is suggested by Fekete [6] to be 13 to 14 years. These data
were based at least in part on clinical patient material, which by itself means
a one-sided selection. Even the mode by which the data arc recorded and made
public is usually erroneous. In general, the date of birth and the date of the
first menstruation are recorded and an arithmetic mean is calculated from
the data for the age of menarche. This method is unsatisfactory. If we question
an adult age group, they will usually be unable to supply reliable information.
According to Michelson [13] only about 50 per cent of 7000 girls questioned
could supply information accurate for months, and this a few years after the
first menstruation. This defect in memory may cause an error comparable
with the age groups (usually 1 year) used. On the other hand, if we collect
information from girls in puberty, some of whom do not menstruate yet, we
shall work with a certain bias, as a result of which the sample mean will be
lower than the population mean. Since we can obtain information only from
those who do menstruate already, those starting menstruation at a relatively
advanced age will be systematically omitted from study. Thus, a correlation
exists between the aim of the investigation and the viewpoints of collec-
tion of data.

The correct method is the following one: the date of birth, the date of
collecting information are recorded and the subject is asked whether she has
menstruated already or not. All three data can be definitely determined in
every case. The material should be divided into relatively narrow age groups
and the percentage already menstruating within one group computed. If we
have homogeneous samples of sufficient size, the distribution pattern thus
obtained may be looked upon as being the summation curve of the ages at
menarche, or the response curve of the quantal reaction given to increasing
doses of time, as a stimulus. According to every investigation reported on thus
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far the age at menarche follows the normal distribution, and thus the response
curve assumes the normal sigmoid form. This curve may he straightened by
probit transformation. From the transformed data we may by probit analysis
[see 7] estimate various parameters: the regression coefficient (b), the median
(m — the point of time at which 50 per cent of the girls already menstruate,
while the other 50 per cent do not), and their corresponding standard devia-
tions. With normal distribution the value of the median will be the same as
that of the arithmetic mean, thus the median determined by probit analysis
will at the same time mean an estimation also of the mean age at menarche

Fig. 1. Empirical distribution of the frequency of menstruating girls

In the course of 1959 we have collected data from schools in District
Il of Budapest, including all girl and coeducation clasess VI., VII., and VIII.
of the public schools in the Lorantffy, Fenyves and Torokvészi Streets. Of the
twins only the ones coming first in the roll-call were included. As it is compul-
sory to attend public school, the sample may be considered to be represen-
tative, at least for the second district of Budapest. Only the imbecile girls
attending special schools were left out of study, which is an advantage. My aim
was to obtain a suitable picture of the population as a whole and therefore
the material was not divided into subgroups. The social distribution was
rather one-sided: 13 per cent of the parents were workers, 87 per cent intel-
lectuals. Today, and especially in Budapest, there are no longer great diffe-
rences in nutritional, sanitary and housing conditions between the single
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strata of the population. The data for the 414 girls were divided into I"-year
age groups, on the basis of the formula: half year completed £+3 months. The
data were collected by Mrs. A. Thoma. | make use of the occasion to express
my thanks also here to Professor Bo2o Sker1j (Ljubljana) for his communi-
cation by mail.

The crude data are to be found in Table 1. We have been lucky in catch-
ing the menarche period: about 50 per cent fell both to the menstruating and
non-menstruating groups. In our sample the onset of menarche is at 11.5 to
14.5 years. At 11 none, from 15 onward all of the girls menstruate. The distri-

Table 1
Age group frequency of menstruating girls

(Budapest sample, 1959)

Age M enstruation No menstruation ol
years N per cent N per cent
" 0 0 21 100.0 21
ny2 6 115 52 88.5 58
12 it 20.4 43 79.6 54
i2a 30 43.5 39 56.5 69
13 43 60.6 28 39.4 71
izd 58 78.4 16 21.6 74
14 36 85.7 6 14.3 42
ita 12 92.3 1 7.7 13
15 9 100.0 0 0 9
152 1 100.0 0 0 1
16 2 100.0 0 0 2
Total 208 R 206 — 414

bution pattern is represented graphically by the histogram in Fig. 1. It is
clear that the frequency of menstruating girls follows the normal sigmoid
curve. The good fit of the empirical probits to the regression line (Fig. 2,
showing the probit transformation) demonstrates the normality and homoge-
neity of the material. The figure may be useful also for making individual
comparison by the doctor: he may readily judge the percentage of the popu-
lation a girl menstruating or not menstruating at a given point of time corre-
sponds to. The probit analysis is shown in Table 2. The good fit and the homo-
geneity (the value of is much lower than the degrees of freedom) made it
unnecessary to employ the maximum likelihood estimation, which is time-
consuming. It is also proved that the number of girls tested was sufficient
from the point of view of the information we have sought. The median:
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Table 2
Computation of the probit-regression equation of the age and menarche, ivith the more important
parameters
Empirical r— nP)!

X n r P probit Yy P npP n(P(|— F)’) nw Tex
14.5 13 12 92.3 6.43 6.56 94.1 12.2 0.05 3.09 44.805
14 42 36 85.7 6.07 6.12 86.9 365 0.05 17.01 238.140
13.5 74 58 78.4 5.79 5.67 749 554 0.49 39.37 531.495
13 71 43 60.6 5.27 523 59.1 41.9 0.07 44.52 578.760
12.5 69 30 43.5 4.84 4.78 41.3 255 0.13 43.26 540.750
12 54 11 20.4 4.17 434 255 13.8 0.76 28.73 344.760
115 58 6 11.5 3.80 3.89 13.4 7.8 0.48 23.49 270.135

2.03 199.47 2548.845
b= 0,889 m = 12.75 x = 12.778

Y = 0.889 X— 6.33
j] = 2,03; probability 90> P > 70 per cent, no heterogeneity!
Snutx2= 32685.744
(Snuixy/Snw = 6496610.834/199.47 = 32569.36
Smv(x — x)2= 116.384
V(b) = 1/116.384 = 0.0085
si, = 0.092;

The 95 per cent fiducial limits for regression coefficient (b): 0.709— 1.069

(" 0.8892 1199.47 ~ 116.384
sm= 0.08.

The 95 per cent fiducial limits for the median (m): 12.59— 12.91 years.

12.75 i 0.08 years; the corresponding value for the population may be with
this estimation 2 months higher or lower, i. e. we have succeeded in determin-
ing relatively precisely the probable age at menarche. The standard deviation
for the distribution of the age at menarche: s = 1/6 = 1.12 years.

Comparative evaluation

We are going to evaluate our data mainly from the point of view of
puberty acceleration. | have found that at least in Budapest, 13 years is generally
believed to be the mean age at menarche. The value we got from our calcu-
lations: 12 and % years is significantly lower (at the 0.1 per cent level). A com-
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X*oae
Fig. 2. Probit regression line showing the correlation between menarche and age

parison with data for this and other parts of Hungary is rendered difficult
by the differences in the methods employed. One century ago such a distin-
guished gynaecologist as Semmelweis [cit. 10] estimated the age at menarche
to be between 15 and 19 years. We have two data for Hungary from the end
ofthe 19th century. Doktor [cit. 10] in 1892 estimated 15 years and 4 months.
Jaxkovich [10] found the mean age at menarche to be 15 years and 6 months
in the 1880—1893 material of the Department of Gynaecology, Medical Uni-
versity of Budapest. The same author computed from the 1936 material of
the same Department exactly 14 years as the mean age at menarche. Consider-
ing that this material included adult women, this value relates to the first
quarter of the 20th century. Jankovich also studied two samples of adoles-
cent girls in the middle of the 1930-ies in Budapest and found the mean age
of menarche of 5000 apprentice and working girls to be 13 years. The real
mean must certainly have been higher in value, because 579 of those question-
ed did not menstruate yet at the time of questioning. At the same time, 343
commercial high school girls were also examined and the mean age at menarche
was found to be 13 years. The author fails to mention whether there had been
any of the girls not menstruating yet at the time of questioning, but it should
be borne in mind, that under the given conditions the high school represented
a social selection. Taking into account also the inaccuracy ofthe determinations,
the 1959 evidence for Budapest, as compared with the earlier ones, testifies
of a substantial acceleration of maturation. From the years following World
War Il we have data from two small country towns. The only correct publi-
cation found in the material reviewed is the one by VELI [22], who reported
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on his studies involving 946 Kaposvar schoolgirls, in 1947/48. v ¢1i gave the
incidence of menstruating girls in the single age groups. From his data | have
estimated the median by probit analysis and | found it to be m = 13.9 years.
Eiben [4], in 1957, questioned 90 high school girls in Kdrmend as to the age
at onset of menstruation. The median | got by graphic probit analysis from
the summational table composed of his data was 13.2. The true value may be
somewhat higher, as 7 of the girls did not menstruate yet at the time of the
study. However, the real value may even so be lower than that for Kaposvar:
acceleration can be substantiated also in the country areas. It is to be noted
that the higher age at menarche for the girls of Kaposvar may be in part due
to events connected with the war. A comparison of the 1957 data for Kérmend
with the 1959 ones for Budapest proves that acceleration in the capital is
faster than in the country.

It is not worth while to compare data very distant from one another in
time and space. According to Skerlj [19] with Yugoslav, Slovak, Ukrainian
and Norvégian girls the mean age at menarche was 14 years, with Finnish,
Swedish, English and German girls it was 15 years in the 1930-ies. Hogben
et al. [9] have examined the age at menarche of 662 girls by probit analysis,
immediately after World War Il, in Tottenham, England. They used the cate-
gories “no menstruation” “regular” and “irregular menstruation” and com-
puted two kinds of median: “50 per cent infantile” and “50 per cent adult”.
We have not followed this method, because when menstruation began shortly
before collecting the data there is no way to decide whether the individual
will belong to the regular or irregular menstruation group. Thus, with our
values those for the “50 per cent infantile” group may be compared: m —
— 14.0 i 0.75 years. The Budapest median is 1 and % years lower than that,
hut the statistical significance of the difference is doubtfull (t = 1.656; 10 >
10 > P > 5 per cent). From the neighbouring countries we use the data col-
lected in the 1950-ies by Kralj—Cercek [11]. The mean age at menarche of
223 Slovenian girls was 13.61 + 0.83 years, that of 52 girls from the island of
Susak in the Adriatic Sea was 13.94 i 0.17 years. Both values are higher than
those obtained for Budapest. The author has determined the age at menarche
with a day-accuracy. It is not mentioned how many (if any) of the girls had
not menstruated at the time of collecting the data. If there were any such
girls, the means will further increase and the difference between Budapest
and Slovenia will be even greater. Further comparisons would be worth while
making if we had any more recent, correctly collected data analysed by the
probit method for Central and Eastern Europe. At any rate, it seems to be
clear that the Budapest girls belong to the ones showing a marked acceleration
as far as European girls are concerned.

The phenomenon of puberty acceleration represents a problem both from
the biological and social point of view. It is in relation with such world-wide

5 Acta Biologica X1/3.
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phenomena as for example the anticipation of certain typical disease ages.
Its causes are as yet obscure. An improvement of nutritional and sanitary
conditions obviously has a role to play in it. But even more profound causes
may be involved. Heterosis in man is still a matter of controversy. But it
would not seem reasonable to deny right away that a break up of the breed-
ing isolates by civilization [3] may interfere also with the phenomenon of
puberty acceleration. If we assume on the basis of the mother-daughter and
sister-sister differences a dominance of the accelerated type, the increase of
heterozygosity would increase the frequency of the dominant phenotype.
However, the fact that the phenomenon of acceleration is demonstrable also
in Budapest, a city whose population has always been and is now mixed,
contradicts at any rate this view.

We join the hypothesis of Portmann [16]. The Swiss author has suggest-
ed that the principal factors would be on the one hand a direct neuro hormon-
al stimulation acting through the hypothalamus-pituitary system and caused
by urbanization and civilization, and on the other hand a selective process given
rise to by the one-sided mental strain and requirements resultant from the
same circumstances. Also Portmann assumes that people with increased reac-
tivity would migrate into the towns. — The importance of the role of psychic
stimuli has already been mentioned. In addition, the high heritability of the
age at menarche indicates that the effect of genetic factors is not to be neg-
lected. If it is realized that the mean age at menarche has decreased from a
value of from 16 to 17 years to the present level, we may calculate with a
change of at least 30 per cent.* According to our heritability calculations this
change has at least reached, but most probably has exceeded long ago the
outermost limit of adaptability. Consequently, we are dealing with genetical
changes, i. e. with an evolutional process. This process typically assumes the
form of the Baldwin effect, i. e. the direct adaptation to peristasis and the
genetical changes point to the same direction. The question, which cannot be
controlled, but must be left open is whether what we have on hand is not a
process of genetic assimilation in the conception of Waddington [23]. As
regards the mechanism of selection, in the given case we tend to think of a

* This value is obtained in the following way:

On the basis of the longitudinal series for Budapest, a decrease by at least 3 years of
the age at menarche should be calculated with. According to the studies made thus far the
standard deviation of the distribution of the ages at menarche is with a good approximation
1 year. If we accept the range of variation conventionally as 2 X3Tincluding 99.73 per cent
of the material, the shift wave will have passed the half interval. If taking the maximums
the limits are drawn at +5(7, the downward shift is 30 per cent.

Although it has been published in a well-known periodical, unfortunately | could gain
access only after this paper had been completed to the original report by Petri [15]. From the
individual twin data published therein and by the use of Dahlberg’sformula [2] I could now
precisely calculate the standard deviations, which have the following values: sMZ= 2.57
and sDZ = 11.30 months. On the basis of the new parameters the estimate for H is !> 80
per cent. It is therefore certain now that the change has exceeded the limits of the maximally
20 per cent adaptability.
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pleiotropic coselection with the factors determining psychic properties. The
civilized and urbanized mode of life directly increases the sexual susceptibility
of those in puberty. On the other hand, the selection optimum set up by the
same factors in the field of intelligence requirements favours correlatively the
individuals more “responsive” also in the sexual field.

In social relations the effect of acceleration is just dramatic. The age
limit of the ability to live a sexual life becomes lower and lower, while that of
moral maturity and responsibility required for family life does not! On the
other hand, production by ever improved methods and techniques requires
longer and longer training and thus the age limit of wage-earning also increas-
es. The pedagogists must strive to find the amount of strain, physical and
mental, which may be placed on accelerated and retarded, city and country
children. If such factors are neglected, the resultant tensions may cause severe
trauma in the soul of the young people. Juvenile delinquency is a problem of
ever growing importance throughout the world. According to Bennholdt—
Thomsen [1] most of the boy-criminals are retarded in their development and
are unable to meet the social requirements and circumstances of their age
group. In the case of girls retarded and too much accelerated ones occur in
about equal proportions among the juvenile delinquents; the social-ethical bur-
den seems to be placed on the two extremes. The acuteness of the problem
makes it essential to describe scientifically the phenomenon of puberty accele-
ration, to expose its causes, and to come to know more about its consequences.
All these may help us later in our effort favourably to influence the develop-
ment of human personality.
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MENARCHEALTER, ACCELERATION UND HERITABILITAT

Mit Hilfe der Probit-Analyse wurde das mediane Menarchealter 414 Budapester Schul-

médchen auf 12,75 £+0,08 Jahre geschétzt. Dieser Befund zeigt, im Vergleich mit alteren und
neueren Angaben des In- und Auslandes, eine bedeutende Akzeleration der Pubertdt. Gestitzt

auf

Heritabilitdtsschatzungen vertritt der Verfasser — tibereinstimmend mit PORTMANN — den

Standpunkt, daR die Akzeleration der Pubertdt neben peristatischen Faktoren von einem

mit

der Urbanisation zusammenhdngenden Selektionsproze verursacht wird.

Andor Thoma, Budapest YI. Bajza u. 39. Hungary.
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METAMORPHOSE
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(Eingegangen am 20. April, 1960)

Zusammenfassung

Es ist gelungen, aufRer den Podophryen auch in den Genera Acineta und Metacineta
einen Enzystierungstyp festzustellen, der durch die Metamorphose des Schwéarmers ver-
wirklicht wird. Diese Enzystierung stellt einen separaten Ruhezyklus dar, der — dem trophi-
schen Lebenszyklus dhnlich — sich aus dem Nacheinander zweier Phasen (Schwéarmerbildung
und Metamorphose) und zweier Stadien (larvales und Zysten-Stadium) entwickelt. Der Exzy-
stierung geht immer eine Schwarmerbildung innerhalb der Zyste voran, und zwar dem Zell-
teilungstyp gemé&g, der der Vermehrung des trophischen Zustandes entspricht.

Die mit Metamorphose verbundene Zystenbildung ist keine atavistische Erscheinung,
sondern eine neue Fahigkeit der sessilen Suctorien. Die Erkldrung dafur ist, dal die Induktion
der Enzystierung auf die Phase der Schwéarmerbildung vorverlegt wurde.

Obwohl der trophische und der Ruhezyklus sich voneinander unabhdngig, ja sogar
entgegengesetzt variieren, kann der Ruhezyklus in phylogenetischer Beziehung als wichtige
Anleitung dienen. So liefert er innerhalb der Familie Ophryodendridae einen entscheidenden
Beweis fir die verwandschaftliche Verbindung der Genera Parapodophrya, Thecacineta,
Tachyblaston, Spelaeophrya, Ophryodendron.

In drei Familien ist die durch die Metamorphose des Schwéarmers entstehende Dauer-
zyste bereits bekannt (Podophyridae, Acinetidae, Ophryodendridae). Von den Ubrigen drei
Familien, bei denen noch kein Ruhezyklus bekannt ist, kénnen viele Arten der Discophryiden
in trophischem Stadium die Austrocknung sogar besser vertragen, als die Dauerzyste selbst.

Einleitung

Es ist seit langem bekannt, dal viele Protozoen auf gewisse Einwirkun-
gen der Umgebung mit Enzystierung reagieren. Yor der Enzystierung rundet
sich der Kdrper allmé&hlich ab, seine kortikalen Organe werden reduziert, end-
lich werden sie meistens vollig resorbiert. W &hrend dieser Verédnderung schei-
det die Kdrperfldche einen Umhullungsstoff aus, der oft aus mehreren Schich-
ten besteht und sich zu einer Zyste von charakteristischer Struktur entwickelt.
Im allgemeinen ist es auch charakteristisch, daR die kortikalen Organe sich
reorganisieren, ehe die Hulle zu verlassen, und nachdem sie die villige Bewe-
gungsfédhigkeit wiedererlangt haben, dringt das Protozoon an irgendeiner Stelle
der Hille hervor.

Erst bei den Podophryen fiel es auf, daB die Enzystierung auch nach
einem anderen Typ vor sich gehen kann. Es wurde lange darliber gestritten,
wie die Enzystierung von P.fixa und P. libera vonstatten geht. Da die erste
Phase der Umwandlung unmittelbar nicht bekannt war, bestand das Problem



256 K. KORMOS

darin, ob der urspringliche Stiel sich in den Stiel der Zyste verwandelt, oder
aber das Tier vor der Enzystierung einen neuen Stiel entwickelt. Seitdem ist
die Streitfrage entschieden worden: es stellte sich ndmlich heraus, daR die Podo-
phrya nichtin entwickeltem, trophischem Stadium, sondern nur in Schwdarmer-
zustand der Enzystierung fdhig ist und die Zystenbildung sich immer wéhrend
einer regelmédfRigen Metamorphose abspielt. Im Ubergangszustand stellt sie ein
mit Hulle, Stiel und Saugréhrchen versehenes Tier dar, in dem Male aber, wie
die Entwicklung der Hllle immer mehr nach oben weitergeht, ziehen sich die
Saugrdhrchen in den Kdérper zuriick und schlieBlich kann auch der obere Teil
der Zyste sich verschlieRen.

Diese Enzystierung schien eine ausschlieRfliche Fahigkeit der Podophrya
zu sein, weil in der Literatur keine Angabe gefunden werden konnte, die auf
eine dhnliche Umwandlung schliefen lieRe. Ende des Herbstes 1958 lieferte die
in der Tisza durchgefihrte Sammlung ein Ergebnis, das das Wiederaufwerfen
der Frage und die Fortsetzung der Untersuchung auf Grund der neuen Erfah-
rungen sowohl in morphogenetischer, als auch in phylogenetischer Richtung
der Mihe wert macht.

Die Enzystierung der Podophrya hungarica n. sp.

Diese Art der Podophryen wird seit langem in Kultur gehalten. In eini-
gen Worten sollen hier — im Vergleich mit den anderen Podophrya-Arten —
seine unterscheidenden Merkmale erw&hnt werden. Von geringeren Unterschie-
den abgesehen, bilden die Scopula, der Stiel, die Struktur der Zyste und die
Auswahl der Nahrung die wichtigsten Merkmale in der Unterscheidung der
vier Arten.

P.fixa — der Schwérmer ist mit Scopula versehen; das entwickelte Tier ist
bestielt; die Nahrung bilden Hypotrichen; die Zyste hat 5 Rippen.

P. libera — der Schwéarmer ist mit Scopula versehen; das entwickelte Tier ist
bestielt; die Nahrung bilden Hypotrichen; die Zyste hat 8—16 Rippen.

P. parasitica — der Schwérmer hat keine Scopula; das entwickelte Tier ist
stiellos; die Nahrung ist Nassula; die Zyste hat 5 Rippen.

P. hungarica — der Schwdrmer hat keine Scopula; das entwickelte Tier ist
stiellos; die Nahrung ist Paramecium; die Zyste hat 10—13 Rippen.

Metschnikoff [1, 2] fuhrt einen der Parasiten von Paramecium unter
dem Namen Sphaerophrya soi, Maupas unter dem Namen Sph. parameciorum
an [1, 2, 10]. Keine der Reschreibungen geniugt, um die seit langem angefihr-
ten Arten mit der P. hungarica zu identifizieren. Guilcher [6] erwdhnt auch
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eine am Paramecium schmarotzende Podophrya, und zwar unter dem Namen
P. parasitica parameciae. Ohne genaue Angaben erwdhnt er, dal sie sich von
der P. parasitica nassulae in der Zahl der Rippen der Zyste unterscheidet.

Die zystenbildenden Schwdarmer der Podophrya-Arten stimmen auch darin
Uberein, dal alle vier eine Scopula besitzen, und zwar an einer ahnlichen Stelle,
an dem mit der Vakuole identischen Rande, im hinteren Drittel des Kdrpers.

Abb. 1. Zystenbildung bei Podophrya hungarica

Abb. 1 zeigt einige Einzelheiten der Enzystierung der P. hungarica. Der
Schwéarmer wendet sich mit der Scopula auf dieselbe Weise der Unterlage zu,
wie vor der Entwicklung des trophischen Stadiums. Nach Anhaftung erstarrt
die Bewegung der Zilien, und der Kdrper fangt an, sich abzurunden. Gleich-
zeitig werden die Zilien allmé&hlich resorbiert, und auf der Fladche innerhalb
des Ziliengirtels wachsen uberall die Saugréhrchen heran. Gleich nach der
Anhaftung kann auch das langsame W achstum des Stieles beobachtet werden.
Der Stiel ist schonbei seiner Base breiter, als der Stiel des trophischen Zustandes
der bestielten Podophryen (P.fixa und P. libera) und er breitet sich um ein
wenig Uber der Anhaftungsfldche stufenweise aus. Der Stiel der Zyste hat auch
bei der P. fixa und P. libera denselben Charakter, der Stiel des trophischen
Stadiums ist dagegen bei beiden Arten um das Mehrfache ldnger und von einer
gleichmé&Rigen Dicke. Der Stiel des trophischen Stadiums ist Uberall schmaler,
als der unterste, schmaélste Teil des Stiels der Zyste.

Ehe der Stiel der Zyste seine volle L&nge erreicht hdtte, erscheint die
erste Kreisfalte der zukinftigen Zystenhille, die sich stufenweise erhebend
sich von der Korperflache trennt. Von da an geht die Hullenbildung unter
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der Erhebung immer neuerer und neuerer Falten in der Richtung der Spitze
weiter, bis sie diese erreicht und die Zyste sich auf der der Spitze zugewende-
ten Seite verschlieBt. Die Saugréhrchen ziehen sich in dem MaRe zuriick, wie
die Hille nach oben ruckt.

Die P. hungarica nimmt wéahrend der Enzystierung ebenso keine Nah-
rung auf, wie die P. parasitica. Zu dieser Zeit wird sie von Paramecium umsonst
berihrt, das Saugrohrchen haftet nicht an. Die in Enzystierung begriffenen
Schwérmer sind beinahe immer reichlich mit Nahrungskérnchen gefillt. 1—2
Tage nach der Erfrischung des Kulturwassers dringt das Tier aus der Zyste
wieder hinaus. Vorhergehend entwickelt es, sich von der Zyste zuriickziehend,,
seine Ziliatur. In einer kleineren Zyste entsteht nur ein Schwérmer, in einer
groReren Zyste auch mehrere. Die Schwédrmer schlipfen durch die sich an der
Spitze der Zyste befindende, offenbar weniger verschlossene Offnung ins Freie
hinaus. Der freigewordene Schwdérmer ist gleich imstande, ein neues Para-
mecium zu ergreifen. Fauré-Fremiet [4] beobachtete bei der P. parasitica,
dall der aus der Zyste herausschlupfende Schwérmer sich wieder enzystiert.
Innerhalb der Zyste wurde von ihm keine Vermehrung beobachtet. Bei Gele-
genheit bildet der herausschlipfende Schwéarmer der P. hungarica auch eine
Zyste, aber auch das enzystierte Tier vermehrt sich, wie es bei allen anderen
Podophrya-Arten der Fall ist.

Die Zyste der Metacineta mystacina

In der Tisza lebt eine Varietdt der Metacineta mystacina, die einen sehr
langen Stiel besitzt. Ende des Herbstes 1958 fand ich immer 6fter —e gleich-
zeitig mit der Abnahme der Zahl der Metacineten — an der Unterlage haftende,
flache Zysten, auf deren oberen Teil sich ungefdhr 4—5 radiale Rippen erho-
ben. Die Rippen laufen oft einem Dach &hnlich aufeinander zu (Abb. 2). Das
Innere der Zyste ist meistens mit Nahrungskdérnchen uberfillt und aulRer der
Vakuole ist auch der Makronucleus gut erkennbar. Gleichzeitig lebten in der
Gesellschaft der Metacineta Heliophryen und Dendrosomen mit Acineta papilli-
fera und A. fluviatilis zusammen. Ausnahmsweise fand ich auch Zysten, die
einen sehr kurzen Stiel haben, Gbrigens aber dhnlich sind. Die Zyste haftet der
Unterlage an, es ist aber gelungen, sie mit einer Nadelspitze vorsichtig so weg-
zurlicken, daBR sie nicht verletzt wurde. Abgesondert und in einem W asser-
tropfen bedeckt, platzten die Zysten an ihrem oberen Teil manchmal schon am
nédchsten Tag auf: ich fand in dem Wassertropfen einen sich bewegenden
Schwérmer, oder eine neulich verwandelte Metacineta mit einem sehr langen
Stiel. Was den Umri anbelangt, stimmt der Schwarmer mit abgeflachtem
Kdérper mit dem schon friher beobachteten Schwéarmer der Metacineta Uberein,
der aus Knospung stammt. Die ausfuhrliche Struktur seiner Ziliatur und beson-
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tiers diejenige der ventralen Fladche konnte ich bis jetzt noch nicht untersuchen;
er unterscheidet sich aber von den normalen vegetativen Schwdrmern nicht, da
er sich wahrend der Metamorphose zu einer langstieligen Metacineta entwik-
kelte. Die einzige Erkl&rung fur den auffallenden Unterschied zwischen dem
Ruhezustand (Zyste) und dem trophischen Stadium kann nur der Unterschied
zwischen den Schwéarmern sein, die die Zyste und das trophische Stadium bilden.
Dieser Unterschied ist hier noch groRer als bei den Podophryen. Der zysten-
bildende Schwdarmer haftet mit seiner ganzen ventralen Fldche an der Unter-
lage, der andere hingegen nur mit seiner Scopula. Es ist wahrscheinlich, daR
bei dem vorhergenannten die Scopula fehlt. Der strukturelle Unterschied zwi-
schen den beiden Schwdarmern ist bei der Metacineta gerade von entgegenge-

Abb. 2. Zysten von Metacineta mystacina

setztem Charakter, wie z. B. bei der P. hungarica. Bei dem einen ist die Zyste
stiellos, bei dem anderen ist es die trophische Gestalt, die keinen Stiel besitzt.

Aus der Zyste dringt oft nach der Zweiteilung zuerst der eine, dann der
andere Schwérmer heraus. Nach dem Herausdringen finden wir in der Hille
meistens einen kleineren oder groReren Plasmenrest (Abb. 2).

Die Zyste der Acineta papillifera und der A. fluviatilis

Die ersterwdhnte Art kommt in der Tisza auch oft vor, aber wegen
ihrer Variabilitdt und hauptsédchlich deswegen, weil die »Papille« an dem Be-
gegnungsort der Hille und des Stiels nicht immer gleichermaen entwickelt
ist, mull es wieder untersucht werden, wie sie sich zu der typischen Art ver-
halt. Die zweite Art kommt beinahe immer mit der A. papillifera vor.

Im Herbst, zur gleichen Zeit (Oktober—November), als ich die Metacineta
samt den beiden Acineten untersuchte, zeigten sich in immer zunehmender
Zahl kurzstielige Zysten in zweierlei GroRenordnungen (60x75 p und 35x45
p). Als die Zysten und die aus der Zyste herausschlupfenden Schwérmer abge-
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sondert wurden, gelang es festzustellen, dall sie beide in der Tat die Ruhe-
Stadien der beiden Acineta-Arten darstellen. Die aus der Zyste herausschlip-
fenden Schwéarmer stimmen auch hier mit denjenigen tUberein, die aus gewdhn-
licher Knospung stammen, und zwar sowohl in der Struktur der Ziliatur, als
auch in dem Vorhandensein der hinteren Haftscopula. Die Zysten sind beinahe
immer mit Reservekdrnchen vollgestopft, sie sind nicht durchsichtig. lhre
Form ist der Hulle der entwickelten Tiere &hnlich. Ihr kurzer Stiel befestigt
sich mittels einer Haftplatte an der Unterlage. Der Stiel der Zyste ist viel breiter
und viel kiirzer als der des trophischen Tieres (ungeféhr ein Siebentel oder Achtel
derselben). Die Scopula des zystenbildenden Schwarmers der beiden Acineten ist
breit, aber weniger aktiv, deshalb entwickelt sie einen breiten und kurzen Stiel.
Die Hullcnbildung der Acieneten geht in der Richtung von unten nach oben
vor sich, ebenso wie die der Podophrya, wir kénnen aber hdchstens eine sehr
schwache Querzeichung beobachten, Rippen werden nicht gebildet. Der zysten-
bildende Schwéarmer mull wéhrend der Metamorphose voriibergehend auch die
beiden Saugrdéhrchenbiindel entwickeln, weil sonst die Form der Zystenhille
derjenigen der Zyste des trophischen Tieres nicht dermafRen &hnlich sein kénnte.
Obwohl ich keine Gelegenheit hatte, die Einzystierung selbst zu verfolgen,
steht es auBer Zweifel, dal die Hiulle der Zyste der Acineten stufenweise, von
unten nach oben riickend, zustande kommt, ebenso wie die der Podophryen.
Die flache Zyste der Metacineta verschlieBt sich gleichfalls stufenweise, im Gegen-
satz zur Uberragenden Mehrzahl der Protozoen, die die Hulle der Zyste gleich-
zeitig und ohne Metamorphose ausscheiden.

Die Acineten kénnen aus ihrer Zyste nur in Schwéarmergestalt heraus-
dringen. Die mit Reservekdrnchen gefiillten Zysten enthalten geniigend M aterial
zur Entwicklung von zwei oder drei Schwdrmern und es entwickeln sich in
ihnen in der Tat 2—3 Schwérmer nacheinander. Diese Entwicklung stimmt
vollig mit dem allometrischen Typ der circumvaginativen Knospung Uberein,
wodurch die normale Vermehrung beider Arten charakterisiert wird.

Vor der Schwarmerbildung geht in der Zyste eine kolloidale Zustands-
verdnderung vor sich. Diese &uBert sich in zwei auffallenden Erscheinungen.
Zuerst verdndert sich die Lichtbrechung des Plasmas, es wird opalisierend.
W ahrscheinlich beginnt die Aufarbeitung der Reservekdrnchen. Spéter schwellt
der Inhalt der Zyste stark an, der obere Rand der Hille schliet sich auf und
durch die gedffnete Ritze, die jetzt schon einen geringeren Widerstand leistet,
erhebt sich das mit einer diinnen Pellikulenschicht bedeckte Plasma. Einmal
gelang es die Anschwellung des oberen Randes der Zyste vom Anfang bis zum
Ende zu beobachten. Sie ging in 15 Minuten, an einem Pol beginnend und sich
bis zum anderen Pol ausdehnend, vor sich. Wahrscheinlich kann die Anschwel-
lung auf dem ganzen oberen Teil auch gleichzeitig vonstatten gehen. Diese
Anschwellung geht der Schwéarmerbildung voran und erdffnet fir das Heraus-
dringen des Schwirmers den oberen Rand der Zyste. Uber die Entwicklung
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des Schwdarmers werden nur zwei Bilder angefihrt, die zur Charakterisierung
des Typs genigen (Abb. 2). Der entwickelte Schwarmer dringt in der Né&he
des einen Poles der Zyste auf die gewdhnliche Weise heraus.

Der Ruhezyklus der Suctorien

Die Untersuchung des Ruhezyklus kann noch viele neue Ergebnisse lie"
fern, es lohnt sich aber schon, die bisherigen Resultate zusammenzufassen.

Der Ruhezyklus kann mit dem trophischen Lebenszyklus in eine Paral-
lele gestellt werden. Er spielt sich im Nacheinander zweier Phasen und
zweier Stadien ab: 1. Die Phase der Schwéarmerbildung. Die Schwérmer-
bildung, als Zellteilungstyp, stimmt bei den beiden uberein. Bei den Podo-
phryen entwickeln sich die zweierlei Schwarmer mit heteromorpher Zellteilung,
bei den Acieneten mit circumvaginativer Knospung. 2. Der Schwarmerzustand.
Zwischen den zweierlei Schwéirmern besteht ein, je nach Kategorien verdn-
derlicher, aber bestimmter Unterschied. Der Unterschied ist in der Struktur
und in dem Funktionieren der Scopula am auffallendsten. Dieser Unterschied
kann je nach Gruppen einen entgegengesetzten Charakter haben; der Unter-
schied tritt am schérfsten bei den stiellosen Podophryen und bei den bestiel-
ten Metacineten zum Vorschein. Die vorigen entwickeln eine bestielte Zyste,
die letzteren eine vollig stiellose Zyste. 3. Die Phase der Metamorphose ist nur
den Unterschieden im Organismus der Schwérmer entsprechend verschieden.
Der Unterschied duBert sich hauptséchlich in der Verankerung im Substrat,
in der Ladnge und Dicke des Stiels. Die Hullenbildung geht von unten nach
oben allmahlich weiter, bis sie sich auch an dem oberen Teil verschlieBt. 4. Der
Ruhezustand ergibt eine neue Schwérmerbildung, die beinahe immer von Ver-
mehrung begleitet wird. Vor der Schwérmerbildung schwellt die Zyste an. Das
Tier kann aus der Zyste nur in Schwarmerform freikommen. Der neue Schwaér-
mer entsteht immer gemdR dem fir die Art charakteristischen Zellteilungs-
typ. Die Schwérmerbildung beginnt auch innerhalb der Zyste dort, wo bei dem
trophischen Individuum; auch die Stelle, wo der Schwéarmer herausdringt, ent-
spricht jenem.

Der Ruhezyklus endet damit, dal der aus der Zyste herausschlipfende
neue Schwéarmer sich zu einer trophischen Gestalt entwickelt. Es kommt jedoch
vor, dall in der Zyste wieder ein zystenbildender Schwé&rmer zustande kommt
und die Zystenbildung sich wiederholt.

Die Verbreitung des Ruhezustandes und die Zystentypen

Bei der Podophrya, Acineta und Metacineta entwickelt sich der Ruhe-
zustand mittels Metamorphose. Auf Grund der Struktur der Zyste kbnnte man
auch bei den Genera Sphaerophrya und Paradoplirya auf dasselbe folgern. In der
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friheren Literatur finden wir kein &hnliches Beispiel, aber die kurze Bemer-
kung von Fitipjev in bezug auf die Tokophrya ist bemerkenswert. Demnach
bildet die T. quadripartita, an ihrem urspringlichen Stiel verharrend, eine
runde Zyste, der Schwirmer ist aber imstande sich zu enzystieren. Uber die
Enzystierung des Schwéarmers kann man sich in Ermangelung ndherer Anga-
ben kein klares Bild verschaffen und aus der Rundheit und Stiellosigkeit der
Zyste kann man keinesfalls auf eine Metamorphose, sondern nur auf
einfache Hillenausscheidung schliefen. Jedenfalls ist eine neue Unter-
suchung ndtig.

Obwohl Corrin die diesbeziigliche Bemerkung von Prowazek [2] auf
eine verschiedene Weise erklart, kann auch die Zyste der A. tuberosa der Zyste
der Arten A. fluviatilis und A. papillifera &hnlich sein.

Grells Beschreibung [5], die das Tachyblastén betrifft, in Erwdgung
ziehend, steht es auller Zweifel, daB der Zustand, der als Stadium »Dactylo-
phrya« bezeichnet wird, der sich mittels Metamorphose entwickelnden Zyste
der Podophrya, Acineta und Metacineta entspricht. Grel1 schreibt unter dem
Namen Amphigenesis Uber zwei vegetative Generationen. Es ist aber leicht,
den Generationswechsel des Tachyblastons auf eine richtige und allgemein-
gultige Weise zu deuten, und zwar auf Grund der folgenden Parallele: Das
Stadium »Dactylophrya« besitzt eine Hulle mit offenem Rand und ent-
spricht dem Zystenzustand der erwédhnten Suctorien. Dieser Zystenzustand ent-
wickelt sich aus der Metamorphose des bewimperten Schwarmers. In der Zyste,
als in einer Hille mit offenem Rand, bilden sich zilienlose, vermiforme Schwar-
merin der Richtung der unverschlossenen Offnung, und zwar durchkombinierte
Zellteilung, die mit derselben des bewimperten Schwdrmers identisch ist. Aus
der Metamorphose des zilienlosen Schwéarmers entwickelt sich das trophische
Stadium. Ebenso wie im Beispiel der Podophrya, Metacineta und Acineta, ist
der zystenbildende Schwé&rmer und die Zyste selbst mit Reservekdrnchen
reichlich gefullt und ist imstande — sogar ohne Nahrungsaufnahme — viele
Schwérmer zustande zu bringen. Der Unterschied zwischen dem trophischen
und dem Zystenstadium (»Dactylophrya«) entspricht dem Unterschied zwi-
schen der trophischen Gestalt und der bestielten Zyste der stiellosen Podo-
phryen. Der Unterschied in der Ziliatur der beiden Schwdrmer ist auch nicht
Uberraschend. Er hat gleichfalls einen M utationswert, wie der zilienlose Schwér-
mer der D. collini oder der zilienlose Schwarmer der Ophryodendriden. Aus
den Gesagten ist es offensichtlich, daB die zweierlei Schwéarmer und die beiden
entwickelten Stadien des Tachyblastons mit den entsprechenden larvaién und
entwickelten Stadien der Acineta, Metacineta und Podophrya lbereinstimmen.

Nach Cotrin [2] und gemé&R unseren heutigen Kenntnissen bildet sich
die temporédre gelatindse Hille bei den Ephelotiden und Discophryiden unm it-
telbar aus der Sekretionstdtigkeit des entwickelten Tieres. Die Enzystierung
der Dendrocometiden ist nicht bekannt. Wir wissen nicht, ob in diesen drei
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Familien eine Dauerzyste vorhanden ist und es gibt kein Zeichen, das auf eine
sich durch Metamorphose entwickelnde Zyste hinwiese.

AuRer der temporéren, gelatindsen Zyste und der wirklichen Dauerzyste
kann noch mit einem dritten Zystentyp gerechnet werden, und zwar mit der
Konjugationszyste. Diesbeziglich stehen uns nur zwei, in wesentlichen Ein-
zelheiten mangelhafte, Daten zur Verfiigung [2]. Mehrere Male beobachtete ich
Metacineten-Paare, deren Plasmakdrper nach der Vereinigung sich in einer
gemeinsamen, mit dicker Kutikula versehenen Hille befand. Eine solche Zyste
mag auch die von P enard beobachtete Zyste sein, und die als abnorme Knos-

Abb. 3. Zysten von Acineta papillifera

pung dargestellte Beobachtung nichts anderes, als Konjugation. ([15] Abb. 51,
8—9.) Uber die Entwicklung dieses Zystentyps werden wir hoffentlich spater
berichten kdnnen.

< Von den dreierlei Zysten, die bei den Suctorien bekannt sind, kommen
zwei in den meisten Gruppen der Protozoen vor. Die dritte aber, die aus Meta-
morphose stammt, ist bis jetzt anderswo nicht vorgekommen. Nach unseren
heutigen Kenntnissen ist die Gruppe der Peritrichen die einzige, bei der mit
einem zum Teil &hnlichen Enzystierungstyp — als konvergentem Zug —gerech-
net werden kann. Diese Konvergenz besitzt einen sehr beschrankten Wert, da
die Peritrichen nicht nur im Schwarmerzustand, sondern auch in entwickeltem
Zustand bewimperte Protozoen sind. Frihere Angaben [1] erwdhnen, daf
einige Peritrichen vor der Enzystierung sich in Schwérmer verwandeln, der
Schwarmer siedelt an, entwickelt einen kurzen Stiel und erst nachher scheidet
er die Zystenhille aus. Dies ist von der durch vdllige Metamorphose begleite-
ten Umwandlung der Suctorien weit entfernt, der der Enzystierung vorange-
hende Schwé&rmezustand und die der Hullenausscheidung vorangehende Stiel-
bildung stellen jedoch &hnliche Zige dar.
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Die phylogenetische Wertung der Zystenbildung

Die temporére, gelatindse Zyste und die runde kutikulare Zyste, die bis-
her nur in Verbindung mit der Konjugation beobachtet wurde, ist auch im
Kreise der Gbrigen — tierischen und pflanzlichen — Protisten sehr verbreitet.
In einer phylogenetischen Erwédgung kénnen sie keine besondere Rolle spielen.
Die Dauerzyste aber, die aus dem Auftreten und aus der Metamorphose von
speziellen Schwéarmern resultiert, stellt ein wirkliches phylogenetisches Ratsel
dar, sowohl in ihrem primdédren Ursprung, als auch in ihrer Beziehung zum
trophischen Stadium, ferner darin, daB sie — gemdR unseren heutigen Kennt-
nissen — nur in gewissen systematischen Kategorien erscheint.

Bei der Gruppe Podophrya—Sphaerophrya, dem einfachsten Vertreter der
Suctorien, wird die Dauerzyste mittels Metamorphose hergestellt. Heute ist in
der ndchsten Ziliatenverwandtschaft eine &hnliche Zyste nicht bekannt, deshalb
steht die Frage offen, ob die Podophryen diese Fdhigkeit auf der Suctorien-
Stufe sich verschafften, oder aber von ihren Vorfahren geerbt haben.

Faure-Fremiet [4] bezeichnet die sich enzystierende, noch mit Saug-
rohrchen versehene Form der P. parasitica als »Paracinei««-Stadium. Die Ahn-
lichkeit ist aber keine Wesensahnlichkeit; die Paracineten sind keine Podo-
phrya-Yerfahren, sondern differenzierte Abkdmmlinge einer andersgerichteten
Entwicklung. Dies wird auch durch ihre invaginative Knospung bewiesen [12].
Wiird die mit Metamorphose verbundene Zystenbildung als Atavismus betrach-
tet, so muften die schmalen, langstieligen, hillenlosen Podophryen von brei-
ten und kurzstieligen Vorfahren abgeleitet werden, deren Hulle Querrippen auf-
weist. Dies ist zwar vorstellbar, diese Vorstellung ist aber durch nichts erhér-
tet. Wir kennen keinen solchen »Vorfahr«, der im trophischen Zustand mit
einer Hille leben wirde, die derjenigen der Podophrya-Zyste &hnlich ist, und
sich gleichzeitig mit einem Schwéarmer von Podophrya-Typ und mittels Kno-
spung vermehren wirde. Einen solchen zu suchen hieBe muBige Vermutungen
anzustellen.

Anstatt nach »VVorfahren« zu forschen, ist es richtiger, diese Erscheinung
folgendermalen zu erkldren: die Enzystierung, die pellikulare oder kutiku-
lare Hullenausscheidung ist eine urtimliche F&higkeit der Ziliaten- und Suc-
torienzellen. Die Enzystierung ist bei den Protozoen mit dem entwickelten
Stadium verbunden. Die Enzystierung wird immer durch eine entsprechende
spezifische Einwirkung hervorgerufen, genau so wie die Schwérmerbildung. Die
Protozoen-Zelle reagiert auf die eine induktive Einwirkung mit Schwéarmerbil-
dung, auf die andere mit Enzystierung. Diese Reaktionsfahigkeit konnte
urspringlich nur gesondert zur Geltung kommen. Die Enzystierung und die
Schwéarmerentwicklung sind ndmlich entgegengesetzte morphogenetische Ver-
&nderungen, die im allgemeinen unter dem Einflufl verschiedener Einwirkun-
gen auftreten. Die Reaktionsfahigkeit des Organismus kann sich aber derart
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modifizieren, dafl unter dem EinfluR einer und derselben Einwirkung beide
morphogenetischen Prozesse induziert und durchgefiihrt werden. Der eine stellt
die Knospung und die weitere Differenzierung des mittels Knospung entstan-
denen Schwéarmers, der andere die Enzystierung und die mit der Enzystierung
Hand in Hand gehende Reduzierung des Organismus dar. Der Schwéarmer wird
durch die entsprechende Einwirkung bereits zur Zeit der Knospung zur Enzy-
stierung determiniert. Es ist verstdndlich, dall solange die Knospung dauert,
der Drang nach Enzystierung unmittelbar nicht zur Geltung kommen kann.
Indirekt ist er aber schon dann wirksam, und zwar nicht nur auf eine determi-
native Weise, sondern auch so, daR er den Organismus modifiziert. Dies
wird durch den Organisationsunterschied zwischen dem Schwdrmer des
Ruhezyklus und dem Schwérmer des trophischen Lebenszyklus bewiesen.
W é&hrend im ersten Teil der Ontogenese die Enzystierungsinduktion indirekt
wirksam ist, tritt sie im zweiten Teil der Ontogenese auch unmittelbar auf.
In der Metamorphose sind schon zwei morphogenetische Restrebungen neben
einander wirksam: die der Weiterentwicklung, die aus dem Schwérmer ein, mit
Saugrohrchen versehenes, aktives trophisches Stadium entwickeln wirde und
die der Enzystierung, die ein passives Zystenstadium ohne Saugrdhrchen bil-
den wirde. Das simultane Vorhandensein der zweierlei Wirkungen fiihrt dazu,
daR die Saugrdhrchen zwar vorliibergehend erscheinen, aber auch dann inaktiv
sind, und sich schlielich v6llig zuriickziehen. Was die Intensitdt und die Voll-
stdndigkeit der Umhullung betrifft, erreicht die anfdngliche Hullenbildung
endlich die Stufe der Enzystierung. Der Einflul der Reduzierung, der am An-
fang schwécher ist, Uberwindet schlieRlich véllig den EinfluR der Differenzie-
rung, die Induktion des passives Ruhezustandes besiegt den aktiven trophischen
Zustand. Obwohl die Wirkung zweier entgegengesetzten Einflisse anderswo
nicht so eng miteinander verbunden ist wie in der Metamorphose des Schwar-
mers, sind zahlreiche Beispiele daflir bekannt, dafl die Induktion der Enzy-
stierung und der Zellteilung miteinander in Beziehung stehen. Viele Pro-
tozoen bilden zuerst eine Zyste und vermehren sich unmittelbar nachher.
Anderswo knupft sich die Kopulation oder die Autogamie an die Enzy-
stierung an.

Nicht nur in der Enzystierung, sondern auch in anderen LebensduBerun-
gen sind Beispiele dafiir bekannt, dal die Determination einer Verdnderung
in die Phase des Schwérmers, bzw. der Schwdarmerbildung, verschoben wird,
die determinierte Verdnderung aber sich erst nach oder wahrend der Meta-
morphose des Schwérmers aktualisiert. So W'ird die Geschlechtsdetermination
der isogamen Konjugation im Falle von Anisogamie in die Phase der Schwar-
merbildung des Mikrokonjuganten verschoben. Auch hier geht die Phasenver-
schiebung der Determination mit der Mutationsverdnderung des Schwéarmers
Hand in Hand. Der vegetative (trophische) Schwarmer und der Geschlechts-
schw”™drmer unterscheiden sich in dhnlicher GréBenordnung, wie der trophische
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und der zystenbildende Schwéarmer. Die Herausbildung des Lebenszyklus ist
gerade die Folge des Umstandes, daB die Determination der einzelnen physio-
logischen Akte sich von dem entwickelten Zustand in den larvaién Zustand
verschiebt.

Auf Grund der oben Gesagten besteht kein Grund dazu, die mittels
Metamorphose vor sich gehende Enzystierung als eine phylogenetische Ver-
&nderung zu erwégen, die bis zu den Ziliaten-Vorfahren zuriickgeht. Dies aber
bedeutet nicht, daB sie keine phylogenetische Wichtigkeit hat. Wenn z. B. die
stiellose Podophrya- oder Sphaerophrya-Art eine bestielte Zyste zu bilden im-
stande ist, dann kann man mit Recht auf die urspringliche stielbildende F&hig-
keit der vegetativen Form gefolgert werden. Die Entwicklung des Ruhezvklus
leistet manchmal auch in der Beurteilung von entfernteren phylogenetischen
Verbindungen eine bedeutende Hilfe. Der Fall von Thecacineta und Tachybla-
ston liefert ein schones Beispiel dafir. Wenn wir z. B. die trophischen Stadien
von Thecacineta und Tachyblaston und die vorhergehenden Schw'dérmer ver-
gleichen, dann kommen wir kaum auf den Gedanken der Verwandtschaft der
beiden Genera, der Unterschied zwischen ihnen ist so bedeutend [5, 11]. Wenn
net aber auch den Ruhezyklus bei Tachyblaston beobachten, dann ist die Ver-
wandtschaft desbewimperten Schwérmers, der das Ruhestadium herausbildet,
mit dem trophischen Schwé&rmerzustand von Thecacineta offenbar!

Es ist &uBerst interessant, dall der zilienlose Schwarmer der trophischen
Gestalt von Thecacineta eine wesentliche Ubereinstimmung mit dem &hnlichen,
vermiformen Schwérmer von Ophryodendron aufweist. So bestdtigt sich nun in
jeder Hinsicht die Verwandtschaft und die Zugehdrigkeit zu derselben Familie
von drei Genera, die in drei verschiedene Familien eingereiht und neulich fur
drei verschiedene Familien gehalten wurden [5, 11]. Darauf wurde bereits an
anderer Stelle hingewiesen.

Trophischer Lebenszyklus, Ruhezyklus, Geschlechtszyklus: alle drei be-
sitzen einen Schwdarmer fir sich und die Mdéglichkeit der unabh&ngigen Ver-
&nderung des Schwérmers. Eben deshalb ist es verstdndlich, dal die entgegen-
gesetzt gerichtete Verdnderung auch vorkommt, als z. B. der zystenbildende
Schwérmer seine stielbildende F&higkeit verliert, der Schwdrmer der trophi-
schen Gestalt hingegen dieselbe bewahrt. Diese unabhdngige Verdnderlichkeit
mahnt zur Vorsicht in der phylogenetischer Erwédgung. Gleichzeitig gibt sie
Gelegenheit auch dazu, die langumstrittenen zweierlei Schwéarmer der Ophryo-
dendriden zu erwdhnen [1, 2, 6]. Solange neue, ausfihrliche Untersuchungen
nicht zur Verfiigung stehen, kann man auch nicht wissen, was die Wahrheit
ist. Die Ergebnisse der Untersuchungen in bezug auf die Lebenszyklen erwé-
gen aber diese Frage nicht mehr als ein besonderes Problem, sondern als eine,
den dbrigen Mdglichkeiten &hnliche Moglichkeit. In jedem Lebenszyklus kann
ein Schwérmer verschiedenen Typs auftreten, der in der Scopula, in der Zilia-
tur usw. Abweichungen aufweist, es ware daher Gberhaupt nicht berraschend,
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wenn bei dem Ophryodendron zwei Lebenszyklen und dementsprechend ein be-
wimperter und ein zilienloser Schwéarmer gefunden wirden.

Die Entwicklung der Lebenszyklen kann noch einen sehr wichtigen phylo-
genetischen Wertanzeiger haben. Heute ist bei drei Familien ein Ruhezyklus,
ein mit Metamorphose verbundener Zystenzustand bekannt, bei drei Familien
kennen wir solche nicht. Es ist leicht mdglich, dall es endglltig bestdtigt wird:
sein Auftreten ist auch fur Familien charakteristisch. Fir Generaist es zweifels-
ohne kennzeichnend. So beweist es nicht nur die gemeinsame Anstammung
der Familien und der Genera und die von den lUbrigen abweichende phylogene-
tische Richtung derselben, sondern es liefert einen kategorisierenden Wert-
messer von entscheidender Wichtigkeit.

Der 6kologische Wert des Ruhezustandes

Der 6kologische Wert der gelatindsen, tempordren Hulle ist sehr gering.
Die 6kologische Rolle der hdutigen Dauerzyste in dieser Verbreitung und in
der Erhaltung nach der Austrocknung wird in der Literatur reichlich erwégt.
Die Feststellungen beziehen sich »im allgemeinen« auch hierauf. Hier ist aber
ein anderes, wichtigeres Mall auch vorhanden. Hier wirft sich nicht nur die
Frage auf, inwiefern der Zystenzustand zur Ertragung der Unbilden geeigne-
ter ist als der trophische Zustand, sondern auch die Frage danach, ob es eine
einfachere und sicherere Methode zur Ertragung der Trockenheit und zur Stei-
gerung der Verbreitung gibt, als die Enzystierung. Sollte eine solche nirgends
vorhanden sein, bei den Suctorien gibt es eine. Darauf wurde zuerst von
D ragesco, Rlanc-Bkude, Gauchery in einem Beispiel [3] in Verbindung mit
der Anhydrobiose der Cyclophrya magna (Heliophrya erhardi) hingewiesen.
Seitdem gelang es nicht nur von einer anderen Cyclophrya-Art festzustellen
[9], daR sie zur Ertragung der schnellen Austrocknung eine aulerordentliche
Fé&higkeit besitzt. Durch Untersuchung vieler Suctorien gelang es verschiedene
Abstufungen in der Austrocknungstoleranz ohne unmittelbare Enzystierung
nachzuweisen [13]. Die Cyclophryen haben einen auferordentlich abgeflachten
Korper, aber die konvergenten Formen einer anderen Familie sind nicht im-
stande, die Austrocknung zu ertragen (Heliophrya, Lernaeophrya). Die Aci-
netiden dulden die Austrocknung kaum, oder Gberhaupt nicht. Mit den Zysten
der Acineta papillifera und der A .fluviatilis wurde bisher nur eine Vorprobe
durchgefiuhrt. Nach eintdgiger Austrocknung sind die wenigen, der Probe unter-
worfenen Zysten zugrunde gegangen ! Es ist wahrscheinlich, dal die Trocken-
heitstoleranz der Zyste — mindestens in geringem MaRe — immer grdRer ist,
als die des trophischen Zustandes, die Zysten der Acinetiden erreichen nicht
einmal anné&herungsweise die enzystierungslose Anhydrobiose der einzelnen
Discophryidengruppen, was die Ertragung der Austrocknung anbelangt! Auch

6 Acta Biologica X1/3.
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innerhalb der Discophryiden sind viele Abstufungen vorhanden. Die D. astaci
kann z. B. nicht einmal eine kurze Eintrocknung ertragen. Die Discophryen mit
abgeflachtem Kdrper sind schon zdher. Die 6kologische Beziehung ist ziemlich
einfach: die D. astaci lebt auf Krebsen, die Discophryen mit abgeflachtem
Kdrper leben auf Kéafern, die von Zeit zu Zeit aus dem Wasser herausfliegen.
Die unmittelbare Eintrocknung wird jedoch nicht von den symphorinontischen
Discophryen am ldngsten ertragen, sondern von der Caracatharina und der
Cyclophrya, die auf dem Grund oder auf der Haut der Flisse und Stillwasser
ansiedeln. Die Vertreter dieser beiden Genera ertragen auf die Dauer sowohl
die schnellste als auch die dauerhafte Eintrocknung.

In einzelnen Gruppen der Suctorien gibt die Enzystierung einen relativ
gréReren Schutz gegen die Eintrocknung, als das trophische Stadium, sie
erreicht aber nicht einmal anndherungsweise die Widerstandsfahigkeit, welche
andere Glieder der Discophryiden ohne Enzystierung erreichten. Nach unse-
ren jetzigen Kenntnissen ist dies eine alleinstehende F&higkeit in der Welt der
Protozoen.

Die Enzystierung kann durch vielerlei Einwirkungen hervorgerufen wer-
den. Hierher gehdrt auch die Abkihlung des W assers, weil die meisten Acineta-
und Metacineta-Zysten gerade im Herbst gefunden wurden. Die Zyste der Suc-
torien dient auch der Vermehrung, da die Zysten beinahe immer mit Reserve-
kérnchen gefillt und zu Schwérmerbildung geeignet sind. Die Rolle der wohl-
gendhrten Zysten besteht primdar nicht im Schutz vor der Trockenheit, son-
dern jedenfalls in der Ertragung der Unbilden.
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COCTOAHME MOKOSA MYTEM METAMOP®O3A Y MPOCTEMLLNX

Kpome Podophrya TakXxe ©W B pojax Acineta M Metacineta YyAanocb YCTaHOBUTH
Tako TN WHUMCTMPOBaHWS, KOTOPbIA OCYLLECTBASETCA MyTeM MeTamopdosa 6poaskeK. 3To
MHUMCTUPOBaHWe MpeAcTaBnsieT coboii 0cobblii LMKA MOKOS, COCTOSWMIA, NOA0O6HO Tpodu-
YeCKOMY XXW3HEHHOMY LMKy, U3 MocnefoBaTesibHOCTM ABYX (a3 (obpasoBaHve 6pOAsKeEK U
MeTaMopo3) U ABYX CTagnii (MMUMHOYHASA U LUCTO3HasA cTaaun). Beixogy us LMcTbl BCerga npea-
LLeCTBYET 0bpa3oBaHWe 6POASXEK BHYTPU UWCTbl, COrMacHO TUMNY AeNeHUs K/eTOK, COOTBET-
CTBYIOLLEMY Pa3sMHOXEHWIO B TBO(MUECKOW CTaguu.

CBsi3aHHOe C MeTamopo3oM 06pas3oBaHWe LMCTbl He MpeAcTaBseT aTaBUCTUYECKOrO
ABMIEHNSA, a ABNSETCA HOBOW CMOCOGHOCTBIO CUMAAYUMX Suctoriae, BO3HWMKLLee 6narogaps TOMy,
UYTO MHAYKLUMA WHUUCTMPOBaHWA NPOABMHYNack Bnepén B (hasy obpasoBaHUs 6POAsIKEK.

HecmoTps Ha To, UTO TPOMYECKMI LMK M LMK NOKOSA BapbUPYOT He3aBUCMMO Apyr OT
apyra, faxe B NPOTUBOMOMOXHOM HanpasfieHUW, MOCMEAHUA LKA BCE XXe MOXET CIYXWUTb
Ba)XHbIM YKa3aHWeM B (PUIOreHeTUYECKOM OTHOLUEHWUW. LIMKA NOKoS MOsIBASETCA B pojax pas-
JINYHbIX CEMECTB TaKXe KOHBEPreHTHO, OAHaKo, B npegenax cemeictsa Ophryodendrydae
OH NPefoCTaBNsAET BaXHOEe A0Ka3aTe/lbCTBO POACTBEHHbLIX CBA3eW MeXAy pojamMu Parapo-
dophrya, Thecacineta, Tachyblaston, Spelaeophrya, Ophryodendron.

CTolikas umcTa npefocTasnseT 60nee UAM MeHee HafeXHYH 3alWuTy NpPoTUB BbICbIXa-
HUA. XOTS HaM B TPeX CemeliCTBax elle HeuM3BeCTHO 06pa3oBaHUsA CTOMKUX LWCT, BCe Xe
Cpefn HWX BecbMa MHOrMe Buibl poga Discophryidae B TPO(MUECKOW ' cTagum Takxke LNU-
TeNlbHOe BPeMsi CNOCOBHbI NEPEHOCUTb BbiCbIXxaHUe. BblTb MOXET 3Ta 6ecrnofobHass cnoco6HOCTb
BO3MeLLaeT OTCYTCTBME CTafUUN LMCTbI.

RESTING STATE OF PROTOZOA WITH METAMORPHOSIS

In addition to the Podophrya, it has been possible to ascertain a type of encystment
also in the genera Acineta and Metacineta which is produced by a metamorphosis of the lar-
vae. This encystment constitutes a separate resting state which similarly to the trophic state
is composed of two successive phases (production of larvae and metamorphosis) and two
succesive stages (larval and cystic). Encystment is always preceded by the intracystic pro-
duction of larvae according to the type of cell division which corresponds to multiplication
of the trophic stage.

Production of cysts associated with metamorphosis is no atavistic phenomenon but
a new character of sessile Suctoriae which is brought about by a forward displacement of the
induction of encystment to the phase of production of larvae.

Although the trophic and resting phases may vary separately and in an opposite sense,
the latter may nevertheless furnish an important clue from a phylogenetic point of view.
The resting condition of quiescence is converging in the genera of various families but, within
the family of the Ophryodendridae, it, nevertheless, furnishes a proof in favour of a close
genetic affinity between the genera Parapodophrya, Tecacineta, Tachyblaston, Spelaeophrya
and Ophryodendron.

Durable cysts offer more or less protection against desiccation. They are still unknown
in three families but one of them, viz. that of the Discophryidae, has numerous species which
are able to withstand desiccation even in the trophic stage for a long time. This unique ability
may compensate for the absence of the cystic stage.

Katalin Kormos, Szeged, Aradi vértanuk tere 1. Ungarn.
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Summary

The spontaneous activities of the white rat and the brown or wharf rat were com-
pared with the aid of actograph-registration under various environmental conditions. It has
been established that the white rat has an activity of the polyphasic type while the wharf
rat a monophasic one. The activity period of the brown rat is longer and the rest period is
shorter as compared with the white rat.

The spontaneous activity of the white rat is to a large extent influenced by the length
of starvation and the time of feeding, this applies considerably less to the brown rat. An essen-
tial increase of the length of the spontaneous activity caused under the influence of starvation
can be observed in the white rat while the activity of brown rat is scarcely affected. The course
of the spontaneous activity of white rat is altered by changes in the time of feeding and tend-
ing, while the activity of brown rat is not influenced.

The periodic alternation of light and darkness exerts a critical effect on the movement
of the animals but this effect is stronger on brown rats than on white rats. The spontaneous
activity of wharf rat is altered by the reversal of light and darkness as soon as in 4 days,
while in the case of white rat this takes 10 to 15 days. The motoric activity is decreased by
both permanent light and permanent darkness; in the case of brown rat even the character
of this activity is changed.

Relying upon the results obtained the author draws some conclusions with reference
to the development and influence of the biorhythm.

Introduction

The spontaneous activity ofthe animals as a process ofinterestand impor-
tance has attracted also on account of inferences that may be drawn from its
changes, the attention of many research workers. Most investigations were
made on the members of the order of Rodentia probably because the major
part of the laboratory test animals generally used are belonging to this order.

The diurnal rhythm of the white mouse was examined in full details by
Aschoff [3, 4, 5]. According to his very noteworthy results every animal has
an intrinsic periodicity which under constant circumstances remains unchang-
ed and even can be transmitted by inheritance to the next generation. The
own frequency (Eigenfrequenz) of the individuals becomes synchronized by
the time indicators (Zeitgeber) of the environment. A correlation was estab-
lished between the spontaneous activity, some vegetative functions and even
the activity ofthe endocrine glands by s anaer [7]. Onthe otherhand snhcner-
bakova [26] found no correlation between the diurnal cycle of the activity,
the frequency of respiration and the periodicity of the body temperature.
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The spontaneous activity of non-domesticated mice has been examined
by K arabunov [Cit. 26]. shcherbakova [27] reports on a rather marked two
phase motoric activity in Apodemus agrarius. Firtatova [15] found that the
diurnal activity of M. musculus is rather high and distributed uniformly over
the 24 hours ofthe day. osterman [25] alsoexamined the diurnal and season-
al rhythm of the spontaneous activity on wild animals (Microtus arvalis,
Ap. sylvaticus, Ap. flavicollis, etc.). e rown [12] described the diurnal and
seasonal rhythm of Ap. sylvaticus, Clethrionomys glareolus and Microtus agrestis
native to England. o uwrup [14] made observations on the rhythm of the acti-
vity of Microtus arvalis. msa1inger and co-workers [23] found the sponta-
neous activity of white mouse kept under standard conditions having two
phases. They described a long activity period from 18 to 3 o’clock and a short
one from 6 to 8 o’clock. Locomotoric activity and oxygen consumption were
demonstrated to be in agreement.

The study ofthe spontaneous activity of the rat was begun by s1onaker
[27, 29]. szymansici [31, 33] ascertained in his classical experiments, conducted
as soon as about 1918 evolving for the first time an objective method of move-
ment registration that the white rat is an animal of the “polyphasic” rhythm
type and found ten distinguishable periods during 24 hours which were more
or less in conformity with each other.

A considerable number of the reports is concerned with the factors influ-
encing the diurnal rhythm of the spontaneous activity. ricneer [Cit. 24] feed-
ing the animals every 2 hours, observed that the locomotoric activity tends
to become more lively when the time of feeding approaches. The influence of
temperature, food and lack of water upon the spontaneous activity was ana-
lyzed by stevenson and Rixon [30]. Browmann [8, 10] suggested that light
and temperature are the most important influencing factors. He states that
the eye is a principal organ exercising its function probably through the hypo-
physis, Also sores [18] is of the opinion that the hypophysis is the connecting
link between light and diurnal rhythm. According to Levinson and co-work-
ers [21], however, hypophysectomy scarcely influences the spontaneous acti-
vity of the white rat. Investigations were carried out also about the effect of
other endocrine glands on the spontaneous activity. sores [18] and Levinson
[21] have demonstrated a 24 hour fluctuation of the melanophore hormone of
the hypophysis in the blood of rats. s rown and co-workers [11] do not con-
sider the theory which tries to explain the rather regular periods with the
periodic activity of the endocrine system as satisfactory. A correlation has
been demonstrated, similarly to other animals and even plants, between the
lunar periodicity and the spontaneous activity of the rat.

The number of data available concerning rats living in freedom is con-
siderably lower. The motoric activity of these has an explicit nocturnal charac-
ter. Monophasic activities of this type were found in Raltus norvegicus, R. rattus
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and R. rattus alexandrinus [22]. Recently Barnec« [6] has dealt with the
behaviour of rats living in freedom without giving any data concerning spon-
taneous activity. ,

A careful study of the publications of these and other authors reveals
besides many contradictory findings a substantial and concordant difference
between the domesticated and non-domesticated forms of the same species as
to the match of spontaneous activity. Therefore it seemed important to study
the factors likely to be responsible for the difference between the motoric acti-
vities of the wild and domesticated species, the rhythm of the spontaneous
activity being in the last analysis under the control of these factors.

Since the origin of the white mouse is not clear enough yet, it was found
safer to conduct researches on the brown or Norway rat (Rattus norvegicus
Berkennhoute) and the white rat (R. norvegicus var. albino), because the
origin of these can be regarded as elucidated.

Method

Investigations were carried out on 12 brown rats and on 15 seven months old white
rats weighing 180-—200 grams and bred in this Institute. Only male animals were included
in the experiments because a correlation had been established by several authors [28, 34]
between the spontaneous activity and the oestrous cycle. The age of the brown rats included
in the experiments was of course unknown. Animals 180— 200 grams in weight were used in
the experiments. The animals were caught in the basement of the Institute building without
having been injured and were taken under observation 20— 25 days later. Motion was regis-
tered by the aid of an actograph of the author’sown construction and the actograms were fixed
by a kymograph on paper blackened with soot. On the actogram the distance related to one
hour was regulable at will. Rotational velocity was adjusted in a way that movements recurring
per 20 minutes already yielded lines that could be isolated. About 800 actograms have been
prepared in this way under various experimental conditions.

Evaluation of the actograms involved no difficulties because the periods of
activities and rest are well separated in the actogram as is seen on Fig. 1. Thus measuring the
activity period could be carried out with great precision. Serious difficulties arose, how-
ever, when comparing the intensities of activity. According to Ostermann [25] this is even
impossible. A method for the simultaneous measurement of length and intensity of activity
was evolved by the author [20]. Labour required for these measurements, however, is in no
reasonable proportion to the result that can be obtained. The room where the experiments
took place could be completely darkened and the outdoor noises practically excluded. Tempera-
ture (20° C) and humidity were kept constant in the room during the whole experimental
period irrespective of the outside conditions (relative humidity 48 per cent). The animals
were fed with a standard coarse meal mixed to a pulp with as much water that the animals
according to our experience [19] did not need extra water to drink.

The effect of feeding

White rat

The actograms of the white rats kept tinder ordinary laboratory condi-
tions suggested that the animals have really a rhythm of the polyphasic type
(Fig. 1). During the 24 hours of the day several activity periods are observ-
able, none of which is dominant, and they are separated by rest periods. Ana-
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lysis of these actograms also suggests that the activity of white rat is not
distributed uniformly over the 24 hours of the day, since more than 60 per
cent of the total activity occurs during the period from 8 to 20 o’clock and
only about 35,7 per cent in the period from 20 to 8 o’clock. The activity is
very intensive mainly at about 9 o’clock. About at this time were the animals
fed, according to working hours. Fed at forenoon the animals seemed to exhi-
bit a “day-time” activity. If the time of feeding was in the evening, other
conditions unchanged, there was a shift in the activity already after 5 to 10
days (Fig. 2). In this case 63,3 per cent of the activity occurs in the night and
only 36,7 per cent in day-time, the animals being transformed to evening or
night activity animals.

Immediately the question arises, to what extent this is the effect of starv-
ing since it has been observed that starving very explicitly influences the spon-
taneous activity of mice. The phase of moving becomes lengthened and acti-
vity periods are grouped around the accustomed feeding time. After 48 hours
starvation the motoric movement of the animals increases by 47 per cent, i. e.
it reaches a value one and a halftimes as high. It might be expected that per-
haps a short time after feeding there is no more fodder left. Indeed if this is
the case, the spontaneous activity of white mouse is directed by feeding. This
conclusion is supported by the findings of Halberg and co-workers [16] from
a quite different side. They have established that in white mouse the 24 hours
fluctuation of the number of eosinophile cells in case of starving or unsatis-
factory amount of food given is depending on the feeding. The spontaneous
activity is in a much more intimate connection with the feeding and, therefore
it is to be presumed that the change of the number of the eosinophile cells is
the effect of the movement activity manifesting itself come through mecha-
nism of other kind, though different opinions can be encountered in this re-
spect [1,2]. During our experiments particular attention was paid to avoid
starving of the animals and food was so proportioned out that atleast a quart-
er of it remained in the cage until the time of next feeding. The phenomenon,
however, may be explained also in this case by similar reasons. Animals pre-
fer fresh food. Later on food becomes desiccated, fermented, contaminated
and the animals even scatter the dry fodder all over the place.

So a conditioned reflex can develop in the animals, irrespective of our
intention, upon the time of eating and tending and would appear day by day
regularly even if the animal does not explicitly suffer from hunger. This obser-
vation is of great importance, for it calls the attention to the fact that even
laboratory animals cannot be made independent from the environment. In
experiments of longer duration this must be given special consideration. From
Table 1 it is clear that the amount of total activity is 8 hours and 1 minute
if animals are fed in the morning while it is higher, lasting for 8 hours and
55 minutes, in the case of evening feeding. This latter stands nearer to the



Figs. 1—6. The actograms of the white rat and brown rat.
Each actogram records the result of the observation of one animal for 24 hours. The period from 8 to 8 o’clock next morning is registered per hours on each of the acto-
grams by vertical lines. — 1. The polyphasic activity of white rat under laboratory conditions. Fed between 9 and 10 o’clock. Natural light conditions. — 2. The polyphasic
activity of white rat under laboratory conditions. Fed between 18 and 19 o’clock. Natural light conditions. — 3. Typical polyphasic activity of the white rat after the
effect of feeding had been excluded. Illumination from 19 to 7 o’clock. — 4. The typical monophasic activity of the brown rat 20 to 25 days after having been caught. Fed
at about 9 o’clock. Natural light conditions. Illumination from 7 to 8 until 18 to 10 o’clock approx. — 5. The reversal of the spontaneous activity in the brown rat caused by
the change of the time of feeding. Fed at about 9 o’clock. Illumination from 21 to 9 o’clock. — 6. Transformation of the monophasic activity of the brown rat into an
activity of the polyphasic type in the case of protracted illumination
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brown rat’s longer activity. We are, therefore, of the opinion that for tending
the white rats evening time is appropriate.

Table 1

Comparison of the length of the motoric period

Length of activity during 24 hours

Brown rat White rat
Feeding in the morning.......... I1b25"' s = +55.7 8h 1' s = +46.7
Feeding in the evening ... 11h35' s = +50.3 8h55' s = +37.1
Starving for 48 hours........... 11h56' 13h10'
Permanent light....n 9h52' s = 27.4 7h53' s = +33.4
Permanent darkness............. 10h50' s = £63.0 6h50' s = +57.8

Subsequently it was presumed that this effect of feeding can be suspend-
ed, excluded if fodder of sufficient quantity and of standard quality is avail-
able during the whole day. As a matter of fact we were able to create such
conditions. The best method is, of course, when a noiseless automatic device
is employed, which continuously exchanges the food in a way non-perceptible
for the animal. As to the white rats its is sufficient to supply more feeding-
troughs and larger quantity of food at an undefined period of the day.

Brown rat

The actograms for the brown rat show a characteristic activity of the
monophasic type (Fig. 4). Compared to any of the white rat actograms the
difference is striking. The motoric activity occurs at night with a dominant
period and lasts from 20—21 to 4—5 o’clock depending on the length of
illumination. In day time it is followed by a longer rest period which is inter-
rupted every 2 to 2,5 hours by activity period of 10 to 20 minutes with almost
full regularity. Probably this is in relationship with the feeding and evacuation
of the animals. The time period of the activity is longer than in the white rat:
11 hours and 30 minutes on an average as against 8 hours 30 minutes for the
white rats. These results were obtained as the mean value of many hundred
measurements and the difference is statistically reliable. It may be assumed
that under natural conditions the period of motoric activity is still longer.
Also this conclusion gained from the measurement of spontaneous activity is
an evidence of the fact that domestication actually goes with a reduction of
the irritation of the nervous system.

Changes of the hour of feeding have no effect in the case of the brown
rat. The “nocturnal” character of the animals remains unchanged irrespective
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of the feeding. Starving for 48 hours, by which so strong a response-reaction
is brought about in white rats is also without any effect.

“Proximity of man” is, on the other hand, of a great importance in this
period. This factor is almost negligible in white rats and its influence if any,
is the opposite of what is observed in the brown rat, since the brown rat in
captivity practically does not perform motoric activity at all in the presence
of man. Moreover the day-time “proximity of man” exercises its influence
even on the night behaviour of the animals as shown by may:eris and

Ruttenburg [22].

The effect of light and darkness

White rat

Subsequently the effect of the periodic alternation of light and darkness
was taken under examination under constant conditions of temperature and
feeding. After the exclusion of the feeding factor the activity of the white rat
was of the polyphasic type with a noctural character. If night and day are
inverted by administering at night the diffuse light of two 150 W lamps and
completely darkening the room during the day the rhythm will slowly turn
within 10 to 15 days. Now more than 60 per cent of the activity will occur in
the dark period of 12 hours corresponding to the original day-time while only
40 per cent occurs in the 12 hours illuminated (Fig. 3). Consequently light
and darkness are deeply influencing the diurnal rhythm of the spontaneous
activity if other important factors are not disturbing.

The question whether light or darkness is the controlling factor remains,
however, to be answered. For this purpose the animals were kept for a longer
period in protracted darkness of in a constantly lighted room, respectively.
The effect on the animals of being constantly kept in darkness is recorded in
Fig. 8. The animals have been for almost 30 days in complete darkness. Their
24 hours activity as compared with the results obtained for control animals
decreased continuously as far as the 10th to 12th day, to remain constant at
this level. In Table 1 this decrease is shown numerically the daily movement
being about 20 minutes less. By applying the “t” test to the results the differ-
ence proves to be significant (P < 0,05). The distribution of the motoric
activity measured in the original sections of the day is also changed. The differ-
ence imposed by the alternation of light and darkness becomes rather indis-
tinct. If the 24 hours are divided into four arbitrarily chosen periods (e. g.
20h—2h—8h—14h or 23h—5h—11h—17h) the distribution of the activity will
approach the values of 25—25—25—25 per cent.

The diurnal activity is reduced also under the influence of permanent
light (Fig. 7). The rate of this reduction is presented in Table 1. By using the
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“t” test the difference proves to be significant. The diurnal distribution of
activity also becomes disturbed. The sections of the day no more govern the
spontaneous activity and the activity periods now are distributed uniformly.

The answer to the question raised above seems to be very surprising.
The motoric activity is diminished both by permanent darkness and protract-
ed light, so the inference may be drawn that neither light nor darkness but
the periodic alternation of the two conditions is the decisive factor. This, as
a change of the environment, has a stimulating effect on the eye as receptor
of the organism and indirectly increasing the irritation of the nervous system
and raises the motoric activity of the animal. In complete darkness one of the

Minutes

Fig. 7. Significant reduction in the length of activity of white rat in permanent light.

Ordinate — total diurnal activity in minutes, abscisse — time in days. The curve records the

daily fluctuation of the period of motoric activity. Straight lines mark the averages of the
length of motoric activity during the days of the experiment

receptors of the organism through which impulses could arrive at the central
nervous system is practically eliminated. As a consequence, in the author’s
opinion, the excitation of the whole central nervous system is reduced.

Our results discussed are apparently at variance with the findings of
szymanski [32] Who observed in complete darkness an increase of the length
of activity and of the number of separable periods. The divergency may be
traced back to the fact that he has not observed the motoric activity in con-
stant darkness for a longer period but simply generalized the results obtained
during 24 hours after darkening. Our observations agree, however, with
Browmann's [9] data who reports on a slow decrease of the spontaneous
activity in blind rats.
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Brown rat

As mentioned before and as shown in Fig. 4 brown rat exhibits a mono-
phasic nocturnal activity under usual laboratory conditions. If night and day
are reversed in the above described way, the diurnal rhythm of the sponta-
neous activity in brown rats will be changed in a surprisingly short time, in
no more than 4 days. During the dark period corresponding to the original
day-time the animal is active while it isin rest in the 12 hours of illuminations.
No changes were observed in the intensity of activity and in the number of
separable activity period (Fig. 5).

Light and darkness thus have a more considerable effect upon the brown
than on the white rat. This is strikingly demonstrated by the experiment in

Minutes

Fig. 8. Significant reduction in the length of the activity of white rat in permanent
darkness. For further explanation see Fig. 7

which permanent illumination was administered. Under the influence of pro-
tracted illumination the animal of monophasic type becomes a typical poly-
phasic one. This change occurs rapidly. The change in the character of the
spontaneous activity is presented in Fig. 6. The process takes place rapidly
also in the opposite direction for the animal replaced under normal conditions
shows a monophasic activity again in 6 to 8 days. Amount of activity com-
pared to the alternation of light and darkness shows a total daily decrease of
90 minutes, the difference being significant. In spite of this decrease the acti-
vity in brown rat is still higher than that of the white rat (Fig. 9).

In protracted darkness changes do not occur so rapidly. The brown rat
maintains for a fairly long time (for 10 to 14 days) the rhythm developed
before the effect of lasting darkness. The length of activity is reduced, but
this reduction only lasts for 40 minutes and, therefore, cannot be satistically
evaluated (Fig. 10).
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Minutes

Fig. 9. Significant reduction in the length of the activity of brown rat in permanent
light. For further explanation see Fig. 7

Fig. 10. Insignificant reduction in the length of the activity of brown rat in permanent
darkness. For further explanation see Fig. 7

Discussion

As a point of considerable importance we succeeded to establish beyond
doubt that the spontaneous activity of brown rats is invariably more intensive
than that of the domesticated white rat. This justifies the concept, that domes-
tication diminishes the irritation of the animals. CsiK [13] has made a compa-
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rison between the metabolism of the domesticated and wild forms of rabbit
and pointed out that the metabolism of the latter is significantly higher. When
drawing a parallel between our results and those of csik, though comparative
investigations of the spontaneous activity of rabbit has not been carried out
yet, we think it possible to extend the conclusions drawn from the study of
spontaneous activity. The higher metabolism is connected with more inten-
sive and longer motoric activity. On the other hand, if decrease of the sponta-
neous activity under the influence of an external factor is noticed, we may
probably conclude on the reduction of metabolism.

Table 2

Distribution of the Time of Moving

Per cents of the total activity

Brown rat White rat

In the 12 hours of darkness 78.4 64.3
In the 12 hours of light 21.6 35.7
In permanent light

20h to 8h 55.8 52.6

8h to 20h 44.2 47.4
In permanent darkness

20“ to 8* 67.3 57.6

8h to 20h 32.6 42.4

When examining the results with regard to the biorhythm we are faced
with much more complicated problems. First of all it may be stated that the
diurnal rhythm of the spontaneous activity in rat is influenced by several
factors. A study of individual factors were possible only if the effect of all
the others could be excluded, an insoluble problem, since not all of the causes
are known as yet. Thus it is hardly possible to determine the most important
influencing factor, since the effects, are not of the same kind. While the acti-
vity of wharf rat is highly influenced for example by the proximity of man
and by noises, etc., the very same factors have no effect on the white rat.
On the other hand the diurnal rhythm of the white rat is altered by changing
the time of feeding, but it is without any effect on the brown rat. Changes of
light are markedly reflected by the actogram of the brown rat, but only slowly
and indistinctly by that of the white rat. We are of the opinion that no single
factor can be selected that would determine the march of the rhythm. Of the
influencing factors the most important is always that which exerts in the given
case the largest influence on the existence of the animal. These factors do not
act of course in extreme cases only (where they become dominant), but under
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normal conditions as well. In this case the influencing factors may coincide
in an advantageous or in a disadvantageous pattern. An advantageous coinci-
dence of the factors controlling the rhythm is for example the evening feeding,
the lower temperature during the dark period, the absence of man, large space
available for movement etc., i. e. all instances when the factors support, streng-
then the effect of each other. Factors influencing the rhythm may coincide,
however, also in a disadvantageous manner, when they are hampering the
effect of one another or completely mar it.

Finally, it ought to be emphasized that there is no reason to interpret
the rythm prevailing in the spontaneous activity of rat as some peculiar intrin-
sic feature. Neitheris there any reason to connect it by force with some partic-
ular external or environmental factor. And even if such factors may exist in
reality their effect from the physiological point of view is completely negligible
under the natural conditions of the rat. The fact alone, that the change of a
well controllable external effect (e. g. continuous light in the case of the wharf
rat) might deeply and rapidly influence the course of spontaneous activity,
regularly recurring so far (e. g. an animal characterized by monophase after
4 days exhibits polyphasic activity) makes the significance of particular and
special factors of any kind very doubtful.

In our opinion, the diurnal rhythm of spontaneous activity is one of
the most interesting examples of the inter-action of organism and environment.
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VERGLEICHENDE UNTERSUCHUNGEN DER SPONTANEN AKTIVITAT
VON ALBINO- UND WANDERRATTEN

Unter verschiedenen Verhéltnissen wurde mit Hilfe der aktographischen Registration die

spontane Aktivitdt der Albino- und Wanderratten verglichen und festgestellt, dass die Albino-
ratte eine polyphasische, die Wanderratte dagegen monophasische Aktivitat aufweist. Die
W anderratte ist langere Zeit hindurch aktiv mit kiirzeren Ruhestadien als bei der Albinoratte.
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Die Hungerstadien, sowie die Dauer der Fitterungen beeinflussen entscheidend die
spontane Aktivitat der Albinoratten, wahrend die der W anderratten nur in geringerem Masse
verédndert wird. Durch Hungerstadien verldngert sich hei der Albinoratte die Zeitdauer der
Aktivitat bedeutend; bei der Wanderratte ist sie viel kiirzer. Die Verédnderungen der Zeit-
punkte der Fitterung und Pflege beeinflussen das Ablaufen der spontanen Aktivitat bei der
Albinoratte, auf die Wanderratte hingegen sind sie ohne Einfluss.

Die periodischen Verdnderungen des Lichtes und der Dunkelheit sind auf die Bewegung
der Tiere von entscheidender Bedeutung; ihr Einfluss ist jedoch auf die W anderratte grdsser
als auf die Albinoratte. Durch das Vertauschen des Lichtes und der Dunkelheit wird die
spontane Aktivitdt der Wanderratte schon nach vier Tagen verdndert, wahrend die der
Albinoratte erst nach zehn-fiinfzehn Tagen. Die Dauerbeleuchtung, sowie die dauernde Dunkel-
heit verringert in gleicher Weise die lokomotorische Aktivitat, bei der Wanderratte wird
sogar auch der Charakter verandert.

Die erhaltenen Ergebnisse veranlassen den Verfasser Folgerungen beziiglich der Gestal-
tung und Beeinflussung des Biorhythmus zu ziehen.

CPABHWTENbHOE WCCNAEAOBAHWE CMOHTAHHOW AKTUBHOCTW BEAOWN
N CEPOWN KPbIC

ABTOp COMOCTaBW/1 CMOHTAHHYH aKTUBHOCTb 6efoil M cepoil KpbIC C MOMOLLbIO aKTo-
rpachHoil pervcTpauun, NpyM pasinyHbIX YCNoBUsiX cpedbl. OH yCTaHOBWA, 4TO 6Genas Kpbica
NnoKasbIBaeT MOAUMasHY aKTUBHOCTb, a cepasi Kpbica — MoHotasHyto. Cepasi Kpbica f0/blue
aKTUBHA, M Ha 60/ee KOPOTKUIA CPOK CMOKOWMHa, Yem 6enasi Kpbica.

MpojoMKNTENBHOCTb FONIOfAHUS U KOPM/IEHNS B GOMbLLUEA Mepe B/USIET HA aKTUBHOCTb
6enoil KpbiCbl, YeM Ha aKTWBHOCTb CEpOi Kpbicbl. 104 BAUSIHMEM FONMOAAHUS AIUTENbHOCTb
aKTMBHOCTM 6enoii KpbICbl 3HAUMTENbHO YBeNMUYMBAETCS, a aKTMBHOCTb Cepoli KPbIChbl NWLLb
B HeGONbLUOK Mepe. VI3MeHeHWe BpeMeHU KOPMJIEHUSI U3MEHSIET X0f CMOHTAHHOW aKTUBHOCTU
6en0/i KpbICbl, HO HE W3MEHSIET €ro y Cepoi KpbICbl.

Mepuognyeckoe 4epefoBaHMe CBETa M TEMHOTbl peLLUAOLLMM 06pa3oM B/MSET Ha ABU-
YKEHUWE XXMBOTHbIX, HO B/IVSIHWNE €r0 Ha CEPYH0 KPbICY CU/IbHEE, YeM Ha Genyto Kpbicy. 3MeHeHMe
CBeTa M TEMHOTbI M3MEHSIET CMOHTaHHYH aKTUBHOCTb CEPOM KpbIChbl YXKe 3a 4 [iHS, a aKTUBHOCTb
6enoit Kpbicbl — nNub 3a 10—15 fHeid. MOCTOSIHHbINA CBET M MOCTOsIHHAs TEMHOTA OUHAKOBO
YMEHBLLIAIOT JIOKOMOTOPHYH aKTUBHOCTb, @ Y CEpPOii KPbIChbl OHW M3MEHSIIOT aXKe XapaKTep 3Toi
aKTUBHOCTW.

Ha ocHOBe Mosly4YeHHbIX pe3ynbTaToB aBTOp fefnaeT BbiBOAbl B CBS3N C BO3HWKHOBEHMEM
6vopMTMa 1 C BO3AECTBMEM Ha GMOPUTM.

Mihatly Kurcz, Budapest VIII., Puskin u. 3., Hungary.

7 Acta Biologica X1/3.
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Summary

Studies were carried out on the synthesis of assimilatory pigments by normal and albino
corn seedlings at different light intensities.

It has been found that the various light intensities applied affect the synthesis and
breakdown of pigments differently.

Low light intensities favour the synthesis of carotenoids whereas high light intensities
mainly promote chlorophyll development. The dependence of pigment accumulation on light
intensity is not linear. Strong illumination promotes the breakdown of pigments to a greater
extent than their synthesis. This might be one of the limiting factors of photosynthesis.

The turnover rate of pigments is dependent on intraspecific hereditary properties and
depending on the light intensity it may be different in individuals of a single species.

Introduction

Theoretically 35 per cent of the light energy is converted into chemical
energy during photosynthesis [10]. Under experimental conditions the energy
conversion amounts only to 10 per cent [11] whereas not more than 1 to
2 per cent is utilized in the field [27].

The extent of photosynthetic utilization of light is mainly regulated by
the hereditary light tolerance of the various plant species [24] but it is also
affected by the age of the plants [25], by the temperature [18] and by the
nutritional status of the tissues [26]. Only a limited number of data are avail-
able as to the physiological factors involved in the regulation of light tolerance.
The extremely light sensitive albino plants offer a very suitable experimental
material for studies on the physiology of light tolerance.

It has been shown that the light sensitivity of the photosynthetic appa-
ratus is greatly dependent on the protein metabolism [13, 19], on the extent
of esterification of chlorophyll [29], on the carotenoid composition of chloro-
plasts [16, 17} and on the enzyme systems participating in the metabolism of
photolytic products.

The pigments of the plastids are constantly broken down and resynthe-
tized [2,30,31,32]. The pigment content is constant within a given range of
light intensity. Strong [14] or weak [15] illumination favours the pigment
breakdown and at light intensities above the saturation level of photosynthe-

7%
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sis the processes involved in the biosynthesis of the pigments become also
damaged [5]. The damage might be very intensive and lead to the destruction
of the ultrastructure of the chloroplasts [35] which cannot be regenerated
even after the restoration of the normal light regime [21].

Previous studies on normal and albino corn leaves conducted in this
laboratory indicated that the chlorophyll composition of albinos is normal,,
whereas their carotenoids exhibit a higher number of saturated double bonds
than those of the normal leaves [14]. The effect of light intensity on the pig-
ment content of normal and albino leaves was also studied. It has been found
that optimum curves for albino and normal tissues differ. The optimal light
intensity is lower by almost two orders of magnitude for albino plants.

The question arises whether the light-induced decrease in pigment con-
tent of the albino leaves is only due to photodestruction of the pigment mol-
ecules or the light inhibition of processes playing a role in pigment synthesis
has also an equal or even major importance. Studies were, therefore, under-
taken to investigate the above problem by comparing the pigment content
and the amount of newly synthesized pigments of albino and normal leaves
kept under strong and weak illumination, respectively.

M aterials and methods

A population of corn seedlings obtained by inbreeding or open pollination of a
line “Martonvasar 1135/55” heterozygous for albinism was used throughout the experiments.
The ratio of normal and albino individuals of the population studied was approximately 3:1.
A characteristic property of the strain is that the kernels containing albino sporophytes can
be recognized from their light yellow color and consequently the normal and albino individuals
be separated before germination takes place. Seeds were germinated in a thermostate for
4 days at 30 °C. The leaves of the seedlings were then exposed for 48 hours to a range of light
intensities in a 14C02 containing atmosphere (~ 300 /tC/l). The pigments were extracted by
the method of Koski [22] and chromatographed according to Saposhnikov [33]. The pigments
were eluted from the chromatographic paper and the pigment content of the various spots
determined. The spots corresponding to carotenoids contained a mixture of compounds,
therefore pigment content of leaves was compared on the basis of extinction values obtained
at 420 m/i. The amount of chlorophyll a was determined by measuring the absorption at
425 m/t, whereas that of chlorophyll b was assayed at 430 T [29]. Aliquot amounts of the
pigment-containing solutions were evaporated to dryness on aluminium plates and the amount
of 14C incorporated was measured by a gas-flow counter (G— M tube; geometry: 2n).

Results

The carotenoid content of normal and albino leaves exposed to various
light intensities is shown in Table 1.

Table 1 shows that the carotenoid content of normal leaves, within the
ranges applied in the experiments, increases upon illumination with higher
light intensities. Illumination with different light intensities influences the
amount of various pigments differently. Strong illumination mainly results
in the increase in carotenoids of higher oxidation level. Carotene and xantho-
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Table 1

Carotenoid content of normal and albino corn leaves exposed to various light intensities

|E xI ">/t/lg fresh weight/5 ml ether
Substance Normal Albino
R( 0.95 0.85 0.63 Total 0.95 0.85 0.65 Total
Lux 5 0.48 0.90 0.16 1.54 3.90 0.02 0.01 3.93

100 0.58 094 058 210 4.80 0.06  0.06 4.92
1000 0.80 1.68 0.65 3.13 4.56 0.07 0.06 4.69
10000 1.62 2.50 1.05 517 0.78 0.05 0.05 0.87

Normal leaves — the spot of Rf 0.95 contains mainly carotenoids, the spot of Rf 0.85 xantho-
phylls and that of Rf 0.65 carotenoids of higher oxidation level.

Albino leaves — spot Rf 0.95 contains the characteristic yellow carotenoid of the albino;
spots Rf 0.85 and 0.65 contain slightly fluorescent “colorless” carotenoids

phyll are influenced to a lesser extent. In albino leaves, if illuminated by low
light intensities, the carotenoid content increases. Medium light intensities, on
the other hand result in decrease in carotenoids and strong illumination leads
to their heavy destruction.

The chlorophyll contents of normal and albino leaves exposed to various
light intensities are summarized in Table 2.

Table 2

Chlorophyll contents of normal and albino corn leaves exposed to various light intensities

(y/g fresh weight)

Normal Albino

Substance -
total chl-a B N total chl-a
chl-a chl-b cbl ETb chl-a chl-b obl chl-b
Lux 5 72 45 117 1.60 13 18 31 0.72
100 97 59 156 1.65 19 15 34 1.13
1000 221 130 351 1.70 28 13 41 2.16

10000 366 214 580 1.70 1 <1 1 —

It is clear from Table 2 that within the ranges of light intensities applied
the chlorophyll contents of normal leaves are increasing. The concentration of
chlorophyll a is somewhat more increased at higher light intensities than that
of chlorophyll b. In albino leaves the amount of chlorophyll a increases upon
illumination with low or medium light intensities. Strong illumination results
in the breakdown of chlorophyll a. By contrast the concentration of chlorophyll
b decreases in illuminated albino leaves even at low light intensities. Con-
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sequently an increase upon illumination of the ratio chlorophyll a chlorophyllb
can be observed which is higher than the increase of the same ratio in illum-
inated normal leaves.

In order to obtain an idea about the comparative rate of anabolic and
catabolic processes determining the in vivo pigment level, the incorporation of
14C 02 into the pigments in question was studied at different light intensities.
Data on the activity recovered in the various pigments are summarized in
Table 3.

Table 3

The effect of various light intensities on the incorporation of 14C into
the assimilatory pigments of normal and albino corn leaves

(103 cpm/g fresh weight)

Material Normal Albino
li Q(Tltjx')” L 5 100 1000 10000 5 100 1000 10000
Rf 0.95 42.0 43.5 48.4 35.1 30.8 35.4 34.0 17.0
0.85 1.6 1.8 3.3 8.1 2.4 1.6 2.4 3.1
0.65 3.0 2.1 0.9 3.2 1.9 0.9 1.4 2.8
0.50 7.2 11.0 26.7 67.0 2.7 3.0 5.3 1.2
0.35 2.1 4.0 9.7 33.8 2.0 1.6 2.3 0.8
Total 55.9 62.4 89.0 147.2 39.8 42.5 45.4 24.9

It appears that a considerable amount of radioactivity is incorporated
into the pigments of normal and albino leaves even in the dark (5 lux). In this
case the bulk of 14C appears in the carotenoids. In normal leaves the increase
in illumination channels the 14C incorporation towards the chlorophylls. It seems
that the strong illumination applied is supraoptimal as related to carotene
synthesis in normal leaves. At the same time the activity of the xanthophyll
containing spot increases. The carotenoid and chlorophyll spots of albino
leaves exhibit lower activities than the corresponding spots from normal leaves,
although low or medium level illuminations slightly promote the processes of
pigment synthesis in albino tissues. Strong illumination apparently inhibits
the pigment synthesis of albinos since the activity recovered in their pigments
is lower than that obtained with controls kept in darkness.

The specific activity of pigments presented in Tables 4 and 5 gives some
information about the balance of anabolic and catabolic processes of pigment
metabolism.

It appears from Table 4 that the specific activity (referred to the extinc-
tion values obtained at 420 m/t) of the upper carotenoid spot decreases upon
stronger illumination. At the same time the specific activity of the xanthophyll
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Table 4

Specific activity of carotenoids extracted from normal and albino leaves exposed
to various light intensities

103 cpm/g fresh weight

Ext 420"m/i/g fresh weight

Material Normal Albino
Rf 0.95 0.85 0.65 0.95 0.85 0.65
Lux 5 87.5 1.8 18.7 7.9 120.0 190.0
100 75.0 1.9 3.6 7.4 268.0 150.0
1000 60.5 2.0 1.4 7.4 400.0 200.0
10000 215 3.2 3.1 21.8 500.0 560.0
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spot increases. The specific activity of carotenoids of higher oxidation level is
the highest in leaves kept in darkness.

In albino leaves kept in darkness or exposed to low or medium intensity
illumination the specific activity of the upper carotenoid spot is the same but
it increases upon strong illumination. It seems that the specific activity of the
colorless carotenoids decreases in the case of illumination at higher light inten-
sities. However, these data should be considered with caution as the absorption
of carotenoids determined at 420 m/tis not an adequate measure of their con-
centration.

Table 5
Specific activity of chlorophylls in normal and albino leaves exposed to various light intensities

103 cpm/g fresh weight
mg pigment/g fresh weight

Normal Albino
Material chl-a chl-a
- - bl- bl-b
chl-a chl-b cbl-b cbl-a cl cbl-b
Lux 5 100 47 2.1 208 112 1.9
100 113 68 1.7 158 117 1.4
1000 120 75 1.6 190 177 1.1
10000 184 158 1.2 1200 ~8000 0.2

It is clear from Table 5that the specific activity of chlorophylls is increas-
ing at higher light intensities both with normal and albino leaves. This phe-
nomenon is more pronounced in albino tissues and particularly evident in the
case of chlorophyll b.
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Discussion

Comparative studies on the pigment content of normal and albino leaves
exposed to various light intensities indicated that the illumination influences
the amount of various pigments differently. In normal leaves the concentration
of oxygen-containing carotenoids is more explicitely increased at higher doses
of illumination than that of the carotens. A shift in the composition of carote-
noids depending upon light intensity was also observed by Saposhnikov et al.
[34] and B1ass et al. [3], who explained this phenomenon by the oxygen car-
rier nature ofcarotenoids. In weak light even the partially saturated carotenoids
of albino leaves accumulate. At higher light intensities, however, their con-
centration decreases. A similar pattern was observed with Rhodospirillum
mutants containing partially saturated carotenoids [7] and with their pheno-
copy obtained with diphenylamin [16]. According to Calvin’s hypothesis [17]
the double bonds of the carotenoids react with the H202 produced by the
photolysis of water. At low light intensities even carotenoids having only a
limited number of double bonds are able to meet the requirements. Increased
photolytic rates at higher light intensities and the shift of the overall cell
metabolism towards a higher redox potential might lead, however, to the satu-
ration of these carotenoids. Consequently H20 2(or H 02) accumulates and might
destroy the carotenoids and some other elements of the photosynthetic appa-
ratus as well.

In the line studied there is no major difference between the protochloro-
phyll content of normal and albino leaves [9]. In spite of this the amount of
chlorophyll synthesized by the albinos is lower. A number of explanations can
be offered to account for this phenomenon. It may be assumed that the proto-
chlorophyll of albino leaves contains less “active” components able to serve
as precursor molecules [23]. A second possibility is that the light intensity
necessary to catalyse the protochlorophyll -a- chlorophyll conversion is high
enough to inhibit the metabolic processes yielding building blocks for por-
phyrin synthesis (kK rebs cycle). The third explanation would be the photo-
destruction in albinos of chlorophyll molecules synthesized at a normal rate
even if illuminated with relatively low light intensities.

On the basis of tracer incorporation rates we may come to the conclusion
that weak illumination favours the synthesis of carotenoids, whereas strong
illumination promotes the chlorophyll synthesis. The high light intensity in-
hibits the incorporation into the carotene of the upper spot. On the other hand
the incorporation into the two further carotenoid spots is stimulated by strong
illumination. The chlorophyll synthesis of normal leaves is speeded up by high
light intensities. By contrast, the metabolic processes involved in chlorophyll
biosynthesisin albino leaves are perhaps damaged by strong illumination (10 000
lux) as indicated by the low incorporation rates which are surpassed even by
the dark controls.
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The determination of specific activity of carotenoids in normal leaves
revealed interesting regularities: the specific activity of compounds in the upper
carotene spot decreases at higher light intensities. No similar data are to be
found in the literature. The explanation therefore should be based exclusively
on ideas which can be deduced from the isotopic data. These are in favour of
the view that the decrease in specific activity connected with a concomitant
increase in the absolute quantity ofthe substance in question should be explain-
ed by the channeling of a “stored” substance into the pathway of carotenoid
biosynthesis. The increase in specific activity of the xanthophyll spot is indi-
cative of an increased turnover rate. The lack of correlation between light
intensity and specific activity in the case of the lower carotenoid spot is diffi-
cult to explain. The most plausible explanation would be to suppose that the
different light intensities affect the various components of the spot to various
extents.

The pattern of specific activity of carotenoids in albinos is similar to that
observed in normal plants.

The specific activity of chlorophylls is increasing upon illumination with
higher light intensities both in albino and green leaves. This indicates that the
light-induced higher speed of chlorophyll synthesisis overbalanced by a higher
destruction in albinos.

Shilyk et al. [30* 31, 32] emphasize the importance of species differences
as to the speed of the turnover rate of chlorophylls. According to Kazarian
et al. [20] the developmental stage of the plants plays a major role in this
respect. The present study revealed that the turnover rate of assimilatory pig-
ments depends on intraspecific hereditary factors and depending on the light
intensity might differ in individuals of a species even of the same age.
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GENETISCHE DIFFERENZEN IN DER PHOTOSYNTHETISCHEN AUSNUTZUNG
DES LICHTES

I. Labilitat der Assimilationspigmente bei verschiedenen
Lichtintensitdten

Die Assimilationspigmentbildung wurde bei verschiedener Lichtintensitdt in den BIl&t-
tern von normalen und Albino-Maiskeimpflanzen untersucht, und festgestellt:

daB die Lichtintensitdt die Bildung und Zersetzung der einzelnen Pigmente in ver-
schiedener Weise beeinfluft.

Schwaches Licht fordert die Anh&dufung von Karotinoiden, starkeres Licht eher die
Anhaufung von Chlorophyll. Der Zusammenhang zwischen der Pigmentanhdufung und der
Lichtintensitat ist nicht linear; starkes Licht erhoht die Destruktion der Farbstoffe sowohl
in normalen, als auch in Albinoblattern in héherem MaRe, als ihre Bildung; vermutlich ist
dieser Umstand eines der Hemmungsmomente der photosynthetischen Ausnitzung des
starken Lichtes.

Die Geschwindigkeit der Erneuerung der einzelnen Farbstoffe kann in Abhangigkeit
von erblichen artspezifischen Eigenheiten und von der Lichtintensitdt auch bei der gleichen
Art verschieden sein.

FTEEHETUWYECKWME PA3HOCTWM B ®OTOCUHTETUYECKOM WCIIOJIb-
3OBAHUWM CBETA

1. NTabMWNbHOCTb ACCUMMUNALMNOHHBIX NUITMEHTOB NPW PpPas3snNUYHOIW
MHTEHCUBHOCTMW cBeTa

B NAncTbAXx HOpMalbHbIX M aNGUHOCOBbLIX NPOPACTCIOWNX pacTeHUi KYKypy3bl uccnepo-
BaHoO o6pa3oBaHMe aCCUMMUNSALMOHHBIX MUTMEHTOB NPU pPa3IMYHON MHTEHCUBHOCTM cBeTa.

YCcTaHOB/IEHO, YTO MHTEHCMBHOCTb CBeTa pasNMYHbIM o6pa3om BO3jelicTBYyeT Ha obpaso-
BaHWe W pas3fioXkeHuWe OTAeNIbHbIX MUIMEHTOB.

Cnabblii cBeT 61aronpusATCTBYeT HAKOMEHWIO KaAPOTUHOUAO0B, & CUNIbHbI CBET — cKopee
HakonneHuto xnopogunna. CeA3b MeXAY HaKOMJeHWEM MUIMEHTOB W MHTEHCUBHOCTbI CBeTa
He SIBNSieTCA NIMHENHOW TaK KakK CUMbHbI/ CBeT MOBblIWAaeT pas3fioXeHWe NUTMEHTOB KakK B
HOpMaNbHbIX TaK U B an6UHOCOBbIX NUCTbAX B 60Nblell CTeneHW, YeM OH CNOCOGCTBYeT MX
o6pa3oBaHWi0, YTO NPeANONOXKUTENbHO MNpefcTaBNAeT OAWH M3 TOPMO3AWMX PaKToOpoB (OTO-
CMHTETWYECKOro MCNoMb30BaHWSA CUMBHOTO CBeTa.

CKOpPOCTb BO30GHOBMEHUA OTAeNbHbIX MUTMEHTOB MOXeT 6biTb — B 3aBUCMMOCTM OT
BHYTPWUBWAOBbLIX HAacnefCTBEHHbIX CBOWCTB M OT UHTEHCMBHOCTW CBeTa — Ppas3/IMYHON faxe B
npegenax TOro e camoro Buja.

Béla Faludi, Budapest, VIII. MGzeum krt. 4/a, Hungary.
Agnes F. Daniel, Budapest, VIII. MGzeum krt. 4/a, Hungary.
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UNTERSUCHUNGEN UBER DIE KNORPELBILDUNG

IV. DAS GEWEBSATMUNGSVERMOGEN DER REGENERIERENDEN
GELENKFLACHE IN DEN VERSCHIEDENEN
REGENERATIONSSTADIEN

Eva O1tah, Cs. Hadhazy und Katalin Kostenszky

INSTITUT FUR ANATOMIE, HISTOLOGIE UND EMBRYOLOGIE DER MEDIZINISCHEN
UNIVERSITAT, DEBRECEN (VORSTAND: I. KROMPECHER)

(Eingegangen am 9. April, 1960)
Zusammenfassung

In Fortsetzung friherer Untersuchungen wurden mit Hilfe der WARBURGschen Technik
Gewebsatmungsuntersuchungen an insgesamt 80 Hunden durchgefiithrt. Als Versuchsmaterial
dienten regenerierende Gelenkflachen der Hunde. Nach operativer Entfernung der Gelenk-
flache des distalen Femur-Endes (Krompecher —PuKYsches Halbgelenk) wurde das hier
zustande gekommene Granulationsgewebe sowie der an der Gelenkkapsel haftende Teil des
Granulationsgewebes 7, 20, 26, 33 und 70 Tage nach der Operation untersucht. In den histo-
logischen Bildern war Knorpelbildung im Granulationsgewebe der Gelenkflachen zu beobach-
ten, wahrend diese Verdnderung in der anderen Schicht nicht vorkam.

Nach den Untersuchungsergebnissen nimmt die Atmung der an der Gelenkflache
befindlichen Granulationsgewebsschicht vom Initialstadium beginnend bis zum 33. Tage in
hohem MaRe zu und von da an wieder ab. Die Atmungssteigerung der an der Gelenkkapsel
haftenden Granulationsgewebsschicht verhalt sich in den einzelnen Stadien qualitativ ebenso,
doch ist das Maximum am 26. Tage wahrnehmbar. Untersucht man die Tatigkeit der beiden
Granulationsgewebsschichten unter Voraussetzung identischer Ausgangswerte in relativen
Zahlen, so kann festgestellt werden, daR die Atmungssteigerung der an der Gelenkflache
haftenden Schicht sowie die nachfolgende Atmungssenkung groBeres Ausmal zeigt als die
des an der Kapsel haftenden Granulationsgewebes.

Im Zusammenhang mit den Ergebnissen wird als wahrscheinlich angesehen, daf die
in friheren Stadien zu beobachtende Atmungssteigerung einen »Schadigungsstoffwechsel« zum
Ausdruck bringt. Die nachfolgende Atmungssenkung durfte die Folge der progredierten
»Schadigung« sein. Im Falle des Gelenkflachen-Granulationsgewebes kdnnte dariber hinaus
zur Atmungssenkung auch der Umstand beitragen, daR eine verhéaltnismé&Rig groBere Knorpel-
gewebsmasse entsteht, die bekanntermaBen (ber minimales Atmungsvermdgen verfligt.

Die Atmungsverdnderungen werden zum Teil auf die progredierende GefaRpauperi-
sation der untersuchten Materialen zurickgefihrt, der indessen keine ausschlieBliche Rolle
zufallen durfte. Die Untersuchung der Atmungseigenschaften hat zu der Auffassung gefuhrt,
daR Atmungsuntersuchungen allein keine fir das Frihstadium der Knorpelbildung charak-
teristische Angaben liefern, es vielmehr noch weiterer WARBURG-Untersuchungen bedarf.

Einleitung

Bekanntlich gehen die chemischen Prozesse, welche die Lebensfunktionen
der Gewebe gewéhrleisten, in Wechselwirkung und in organisierter Form vor
sich. Ebenso wie die harmonische Zusammenarbeit die ungestdrten Lebens-
funktionen der Zelle garantiert, verursacht jede Sché&digung dieser Organi-
sation, wo immer sie auch auftritt, gerade mit Ricksicht auf die Gesamt-
organisation bzw. auf ihre Stérung in verstdrktem Malke eine anomale bzw.
pathologische Form der Zelltdtigkeit.1

1 Acta Biologica XI/4.
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Unter den Lebenserscheinungen bzw. Lebensfunktionen der Zellen ist
ihr Stoffwechsel am wichtigsten. Von den Parenchymzellen weil man z. B.,
dall ihre Form hauptsdchlich von ihrem Stoffwechsel abhédngt [4]. Eine
Schédigung des Stoffwechsels fiuhrt zur Verdnderung des morphologischen
Bildes der Zelle. Die Alteration der auf diese grundlegendste Tatigkeit der
Zelle wirkenden Faktoren manifestiert sich — angesichts der eben erwdhnten
Zusammenhdnge — morphologisch in erster Linie an den Zellen mit lebhaf-
testem Stoffwechsel [4, 5, 8, 9, 22, 46, 47, 51 u. a.]. An den Parenchymzellen
tritt auch die Tatsache am deutlichsten in Erscheinung, dal der die Form
aufrechterhaltende Stoffwechsel der Zelle mit dem funktionellen in direktem
Zusammenhang steht. Das &ufert sich nicht nur darin, daB die zugrunde
gehende Zelle zu funktionieren nicht imstande ist, sondern vor allem in der
Tatsache, dall auch der funktionelle Stoffwechsel seine Tatigkeit sogleich ein-
stellt, wenn auch nur eine relative Schédigung des formaufrechterhaltenden
Stoffwechsels zustande kommt [3, 5, 41, 42, 46, 47 u. a.].

Die Zellen des Interstitiums weisen im Vergleich zu den vorigen einen er-
heblich schwacheren Stoffwechsel auf. Vom ruhenden, fasernreichen und zell-
armen Bindegewebe wissen wir, dalR sich sein Stoffwechsel kaum bestimmen
14kt [43, 44]. Auch das Stlitzgewebe hat eine andere Funktion als das Paren-
chymgewebe: es steht hauptsdchlich im Dienste physikalischer (mechanischer)
Aufgaben. Dennoch kann man, wenn man das Bild einzelner Verédnderungen
beachtet, kaum behaupten, dall diese den Faktoren gegeniliber, die den Stoff-
wechsel beeinflussen, vollig unempfindlich wéren. R ortcer [48] bemerkt z. B.
in einer Mitteilung, im 4tiologischen Hintergrund gewisser GefdlBwand-
erkrankungen (Endarteritis obliterans, Arteriosklerose) misse mit groRer
W ahrscheinlichkeit Sauerstoffmangel, d. h. Hypoxydose, somit die Hemmung
der Oxydationsprozesse angenommen werden.

Im Hinblick auf obige Angaben dirfte es keine Ubertreibung sein, wenn
wir behaupten, dal der Energiestoffwechsel einen grundlegenden Faktor fir
jede Zelle des Organismus darstellt.

Die Zahl der am Zellstoffwechsel teilnehmenden Substanzen und der
ihn beeinflussenden Faktoren ist offenbar sehr hoch. Dennoch erscheint die
Frage vielleicht einfacher, wenn wir die Tatsache berlcksichtigen, dafl sich
zwar der Abbau der verschiedenen Ndhrstoffe in den Initialphasen naturgemag
unterscheidet, aber im Verlauf des Abbaus bereits Substanzen entstehen, die
zugleich im Abbaustoffwechsel der Kohlenhydrate, Fette und EiweiBe in
Erscheinung treten [52]. Im Stoffwechsel der Kohlenhydrate, Fette und Ei-
weille ist demnach gleichsam eine Verflechtung zu beobachten. Laut scraus
[52] entsteht durch Abbau der aus den Proteinen freigesetzten Aminosduren
hauptsdchlich Brenztraubensdure, ebenso wie beim Kohlenhydratabbau.
Durch Oxydation der Fettsduren entstehen Essigsdureradikale, die wieder
Oxydationsprodukte der Brenztraubensdure darstellen. Auf diese Weise ver-
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einfacht sich die Energieproduktion der Oxydationsprozesse im wesentlichen
zu einer Frage der Oxydation der Brenztraubensdure und Essigsdureradikale.
Die Oxydation dieser Substanzen aber erfolgt mit Hilfe des sog. Zitratzyklus,
des szent-Gyosrgyi—KREBSschen Zirkulationsprozesses.

Nach obiger Gedankenreihe erscheint die Anwesenheit oder das Fehlen
des zu den biologischen Oxydationen unerldRlichen Sauerstoffs als ein Faktor,
der beim Studium des Zellstoffwechsels eigentlich in erster Linie in Betracht
gezogen werden mufl. Und in der Tat: Pathologie und Klinik liefern zahllose
Beispiele fir die auf Sauerstoffmangel beruhenden, sich im Zellstoffwechsel
manifestierenden Verdnderungen [z. B. 2, 5, 9, 48, 53].

In vorangegangenen Untersuchungen [23,24,45] haben wir uns mit dem
Granulationsgewebe der regenerierenden Gelenkflache befallt. Im Verlauf
dieser Untersuchungen vermochten wir festzustellen, dall dieses Granulations-
gewebe mit der Zeit immer schwéchere Vaskularisation, d. h. zunehmende
GefédRpauperisation aufweist. Dieser Zustand fuhrt unseres Erachtens zu rela-
tivem Sauerstoffmangel, was wir mit Hilfe von H&moglobin- und Milchsdure-
bestimmungen [45] im einzelnen zu bestdtigen und im ganzen als wahrschein-
lich zu bekréaftigen vermochten.

Mit unseren Untersuchungen hatten wir letzten Endes die Absicht, den
Neodifferenzierungs-KnorpelbildungsprozeR zu verfolgen bzw. den Zusammen-
hdngen zwischen Ursache und Wirkung in seiner Genese ndherzukommen.
An unserem Untersuchungsmodell, dem KROMPECHERschen Hunde Halb-
gelenk [35, 36, 37, 38], ist das Knorpelgewebe regelrecht erschienen. Wir sind
demnach in der Lage, neben der Entfaltung des mit den vorher schon erwéhn-
ten Untersuchungen in seinen Einzelheiten bestdtigten, im ganzen verfolgten
relativen Sauerstoffmangelzustandes im Gewebe, ja wahrscheinlich unter
dessen prddisponierender Wirkung das Erscheinen einer neuen Gewebsart
(Knorpel) zu beobachten.

So erforderte logischerweise einerseits die Entwicklung des Knorpel-
gewebes, anderseits das Zustandekommen des relativen Sauerstoffmangel-
zustandes im Gewebe, dall wir auch den Gewebsstoffwechsel unseres Versuchs-
modells untersuchen und diesen mit der Genese des Knorpelgewebes in Be-
ziehung zu bringen suchen. Im Rahmen dieser Untersuchungsreihe betrachten
wir es vor allem alsunsere Aufgabe, uns Uber das Gewebsatmungsvermdgen
zu orientieren.

Methode

Bei den vorliegenden Versuchen wurden die bei den friheren verwendeten und in den
vorangegangenen Mitteilungen [23, 24, 45] ausfuhrlich beschriebenen Materialien benutzt.
Als Untersuchungsmaterial diente nach wie vor die Kniegelenkfliche des Hundefemurs, von
der der Gelenkknorpel — zusammen mit der einige mm darunter befindlichen Spongiosa —
vollstdndig entfernt wurde. (Ausfihrliche Angaben Uber die Operationsvorbereitung, die
Operation sowie die Nachbehandlung siehe [23].)

1%
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Im Rahmen der Untersuchungen wurden (zusammen mit den Vor- und ergédnzenden
Versuchen) insgesamt 80 Hunde verwendet. Diese Tiergruppe bestand aus gesunden,
geschlechtsreifen Hunden. Eine {ber die vorhin erwdhnten Bedingungen hinausgehende
Auswahl (Selektion nach der Art, dem Geschlecht und unter den ausgewachsenen Tieren
nach dem Alter) hat nicht stattgefunden. Die Tiere wurden zumindest von der 2. Woche
vor der Operation an bis zum Tage der Inanspruchnahme unter gleichen Bedingungen gehalten.

Von den 80 Hunden wurden fir Vor- und ergdnzende Versuche 20 benutzt, die Ubrigen
60 in 5 Gruppen zu je 12 Tieren eingeteilt und 7, 20, 26, 33 und 70 Tage nach der Operation
fur die in vorliegender Mitteilung beschriebenen Versuche verwendet. Die Tétung der Tiere
erfolgte teils mit intrakardialer Atherinjektion, teils durch Nackenschlag und Verblutung.
Nach Eintritt des Todes wurde das operierte Unke Kniegelenk in toto herausgeschnitten,

Abb. 1. Schematisches Bild des »Hunde-Halbgelenks«, das die Lokalisation der beiden unter-

suchten Granulationsgewebsschichten in situ zeigt. Die sog. Ill. Schicht des urspringlich
aus einheitlicher Quelle stammenden Granulationsgewebes haftet an der Knochenwunde
des Femur und differenziert sich spater knorplig. Die sog. I. Schicht haftet an der Gelenk-

kapsel, und in ihr sind keine Anzeichen von Knorpelentwicklung wahrnehmbar

gedffnet, und die zur Untersuchung bestimmten Gewebsteile wurden so rasch als mdglich
herausprépariert.

Mit dem Messer isolierten wir das unmittelbar an der Knochenwunde haftende sog.
»Gelenkflachen-Granulationsgewebe« (Bezeichnung: Il11. Schicht) sowie das gleichfalls infolge
der Operation enstandene, ebenfalls innerhalb des Gelenks befindliche, an seiner Kapsel
haftende Granulationsgewebe (Bezeichnung: I. Schicht). Die topographische Lokalisation der
beiden Schichten in situ zeigt Abb. 1. (Ausfuhrlichere Angaben lber die Entwicklung der
Schichten sowie Erkldrungen dber ihre Bezeichnung siehe [23, 24, 45])

Nach der Isolierung wurden die groBtenteils aus membranartigen Fetzen bestehenden
Gewebsschichten sogleich mit der Schere so fein wie mdglich zerkleinert. Eine andere Methode
kam teils angesichts der geringen Menge des Materials, teils deshalb, weil es sich schwer zer-
kleinern bzw. nicht zerreiben 1aBt, nicht in Frage. Das auf diese Weise gewonnene Material
wurde auf der analytischen Waage gewogen und dann in ein Warburgsches Gefall ibertragen.

Bei den gegenwaértigen Respirationsuntersuchungen war das Gesamtvolumen 3,2 ml.
Die eingemessene Substanzmenge wechselte zwischen 200 —400 mg, als Suspensionsflussigkeit
benutzten wir Krebs—Ringer-Phosphatpuffer [54]. Glukose kam in der Konzentration in/100
zur Anwendung. CO02lieRen wir von 0,2 ml 20%igem KOH absorbieren und nahmen diese
Laugenmenge in den diesem Zweck dienenden Glaszylinder des GefalRes mit einem gefalteten
Filterpapierstreifen auf. (Die Menge von 3,2 ml Gesamtvolumen versteht sich einschlieRlich
der 0,2 ml KOH.) Die Untersuchungen wurden in Anwesenheit von Luftsauerstoff mit einer
Schittelgeschwindigkeit von70/min nach Verstreichen einer zum Temperaturausgleich bestimm -
ten Zeit von 15 Minuten 3 Stunden lang durchgefuhrt. Die Ergebnisse stellten wir viertel-
stindlich fest.
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Ergebnisse

In bezug auf die morphologische Charakterisierung der untersuchten
Stadien verweisen wir auf unsere erste einschldgige Mitteilung [23], in der
diese Frage eingehend behandelt wurde. Hier erwdhnen wir nur die zum Ver-
stdndnis der Respirationsuntersuchungen wichtigsten Angaben. Am 7. Tage
nach der Operation ist in beiden Schichten indifferentes, keinerlei Anzeichen
der Knorpelbildung aufweisendes Granulationsgewebe zu sehen. Dieses Sta-
dium ist fr uns deshalb wichtig, weil es im Vergleich zu den anderen am besten
vaskularisiert ist und geniigend jung erscheint, um keine Spuren der Induk-
tionswirkung chemischer Faktoren zu zeigen. (Bei der Wahl dieses Stadiums
stutzten wir uns auf die Angaben von Marcnana [40] sowie auf die bei der
unter dem Schorf vor sich gehenden Wundheilung gewonnenen Erfahrungen
VON Devenyi UND Horzinger [14]. Bei der Wahl der anderen Stadien gingen
wir unter Bericksichtigung der Angaben k rompecners [35, 36, 37, 38] empi-
risch vor. So konnte festgestellt werden, dalR die Gelenkflachen-Granulations-
gewebsschicht (I11) am postoperativen 20. Tage stark massiv, fibrotisch ist,
aber keine knorpligen Formationen enthdlt. Um den 26. Tag beobachteten wir
die ersten frihen Knorpelentwicklungsformen, die sich im Initialstadium der
Differenzierung befinden und deren Masse im Vergleich zur Masse der ganzen
Gelenkfldche als unbedeutend zu bezeichnen ist. Die anderen Gebiete der III.
Schicht zeigen fibrotischen Charakter. Gegen den 33. Tag entwickeln sich
charakteristische Gebilde, die als »isolierte Knorpelinseln« bezeichnet werden
kénnen. Diese liegen an der Grenze zwischen Spongiosa und Granulations-
gewebe und enthalten in gefédBarmer Umgebung verschiedene Knorpelent-
wicklungsformen, unter denen in relativ groRerer Zahl auch bereits reife
Knorpelzellen zu beobachten sind. Die Zahl der Inseln war bei den einzelnen
Versuchstieren unterschiedlich, und auch in der Ausdehnung weisen sie indi-
viduelle Unterschiede auf. Etwa am 70 Tage nach der Operation ist der Ver-
knorpelungsprozell des Gelenkflachen-Granulationsgewrebes bereits ziemlich
fortgeschritten. Die vorher isoliert anwesenden Knorpelinseln konfluieren,
treten in stdndig groRerer Ausdehnung in Erscheinung, und ihre Menge hat
im Verhéltnis zur Masse des ganzen Gelenkflachen-Granulationsgewebes
bedeutend zugenommen.

Die an der Gelenkkapsel haftende Granulationsgewebsschicht ent-
wickelt sich in anderer Richtung. Eine knorplige Differenzierung haben wir
in dieser Schicht niemals beobachtet, demgegentber 1&4Rt sie sich in den spéte-
ren Stadien vom Gewebe der Gelenkkapsel immer schwerer trennen.

Im Zusammenhang mit den Vaskularisationsverh&ltnissen der morpho-
logisch auf diese Weise gekennzeichneten Stadien missen wir gleichfalls auf
die friheren Mitteilungen verweisen [24, 45].
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Die quantitativen Ergebnisse der Respirationsuntersuchungen finden
sich in Tabellen 1 und 2.

Tabelle 1
Respiration der 111. Schicht (/il 021 g Trockensubstanz/St.)
Hund N §
Zwischen und Nr. s oF
Operation s EE
und Tétung S £2 *
verstrichene 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 1 5 T8
Zeit s 23
a
o <
7 Tage 596 545 289 261 252 230 220 187 183 163 74 71 255 133 52%
20 867 848 844 838 792 753 752 682 644 627 520 500 722 106 14%
26 1063 973 890 855 847 750 730 722 687 670 630 603 785 111 14%
33 1240 1118 1058 986 890 810 802 792 740 730 653 550 864 161 18%
70 543 538 508 461 390 385 330 325 306 297 277 270 386 85 22%
Tabelle 2
Respiration der 1. Schicht fui 021 g Trockensubstanz/St.)
d §
Zwischen Hund Nr. = oF
Operation £ 55 .
und Tétung S 58
verstrichene 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 u 1 T €
Zeit | s 33
1 1 o <
7 Tage 532 480 449 419 370 340 316 290 280 232 202 158 330 34 34%
20 959 940 812 725 650 600 575 468 426 322 250 225 579 201 34%
26, 1213 1053] 1050 1008 990 953 883 880 800 702 617 417 880 164 18%
3, MGo: 930i 920 900 893 865 790 790 750 745 605 507 821 122 14%
70 . 818" 723 683 664 600 588 553 540 497 388 377 367 568 135 23%

* Durchschnittliche Abweichung im Prozentsatz des Durchschnitts.

Die Einzelwerte folgen einander in der Reihenfolge ihrer GréRe, so dal
die identischen Zahlen der Ill. und I. Schicht innerhalb einer Altersgruppe
nicht notwendigerweise die Schichten desselben Tieres bedeuten. Wir fihren
auch die sich aus den Einzelwerten ergebenden Durchschnittswerte und die
sog. Durchschnittsabweichungen an. Dariber hinaus ist angegeben, welchem
Prozentsatz des Durchschnittswertes die durchschnittliche Abweichung ent-
spricht.

Wenn wir die Einzelangaben der Tabelle betrachten, so fallen ihre ziem-
lich groRen Schwankungen auf. Diese Erscheinung beruht vermutlich auf
folgenden Faktoren:
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Individuelle Unterschiede an den regenerierenden Gelenkflachen der ein-
zelnen Tiere. Bereits Kk rompecner [36 und persdnliche Mitteilung] war es auf-
gefallen, dal die Regeneration der Gelenkflache bei wilderen Hunden in der-
selben Zeit ein groReres Ausmall zeigte als bei zahmeren Tieren. Diese Erschei-
nung fahrt er vor allem auf den rascheren Gebrauch der operierten Extremi-
tat, d. h. darauf zurtick, daB die mechanischen Faktoren friher zur Geltung
kommen. Seine Beobachtungen vermochten auch wir an unserem ziemlich
umfangreichen Versuchsmaterial zu bestdtigen, indem wir feststellten, daR
bei denjenigen Tieren, die ihre operierten Extremitdten nicht spontan benutz-
ten, in der Regel die vollstindige Verwachsung der Weichteile zustande kam.
In diesen Fallen erschienen die knorpligen Gebilde auch gunstigstenfalls ver-
spatet.

Methodischer Fehler, In dieser Beziehung mull erwdhnt werden, dal die
Aufarbeitung der einzelnen Materialien naturgem&f nicht immer nach der-
selben Zeitspanne erfolgte, und in demselben Sinne ist die verhdltnismaRig
unvollkommene Methode der Zerkleinerung zu bericksichtigen. (S. im Ab-
schnitt Uber die Methode und weiter unten.)

Angesichts der Ergebnisse halten wir dennoch eher die individuellen
Differenzen fir verantwortlich, weil die individuellen Streuungen vor allem
in denjenigen Altersgruppen (7 und 70 Tage) zu beobachten sind, in denen die
groRte Mdoglichkeit fur ihre Manifestation besteht.

Abb. 2 veranschaulicht die Ergebnisse in graphischer Darstellung. Das
Liniendiagramm »A« zeigtdie durchschnittlichen Atmungswerte der I11. und I.
Schicht in den einzelnen Zeitpunkten der Untersuchung. Das mit »B«bezeich-
nete Sédulendiagramm bringt eine vergleichende Darstellung, indem wir die
W erte beider Schichten am 7. Tage mit jeweils 100% angenommen und errech-
net haben, welchen Prozentsatz des 7tdgigen Wertes die anderen Stadien
reprdsentieren. Dementsprechend bringt das Diagramm »R«das abweichende
Verhalten der beiden Schichten gleichsam mit einem gemeinsamen Nenner
und in relativen Werten besser zum Ausdruck.

Wie aus den Angaben hervorgeht, verbrauchte 1 g Trockengewicht der
I1l1. Schicht (Gelenkflachen-Granulationsgewebe) 7 Tage nach der Operation
in 1 Stunde 255 Mikroliter Sauerstoff. (Sdmtliche im weiteren mitgeteilten
Zahlenangaben beziehen sich auf den Sauerstoffverbrauch von 1 g Trocken-
substanz wdhrend 1 Stunde in Mikroliter.) Von diesem Zeitpunkt an bis zum
33. Tage zeigt das regenerierende Gewebe eine betrédchtliche Respirations-
steigerung, die besonders anfangs, zwischen dem 7. und 20 Tage (20. Tag 722),
sehr bedeutend ist. In den nachfolgenden Stadien nimmt zwar die Respiration
weiterhin zu (26. Tag 785, 33. Tag 864), aber in wesentlich schwé&cherem MaRe.
Vom 33. Tage an zeigt die Atmung im Vergleich zum vorangegangenen Verlauf
eine grundlegende Verdnderung: im Verhdltnis zu den vorigen Stadien nimmt
der Sauerstoffverbrauch stark ab (70. Tag 386). Nach den mit der w itcoxon-
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sehen Methode durchgefliihrten Berechnungen hat sich die zwischen dem 7.
und 20. Tage wahrnehmbare Respirationssteigerung auf der konventionellen
5%igen Wahrscheinlichkeitsebene als signifikant erwiesen. Die vom 20.—26.
bzw. vom 26.—33, Tage eingerretene schwéchere Respirationssteigerung stellt
unter den gleichen Bedingungen keine signifikante Verdnderung mehr dar.
Die vom 33.—70. Tage zu beobachtende Respirationssenkung ist auf 5%iger
Ebene signifikant.

Abb. 2. Graphische Darstellung des Sauerstoffverbrauchs der Granulationsgewebsschichten.
A — der zeitliche Verlauf des Sauerstoffverbrauchs. B — Respirationswerte verschiedener
Stadien als Perzente der 7tdgigen Werte

Die Atmung des an der Gelenkkapsel haftenden Granulationsgewebes
(I. Schicht) hat sich in den untersuchten Stadien folgendermafen gestaltet:
Der am 7. Tage ermittelte Initialwert (330) zeigt zwar spdter ebenfalls stei-
gende Tendenz (20. Tag 579, 26. Tag 880), aber die Kurve erreicht ihren
Hohepunkt am 26. Tage und sinkt von da an allmd&hlich, wenn auch im Ver-
gleich zur Il1. Schicht in geringerem MaRe (33. Tag 821, 70. Tag 586). Nach den
Signifikanzberechnungen (WIiLCOXONsche Methode) ist die zwischen dem 7.
und 20. sowie zwischen dem 20. und 26. Tag tvahrnehmbare Verédnderung
auf 5%iger Ebene signifikant. Die sich vom 26.—33. Tage erstreckende Periode
der Respirationssenkung ist nicht signifikant, die Senkung vom 33. bis 70.
Tage hingegen als signifikant zu betrachten.
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Sowohl die in den Tabellen wie die im Diagramm »A« mitgeteilten Angaben
entsprechen den Durchschnittswerten der einzelnen Bestimmungen. Wenn
wir diese Durchschnittswerte mitteilen, missen auch einige Tatsachen er-
wéhnt werden, von denen diese Werte offensichtlich beeinfluBt werden [1,
19, 55]. Es handelt sieh um folgende Faktoren:

1. Anwendung von Ather bei der T6tung der Tiere. Dieses Narkotikum
wird ebenso wie die anderen, wenn es in die Zellen eindringt, in ihren Lipoid-
strukturen gespeichert und senkt u. a. konsekutiv auch den Sauerstoffver-
brauch der Zellen [18, 25, 56]. Bei unseren Untersuchungen waren wir ge-
zwungen, dieses Totungsverfahren im Interesse einer besseren Vergleichsmdg-
lichkeit mit den friheren Versuchsresultaten anzuwenden, doch nahmen wir
zugleich Kontrolluntersuchungen an Tieren vor, die mit Naekenschlag getdtet
wurden und dann verbluteten, das heit mit solchen Tieren, die Uberhaupt
kein Narkotikum erhalten hatten. Der Sauerstoffverbrauch der parallel auf-
gearbeiteten 10 Kontrolltiere war nicht héher als der der mit Ather getdteten
Hunde, weshalb wir zu dem SchluR gelangten, daB die Atheranwendung in
unserem konkreten Fall auf die Respirationswerte ohne EinfluR war. Hierfir
sprechen auch theoretische Gesichtspunkte, denn die zur Toétung benutzte
Athermenge war weniger als /3 des Athergehalts im Blut und in verschiedenen
Organen bei tiefer Narkose. Fir unser Untersuchungsmaterial ist gerade die
GefédRpauperisation charakteristisch, und im Gegensatz zu den hochdifferen-
zierten empfindlichsten Geweben enthélt es kaum differenzierte, pluripotente
Zellen.

2. Das Aufarbeitungsverfahren wurde im Abschnitt»Methode« eingehend
beschrieben. Dort teilten wir auch mit, dafl die Qualitdt unserer M aterialien
die Anwendung einer anderen Methode nicht gestattete. Mit dieser Technik
vermochten wir indessen keine gleichmé&Big dicken Gewebsschnitte herzu-
stellen, wodurch die Ergebnisse unzweifelhaft beeintrdchtigt wurden.

3. Ein betréchtlicher Teil des zur Untersuchung vorbereiteten M aterials
war bereits vor der Zerkleinerung membrandick. Aus diesem Grunde schien es
uns ausreichend, die Respirationsuntersuchungen in Anwesenheit von Luft
durchzufuhren.

Alle diese Grinde veranlafRten uns, die Resultate in erster Linie in zu-
einander ins Verhdltnis gesetzten relativen Einheiten zu untersuchen (Dia-
gramm »B«). In den beiden Schichten ergaben sich folgende Unterschiede:

1. Die Oxydationssteigerung der Ill. Schicht war gréRer als die der
I. Schicht (20. Tag: Ill. Schicht 283%, I. Schicht 175%; 26. Tag: Ill. Schicht
307%, I. Schicht 266%; 33. Tag: Ill. Schicht 345%, I. Schicht 248%).

2. Der Hohepunkt der Respirationskurve der Ill. Schicht tritt am 33.

Tage, der der I. Schicht am 26. Tage in Erscheinung. Zugleich sei bemerkt, daR
die Werte der letzteren Schicht am 33. und 26. Tage einander ziemlich nahe-
stehen.
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3. In der Ill. Schicht ist die Respirationssenkung sowohl absolut wie
relativ stdrker (70. Tag: Ill. Schicht 151%, |. Schicht 172%).

Bewerten wir die abweichenden oder Ubereinstimmenden Zuge der
Respiration dieser beiden Schichten aus dem Gesichtswinkel der Signifikanz-
berechnungen, so miussen wir feststellen, daB bei der auf 5%iger Ebene vor-
genommenen WiLCOXONschen Berechnung zwischen den 7-, 20-, 26- und 33-
tédgigen Stadien keine signifikante Differenz zutage tritt. Demgegeniber ist
eine signifikante Abweichung zwischen den 70tdgigen Stadien zu beobachten.

Abb. 3. Durchschnittlicher 02Verbrauch von 1 g Trockensubstanz der 33 Tage alten Gelenk-
flachenschicht in verschiedenen Untersuchungsstadien

Die zeitliche Gestaltung des Sauerstoffverbrauchs der 33 Tage alten
Il1l. Schicht veranschaulicht Abb. 3. Wie das Diagramm zeigt, kam es in den
ersten 90 Minuten zur Atmungssteigerung und anschlieBend zur Senkung.
Auf die Erkldrung der Erscheinung kommen wir spdter zurick.

Besprechung

Als wir die Gewebsatmungsuntersuchungen begannen, erwarteten wir,
dall die hochsten Respirationswerte am 7. Tage zu beobachten sein werden.
Die vorangegangenen Untersuchungen hatten ndmlich ergeben, dal die Vasku-
larisation und so auch der Kreislauf am 7. Tage das groBte Ausmal zeigt [24]
und die aus diesem Stadium stammenden M aterialien die geringste Milch-
sduremenge enthalten [45]. Wir nahmen an, von diesem anfénglichen Maximal-
wert ausgehend werden wir stufenweise von Stadium zu Stadium einen immer
niedrigeren Respirationswert finden, der sich im Falle der I. Schicht schlieR-
lich standardisiert und bei der IlIl. Schicht — wegen der progressiven Ent-
wicklung des Knorpelgewebes — dem Minimum né&hert.
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Die Untersuchungen haben demgegeniber zu dem Resultat gefihrt, dal
die am 7. Tage festgestellte Gewebsatmung unter sdmtlichen untersuchten
Stadien den niedrigsten Wert aufwies und die Atmung — wie aus unseren An-

gaben hervorgeht — am 20., 26. und 33. Tage nach und nach zunahm, und
erst am 70. Tage wieder niedrigere Atmungswerte ermittelt wurden. Die
Respirationsverdnderungen der I. und Ill. Schicht scheinen — von den im Ab-
schnitt »Ergebnisse« erdrterten Faktoren abgesehen — identisch.

Im Zusammenhang mit obigen Darlegungen ergibt sich vor allem die
Frage, in welchem Sinne die ziemlich geringe Respiration der 7 Tage alten
M aterialien gedeutet werden mufl. Theoretisch durften drei Mdoglichkeiten
in Betracht kommen. Es ist nicht ausgeschlossen, daBR der unserseits bestimm te
Atmungswert die»optimale«Tatigkeit der zur Verfugung stehenden Atmungs-
fermentsysteme zum Ausdruck bringt. In diesem Fall wirde es sich somit
weder um eine beschrdnkte noch um eine gesteigerte Funktion handeln, viel-
mehr im Ubertragenen Sinne um einen»Ruhe«-Stoffwechsel. Als eine andere
Mdéglichkeit kdme in Frage, dall die Atmungsfermente unter Wirkung gewisser
Faktoren in beschranktem Male funktionieren bzw. — als dritte Mdéglichkeit —
stdrkere Tatigkeit ausiiben.

Einen Schlussel zu dieser Frage gibt uns das Problem der Sauerstoff-
versorgung der Zellen in die Hand. Obschon die Vaskularisationsverhéltnisse
unter den untersuchten Stadien hier am besten sind, stellt sich die Frage, ob
in diesem Regenerationsstadium nicht mit der Mdglichkeit gerechnet werden
muB, daB Eiweill zwischen die Kapillar- und Zellwand gelangt (serdse Ent-
zindung R oss1e [49], Eppinger [16,17]), was fur den Sauerstoff die Verlange-
rung des Diffusionsweges zwischen Kapillar- und Zellwand bzw. eine verringerte
Diffusionsmdglichkeit bedeuten wirde. Die Atmungskurven der einzelnen
Altersgruppen aus den Untersuchungen von Kk aunitz Und serzer [32] kONnen
uns in dieser Beziehung Angaben liefern. (Im Koordinatensystem sind an der
Abszisse die Bestimmungszeitpunkte, an der Ordinate die Sauerstoffver-
brauchswerte dargestellt ) Sofern innerhalb der ersten 90 Minuten der Unter-
suchung Atmungssteigerung, dann eine Senkung ungefdhr auf den Ausgangs-
wert zu beobachten ist, muB das als Zeichen des sog. »Sauerstoffschuld«
— siehe spater — gewertet werden, d. h. esbringt die mangelhafte Sauerstoff-
versorgung der Zellen zum Ausdruck. Uberblicken wir dieses Stadium unserer
Untersuchungsmaterialien von diesem Gesichtspunkt, so sehen wir kein auf
»Sauerstoffschuld« deutendes klassisches Zeichen. SchlieBen wir aus dem Ver-
halten der spdteren Stadien (Respirationssteigerung), so scheint weder Né&hr-
stoffmangel (Glukose) noch eine Fermentschddigung wahrscheinlich, aufer-
dem ist laut unseren Milchsdureuntersuchungen [45] unter sdmtlichen unter-
suchten Stadien das Gewebsmilieu hier relativ am ginstigsten: aus diesen
Grinden betrachten wir die Respiration der 7 Tage alten Materialien im gegen-
wartigen Abschnitt der Untersuchungen nicht als beschrdnkt oder gehemmt.
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Zur Differenzierung der anderen beiden Alternativen besteht im Rahmen
vorliegender Untersuchungen nicht die Mdglichkeit.

Eine zweite Frage ist, worauf die stdndig zunehmende Oxydations-
steigerung der 20, 26 und 33 Tage alten Materialien beruht.

Wenn wir die verschiedenen Mdglichkeiten in Betracht ziehen, so muf}
zuerst die etwaige Erhéhung der Zellzahl in den Granulationsgewebsschichten
erwdhnt werden. In diesem Fall wiirde es sich darum handeln, dall im gleichen
Gewebsvolumen mit der Zeit gréfRere Zellmengen erscheinen und die vermehrte
Zellzahl eine starkere Atmung produziert. Aus den Mitteilungen von w ar-
burg uUnd Mitarbeitern [58] sowie Neunaus [44] wissen wir, daBR die Ver-
mehrung des Zellgehaltes in einem Gewebe — das Wachstum im allgemeinen —e
unter anderem mit vermehrter Zellatmung einhergeht. Diese Erscheinung darf
indessen — unter Berucksichtigung auch anderer Stoffwechselqualititen —
nicht als quantitative Steigerung des sog. Ruhestoffwechsels angesehen wer-
den. Die histologische Untersuchung der einzelnen Stadien hat jedenfalls er-
geben, daR die aus spdteren Zeiten stammenden Materialien im Vergleich zum
7 Tage alten zellairmer waren und in ihnen betrédchtliche Fasernvermehrung
zutage trat.

W as die etwaige Rolle der Schilddrise oder des Vitamins K anlangt [52],
so erscheint es unglaubhaft, dafl die zu den Versuchen verwendeten 60 Hunde
in Gruppen von je 15 Tieren an einer so dhnlichen Schilddrisen- bzw. Vitamin
K-Stérungen gelitten hé&tten. Was die Schilddrise betrifft, so miuRten die
Tiere der einzelnen Gruppen beispielsweise abwechselnd unter Hyper- bzw.
Hypofunktionswirkungen gestanden haben.

Es unterliegt keinem Zweifel, dall es sich bei der in vitro bestimmten
Atmung immer um den sog. »Erregungsstoffwechsel« eines wegen der Auf-
arbeitung mehr oder weniger lddierten Materials handelt. Es sei indessen darauf
hingewiesen, dall die Materialvorbereitung in samtlichen Stadien auf gleiche
W eise erfolgte, weshalb wir glauben, diese Frage bei den relativen Vergleichen
vernachladssigen zu kdénnen.

Bekannt ist auch die Tatsache, daB die Gewebsatmung im allgemeinen
immer schwdcher ist als die in reinem Zustand in vitro bestimmte Atmungs-
kapazitdt der Oxydationsenzyme [52]. Die Atmung nutzt somit nicht die
totale Kapazitat aus, sondern arbeitet gleichsam mit einer Sicherheitsreserve.
Fir die Intensitdt der Atmung wére demnach nicht die Menge der Enzyme
verantwortlich. Aus der Literatur kennen wir Angaben, aus denen geschlossen
werden darf, dall die Zellen in einzelnen Fallen ihre Lebensfunktion durch
bessere Ausnutzung ihrer Atmungskapazitdt noch fortzusetzen vermdgen.
So ist z. B. nach den Beobachtungen von w arnurg [57, 58] nach Erhdéhung
der OH-lonenkonzentration Atmungssteigerung zu beobachten. Derselbe
Autor wies darauf hin, daB das nicht befruchtete Seeigelei auf mechanische
Schadigung mit 50—70%iger Respirationssteigerung reagiert. Ahnlicher Natur
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sind die Feststellungen von R unnstrom [50] UNd Gerarta UNDd Rubinstein
[21], die zu gleicher Zeit mit der durch mechanischen bzw. thermischen Reiz
bewirkten Eischddigung Respirationszunahme beobachteten. Nach B8 rocx,
Druckrey UNd Herken [7], die obige Angaben auch an Warmbliutern be-
statigten, fuhren verschiedene teils chemische, teils mechanische Einwirkungen
mitunter zu Stoffweschselschddigung, deren erstes Zeichen u. a. die Atmungs-
steigerung ist.

Bei unserem Untersuchungsmaterial sahen wir, vom 7. Tage ausgehend,
am 20., 26. und 33. Tage stdndig zunehmende Atmung in den Geweben, deren
Vaskularisation immer d&rmer wurde, deren Zellgehalt relativ abnahm und die
immer mehr Milchsdure produzierten. Unserer Meinung nach handelt es sich
bei dieser progressiven Atmungssteigerung um die Manifestation der im obigen
Sinne verstandenen, sich nach und nach entfaltenden » Schadigung« beider Schich-
ten.

W eiterhin ergibt sich die Frage: Welches sind die Faktoren, die bei
unseren Materialien die »Schédigung«, d. h. die beschriebene Verdnderung der
Gewebsatmung, auslésen?

Nach den schon erwédhnten Angaben dirften an der Auslésung der
Respirationssteigerung verschiedene mechanische bzw. chemische Reizwir-
kungen beteiligt sein. Es ist daher aufRerordentlich schwierig, diejenigen Fak-
toren zu bestimmen, denen in diesem Fall primdre Bedeutung zukommt. Bei
fruheren Untersuchungen fiel besonders der stdindig abnehmende Vaskulari-
sationszustand unserer Materialien in die Augen, den wir fir den Sauerstoff-
mangel im Gewebe verantwortlich machten. Unsere Milchsdurebestimmungen
boten eine Stitze fur das Vorhandensein dieses Gewebszustandes. Hiernach
ist die mangelhafte Sauerstoffversorgung der Gewebe eine sehr auffallende
Erscheinung der spéteren Stadien. Es stellt sich somit die Frage, ob irgendein
Zusammenhang zwischen der verminderten Vaskularisation und der Respira-
tionssteigerung besteht.

Bezlglich der mangelhaften Sauerstoffversorgung der Gewebe liegt es
nahe, an die sog. »Sauerstoffschuld« zu denken [26, 15], Uber die Einzelheiten
s. [28, 29, 30, 31, 32, 33, 34]. Diese anfangs an Muskel- und Lebergewebe unter-
suchte und laut Kk aunitz UNd serzer auch flr andere Gewebsarten kennzeich-
nende Erscheinung dufBert sich bekanntlich darin, dal die Gewebe infolge
Sauerstoffmangel erst in den Zustand der »Zwangs-Anoxybiose« gelangen.
In diesem Zustand beansprucht das geschadigte Gewebe zur Leistung der-
selben Arbeit mehr Energie (die Glykolyse verbraucht mehr Zucker). Sofern
sie im weiteren Sauerstoff zur Verfligung steht, verbraucht das Gewebe zur Ver-
arbeitung der angesammelten Intermedidrprodukte eine gréfRere Sauerstoff-
menge. Der ProzeR soll demnach in zwei Phasen vor sich gehen: in der wegen
» Anoxybiose« mit Sauerstoffschuld einhergehenden Arbeite- oder Schadigungs-
phase sowie in der nachfolgenden Restitutions- oder Ruhephase, in welcher
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das notwendigerweise Uberkompensierende Gewebe mehr Sauerstoff ver-
braucht. Diese letztere Phase wdre nach Kk aunitz UNd serzer bei den mano-
metrischen Respirationsuntersuchungen wahrnehmbar, wo wir in den ersten
90 Minuten j&h ansteigenden, und sich dann normalisierenden Sauerstoff-
verbrauch beobachten.

Untersuchen wir die Kurven der einzelnen Altersgruppen in dieser Rich-
tung, so sehen wir, daR sich die 33tdgigen Materialien des Gelenkfldchen-
Granulationsgewebes (I11. Schicht) &hnlich verhalten (Abb. 3). (Es sei bemerkt,
dafl bei dem 20 Tage alten Material derselben Schicht gleichfalls eine dhnliche,
aber wesentlich schwéchere Verdnderung wahrgenommen werden konnte.)
Auf dieser Grundlage scheint es, wenn wir unsere Ergebnisse aus dem Gesichts-
winkel des Problemenkreises der Sauerstoffschuld untersuchen, dafR dieses
Gewebe vom 7. Tage an infolge der abnehmenden Vaskularisation in einen
stdndig schlechteren Zustand gelangt und etwa am 33. Tage, ungeachtet dessen,
dall seine Respirationssteigerung (sein Schadigungsstoffwechsel) hier das gréRte
AusmafB aufweist, in den Zustand der Sauerstoffschuld verfallt. Unter Berlick-
sichtigung obiger Angaben mufl somit angenommen werden, daB die GefaR-
pauperisation bzw. die dieser entsprechende verminderte Sauerstoffversorgung
der Granulationsgewebsschichten zumindest eine Ursache der bis zum 33. Tage
beobachteten Respirationssteigerung darstellt.

Zugleich sei darauf hingewiesen, dal der typische Verlauf des wahr-
scheinlich bestehenden »Schddigungsstoffwechscls« — nach den bereits er-
wdhnten Angaben — von Reizwirkungen sehr unterschiedlichen Charakters
hervorgerufen werden kann. Es liegt uns fern, dieses Problem in unserem kon-
kreten Fall ausschlieBlich mit der GefdBpauperisation bzw. mit der auf dieser
beruhenden mangelhaften Sauerstoffversorgung erkldren zu wollen. Neben
dieser stark in die Augen fallenden Erscheinung spielen wahrscheinlich auch
mehrere andere Faktoren als auslosende Ursachen eine Rolle. Als sehr in-
teressante Frage taucht auch das Problem auf, welchen Effekt die auf dem
Chemodifferenzierungswege wirkenden Knorpel- bzw. Knocheninduktoren
in dieser Beziehung ausiiben.

Naturgem&R wdére auch die Frage zu prufen, woraufsich die Respirations-
senkung der Materialien nach dem 33. Tage zurlickfihren I&4Rt. Als wir die in
den vorigen Mitteilungen [23, 45] beschriebenen Vaskularisationszustdnde
im 33- und 70tdgigen Stadium der beiden Granulationsgewebsschichten unter-
suchten, war festzustellen, daf sich der Vaskularisationszustand der Gewebe
nicht gebessert, sondern in der I1l. Schicht sogar verschlechtert hatte. Infolge-
dessen scheint es, wenn wir nur die sich &hnlich verhaltenden Atmungswerte
betrachten, daB es sich um eine auf weiterer Anwesenheit bzw. Progression
der sch&digenden Faktoren beruhende Respirationsverminderung, d. h. um
eine starke Schadigung handelt, die bereits Atmungssenkung herbeifihrt [7].
Die »signifikante« Differenz zwischen der Respiration der beiden Granulations-
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gewebsschichten am 70. Tage deutet zugleich darauf hin, dal die Verminde-
rung der Vaskularisation zum Ausmal der »Respirationsschéddigung« in Be-
ziehung steht und die stdndig fortschreitende GefdRpauperisation der den
Knorpel bildenden 111. Schicht stdrkere Atmungssenkung zustande bringt
als die anfangs verringerte, aber vom 20. Tage an praktisch unverénderte
Vaskularisation der I. Schicht.

Bei der Ill. Schicht muB man auch noch einen anderen Faktor berick-
sichtigen: das Erscheinen einer relativ groBeren Knorpelgewebsmasse. Das
reife Knorpelgewebe besitzt sehr geringes Respirationsvermdégen [6, 10, 11,
12, 27]. Es verfugt uber ein glykolytisches System, aber die Bernsteinsdure-
und Zitronensduredehydrasen sind — obschon anwesend — praktisch inaktiv
[20]. Zytochromoxydase hat man nicht gefunden [6]. Obgleich unsere 70-
tdgigen M aterialien keinesfalls als Knorpelgewebe bezeichnet werden kénnen,
enthielten sie knorpelartige Gewebselemente dennoch in betrdchtlicher Menge.
Der sinkende Abschnitt der Respirationskurve der Il11. Schicht lieRe sich somit
auf zwei Faktoren zurickfuhren: auf den Eintritt des Spdtstadiums der
Schédigung und auf das Erscheinen einer gréfReren Knorpelgewebsmasse.

Es mufl aber zugleich betont werden, dafl wir die Anfangsstadien der
Gelenkflachenregeneration untersucht haben. Laut k rompecner [37, 38]
nimmt die vollstdindige Regeneration des Hunde-Halbgelenks mit Ausbildung
der hyalin-knorpligen Gelenkflache etwa 700 Tage in Anspruch. Es liegen zwar
im Initialstadium gewisse Abweichungen zwischen den Respirationskurven
der beiden Schichten vor, aber diese Unterschiede erkldaren allein noch nicht
das abweichende histologische Verhalten der beiden Schichten. Aus den
Respirationswerten der einzelnen Stadien lassen sich daher keine wesentlichen,
fur die Knorpelbildung bzw. ihre Frihstadien charakteristischen Eigentiim -
lichkeiten feststellen. In dieser Beziehung erwarten wir bessere Resultate von
den im Gange befindlichen Methylenblau-Untersuchungen.

Wir sind uns dariber im klaren, dal noch zahlreiche weitere Probleme
(Untersuchung der Funktion des Atmungsfermentssystems, der N&hrstoff-
versorgung, der anaeroben und aeroben Glykolyse) zu lésen sind, mit denen
wir uns gegenwadrtig beschéftigen. Alle diese Angaben sind erforderlich, um
den Stoffwechselproblemen der regenerierenden Gelenkflaiche und des neu-

gebildeten bzw. in Entwicklung befindlichen Knorpelgewebes ndherzukom -
men.

Fir die Durchfihrung der Signifikanzberechnungen sei Dr. B. Gyires, Professor fir
W ahrscheinlichkeitsrechnung und Angewandte Mathematik an der Kossuth-Universitdt in
Debrecen, auch an dieser Stelle bestens gedankt.
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INVESTIGATIONS OF CHONDROGENESIS

V. Respiration of tissue forming on the regenerating
articular surface at different stages of the regeneration

In continuation of earlier experiments, investigations into the respiration of tissues
were made with the aid of Warburg’s technique. After removing the articular surface of the
distal femur-end in 80 dogs (K rompecher —P uky’s operation), the granulation tissue growing
on the surface of the knee joint and that adhering to the joint capsule were examined on the
7th, 20th, 26th, 33rd and 70th day after the operation. While signs of chondrogenesis could
be demonstrated in the granulation tissue growing on the articular surface, no such signs
were observed in the layer covering the capsule.

Examinations gave the following results. Values of respiration of the superficial
granulation tissue (/n of oxygen/hr/g of dry matter): 7th day, 255; 20th day, 722; 26th day,
785; 33rd day, 864; 70th day, 386. The corresponding values for the granulation tissue adhering
to the joint capsule were 330, 579, 880, 821 and 586. Represented graphically, the two curves
show certain differences. That of the superficial layer is steeper and reaches its peak on the
33rd day, while that of the capsular layer shows a maximum on the 26th day. Decrease in
respiration on the 70th day is more pronounced in respect of the surface layer than in that
of the granulation tissue applied to the capsule.

Discussing these results, authors reach the conclusion that a »lesional« metabolism
is developed, and that the ascending branch of the curves indicates increasing oxidation due
to it. The descending leg of the respiration curves indicates decreasing oxidation presumably
due to progressive impairment and, in the case of the granulation tissue growing on the artic-
ular surface, also to the development of a relatively large amount of cartilaginous tissue.
The authors regard progressive vascular pauperization as a factor responsible for the lesion,

hough it is but one of several factors.

NCCNELOBAHWSA MO OBPA3OBAHUIO XPALLEN

IV. CnocobHOCTbL pereHepupytouweiica TMNOBEPXHOCTM K TKaHe-
BOMY /[blXaHWI B pa3NuWdHbIX (aszax pereHepauunu

B npogo/mkeHUn CBOUX MPEXHUX uccnefoBaHuii aBTopbl MpoBogWan Ha 80 cobakax
OMbITbl MO TKAHEBOMY [bIXaHWIO NPU Momowy Bapbyprckoi TeXHUKW. SKCrnepUMeHTa/IbHbIM
MaTepuanoM CNyXwuaa MOBEPXHOCTb PereHepupYHoLLLErocs KOMeHHOro cycrasa cobak. [locne
yAaneHWs CycTaBHOW NOBEPXHOCTM AucTanbHoro 6egpa (nonycyctas no Kpomnexep—Ilyku),
obpasylolanca 3gecb rpaHynsuMoHHas TKaHb CyCTaBHOW MOBEPXHOCTW, Aajiee NpuamMnato-
Wasa K CyCTaBHOIM CyMKe 4acTb FpaHy/nsLMOHHON TKaHu nccnegosanmcb Ha7., 20., 26., 33. n 70.
[JeHb nocne onepauun. nctonornyeckas o6paboTka nokasana B rpaHyNsALUMOHHON TKaHW Cy-
CTaBHOI MOBEPXHOCTU 06pa3oBaHMe Xpsilleld, B TO BPEMSA Kak B APYroM WUCC/ef0BaHHOM Crioe
TaKoro W3MeHeHWss He HabnwLanoch.

PesynbTaTbl UCCNefOBaHUA CnegytoLlme: BeIMUMHBLI AbIXaHUA PacrofioKeHHOW Ha cy-
CTaBHO MNOBEPXHOCTU FPaHYNALWOHHOW TKaHW (B BenMYMHaxX MUKPOAUTP Kucnopoga/vac/r
CyX0ro BellecTBa): 7. feHb — 255, 20. geHb — 722, 26. feHb — 785, 33. geHb — 864, 70. AeHb
— 386. BenuuuHbl gbixaHWs CNOSA rPaHyNALUUMOHHON TKaHW, NPUAMNAIOLErocs K CycTaBHOM
CYMKe, BbIp@XeHHO Mo BbilleyKa3aHHOMY: 7. feHb — 330, 20. geHb — 579, 26. geHb — 880,
33. feHb — 821, 70. feHb — 586. KpuBble AbIXaHWUS, COCTaB/IeHHble Ha OCHOBE rpafuyecKoro
N306paXKeHNs BbllLeNpuBeeHHbIX LMMPOBbIX AaHHbIX ABYX WCCMEfOBaHHbIX CM0OEB MOKa3sbl-
BatOT MPW CpaBHeHUU APYr C APYTOM Crejytolne OTK/IOHEHUA: MOBbILIEHWE AbIXaHUA FpaHy-
NSALMOHHON TKaHW Ha CyCTaBHOW MOBEPXHOCTM, KakK MpaBuio, 60Mbluero pasmepa, ero Makcu-
MyM Habnwofaetca Ha 33. feHb. MakcumasibHOe MOBbILIEHUE AbIXaHWS CN0Si rpaHyNsaLMOHHON
TKaHW, NpuavnawLeiics K cycTaBHOW CyMKe, Habnwogaetca Ha 26. feHb. CHWKeHWe AbixaHus
CNOS CYCTaBHOWM MOBEPXHOCTW, M3MepeHHOe Ha 70. fJeHb, 60MbLUEro pasmepa, 4em B Cryyae
LpPYroro uccnefoBaHHOrO Crios.
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Mpn 06CYXAeHWW pPe3yNnbTaToB aBTOPbl CUMTAIOT BEPOATHLIM, YTO B [AHHOM C/ydae
0hopMASieTCH 06MEH BELLECTB «MOBPEXAEHUSI», U OHU MPUMUCLIBAIOT BOCXOASLLYIO BETBb KpU-
BOV [ibIXaHWUS TMOBbLILLEHNIO OKWUC/IEHUS,BOSHUKAIOLLIEMY B pesynbTaTe 3TOro 0OMeHa BELLECTB.
HucxoaaWwas BeTBb KPUBbLIX AbIXaHWS, TO eCTb CHUXEHWUE OKWUCNEHWUs 0Koso 70. AHS, Mo MHe-
HUIO aBTOPOB, ABMSAETCSA MOCNEACTBMEM MPOrPECCUPYHIOLLLEr0o MOBPEXAEHUS, U B Cly4ae rpaHy-
NAUMOHHOM TKaHW CyCTaBHOI MOBEPXHOCTM KPOMeE TOro M MocneACcTBreM 06pasoBaHmns 6osibLueii
Maccbl XpsILLEBOi TKaHW. Mo NpeanosoXKeHno aBTOPOB Bbi3bIBAIOLLMM MOBPEXAeHNEe (haKTopoM
ABNseTC — MO KpaiiHeil Mepe YacTUUYHO — MporpeccupytoLilee 0befHeHUe Cocyaamim, 0HaKo,
OHW 3TOMY SIB/IEHWIO HE MPUMMCBLIBAIOT UCK/IOUMTENIbHOM PON.

Eva Olah, Debrecen 12, Anatéomia, Ungarn.
Csaba Hadhazy, Debrecen 12, Anatémia, Ungarn.
Katalin Kostenszky, Debrecen, 12, Anatomia, Ungarn.
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Summary

Vital observations were carried out on regeneration processes in the calcareous sponge
Leucosolenia complicata under various experimental conditions. The experiments have been
performed on oscular tubes (of about 1 mm size in diameter) excised from the colony together
with a small part of the stolon. The types of operation were as follows: 1. Excision of small
pieces from the wall of the oscular tube (250 operations); 2. Cutting off the apical part of
the oscular tube (62 operations); 3. Cutting off the basal part of the oscular tube (50 operations);
4. Longitudinal incision of the apical end of the oscular tube (20 operations); 5. Sectioning
of the wall of the oscular tube into pieces of about 1—2 mm size in diameter (two sets of
experiments); 6. Punctured burns (130 operations). The oscular tube has regenerated the
normal structure of its wall after excision of pieces and punctured burns. Analogous process
was observed on the wound-surfaces produced by cutting off the oscular tubes from the
stolon. Sponges having been treated as in experiments 1. and 2. formed —after having regen-
erated — buds on places of the injuries (after excisions in 25% and after burns in 40—60%
of cases). After having cut off the apical part of the oscular tube, an osculum of typical struc-
ture was regenerated in 10—15% of cases. However, sponges with removed apical and basal
ends transformed, in general, into stolon-like formation. In 30% of cases (in the experimental
set 4), we obtained the doubling of ends of the oscular tubes as a result. Small pieces cut out
from the wall of the oscular tube developed into miniature sponges easily coalescing with
one another and forming colonies with one osculum, or with several oscula. On the basis of
these experiments and the literary data, it can be stated that in sponges the morphogenetic
processes of the somatic embryogenesis predominate, however, the phenomena of the true
regeneration can manifest themselves too.

Introduction

Recently the discussion about the evolution of the regenerative pheno-
mena started anew [31, 32, 35, 36 and others]. Since the solution of this
problem is of a great practical and theoretical importance, a clear concept
of the regenerative capacity of the different animal groups is needed. In this
connection, lower forms as e. g. the sponges, existing on a very primitive degree
of integration have, without doubt, special interest. Beklemishev [3] gives
a very appropriate characterization of the sponges: “The sponge individual of
the colony loses easily its individuality, for that very reason, because this
individuality is of a very low grade” and further: “In all sponges, the individu-
ality of an individual, as well as that of the colony remains on a low level and
any progress is, in this connection, of no significance in alltypes of sponges.”
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Many zoologists, as e. g. Beklemishev, regard sponges with several
oscula as colonies, and each osculum with its contributing body part as an
individual.

Having analysed data found in literature and those of our own inves-
tigations, we also consider the organization of the sponges according to the
conceptions exposed above.

The majority of the authors considers the regenerative capacity of the
sponges to he as unlimited. They are supported by the well-known facts of
developing sponges from somatic cell-complexes after their dissociation. This
phenomenon was first observed by Wilson [39], in the case of the siliceous
sponge Microciona proliféra, and was later investigated chiefly on colony-
forming siliceous sponges [27, 12 and others], as well as on calcareous sponges
[16, 17]. In spite of many works dealing with this problem, certain question
still remain to beelucidated: e. g. the character of the cell-complexes formed
after dissociation of conglomerates; the grade of dedifferentiation of the
different cell-types etc.

Having thoroughly studied the literature dealing with the development
of new sponges from cell aggregations, we are convinced that the morpho-
genetic processes resulting in the new-formation of all structures of the sponge,
have very close relations to those observed on sponges developing from gem-
mulae, or on other forms of the asexual reproduction. These processes have,
naturally, their specific features too.

The development of sponges from reduction bodies formed in the body
of the sponge under different unfavourable conditions has, in this connection,
special interest [28]. Also the facts published by Burton [7] are interesting.
In possession of a great number of little Geodia barretti with various irregular
form, the idea occurred to this author, whether these sponges could not originate
by the same way under natural conditions, as sponges develop from cell
aggregations produced by squeeze in the course of an experiment. He succeeded
in producing experimentally little specimens of Geodia, after having squeezed
sponge bits through a fine-meshed cloth. After making a comparison between
the numerous features of sponges produced by experimental way, and those of
sponges found in the nature, the author states their similarity, and comes
to the conclusion that there is a possibility for a special form of asexual re-
production by way of a natural production of “regenerative cell masses”.

It may be supposed with good reason that by squeezing a sponge through
the fine pores of a thick cloth, or when taking otherwise tissue fragments
of microscopic size, we establish, experimentally, those conditions, which can
be found also in the nature, where they lead to asexual reproduction.

Tokin [32] proposes for similar groups of phenomena to be united by the
term “somatic embryogenesis”. Any form of asexual reproduction elicited
experimentally (somatic embryogenesis) differs fundamentally from processes
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of the true regeneration (t. e. the new-formation of any part or organ of the
body). In the first case, the morphogenesis is preceded by profound transfor-
mations, or by the full loss of tissue, organ, or other structures. Processes of the
true regeneration are characterized by conservation of typical structural
features of the rest of an organ, or of the body.

Taking in consideration the idea about resemblance between morpho-
genetic processes in sponges developing from experimentally (by way of
dissociation) isolated cells or cell aggregations, and those of the asexual
reproduction, and accepting the new classification of the regenerative pheno-
mena, one must acknowledge that, according to most literary data, sponges
can develop into whole organisms from somatic cells, i. e. they manifest a
development of the type of somatic embryogenesis. The sponges can reproduce
under natural circumstances, by way of various forms of the asexual repro-
duction. According to To«in [32], this characteristic of the sponges is related
to their low grade of integration.

By analysing the phenomena of the true regeneration, the paradoxial
fact appears that we possess only very few reliable data on the mechanism
of this phenomenon and its distribution among sponges.

According to certain data, sponges can regenerate various structures
of their body after having been wounded by animals (e. g. by larvae of Tricho-
ptera, boring ways into the tissues of fresh-water sponges [29]).

Werttner [37] and van Trige [34] have sectioned out small pieces
of the body of fresh-water sponges and observed, on living objects, the new-
formation of the dermal membrane and of the osculum. These works, however,
were not completed with thorough histological examination, without which
it is difficult to establish the nature of the regeneration processes.

canin [14] who has not dealt with special questions of the regeneration,
published many interesting observations, according to which, a portion cut
out of the sponge hasthe capacity “to heal its wounds” by way of multiplicating
its cell elements.

werener [38], having studied the new formation of lost body parts
on Ephydatia fluviatilis, concluded that the archaeocytes are of a great im-
portance in the regeneration processes.

Lieberkihn [21, 22], Metschnikoff [24, 25] and Weltner [38] have
observed the phenomenon of reduction of the flagellated chambers in sponges
living through the winter, as well as their new formation from amoebocytes,
in spring.

Maas [23] has observed in Chondrosia reniformis that fragments cut
out from various body regions can regenerate the sponge. Histological examin-
ation showed profound destructive changes and total loss of all structures
characterizing the given sponge type having preceded the morphogenetic
processes. The author believes the Chondrosia reniformis to be devoid of all
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regenerative capacities and speaks about a rearrangement of cell elements
already existing into new organs of the sponge. Maas has observed, without
doubt, a phenomenon of the somatic embryogenesis.

In the work of e ronastea [5] incontestable evidence can be found as to
the regenerative properties of the fresh-water sponge Spongilla lacustris. The
author, after having detached the sponges developing from gemmulae from
the substratum, at different developmental periods, has transposed them on
another place. After attachment of the sponges, the building of a new basal
epithelium was examined. It has been found that fully developed sponges can
regenerate their basal epithelium on one occasion; after having been separated
again from the substratum, they regenerate their basal epithelium in 50%
of cases only. The less developed the sponge was, the more often was the basal
epithelium found as repeatedly regenerated (e.g., six times in sponges having
been detached from the substratum shortly after the stretching out of the
cells on the surface). Histological examination of sections made from fixed
sponges showed that in early stadia of development from gemmidae, the
archacocytes are transformed into typical cells of the basal epithelium, which
are characterized by a flattened form and a strongly vacuolated protoplasm.
The basal epithelium regenerated repeatedly, contains elements showing the
features of an incomplete differentiation. According to the author, the decrease
ofregenerative power parallel with the progressing development of the sponges,
bears a relation to the diminution of the reserve of “embryonic, undifferentia-
ted” cells, i. e.to that of archaeocytes. Passing by opinions of the author as for
the mechanism of the regeneration process, we only want to stress the fact
that the fresh-water sponges can regenerate their basal epithelium in a very re-
stricted measure and, in cases of repeated operations, the regeneration either
fails to come about, or it takes its course defectively.

Jones [18] has published in his work results of observations on plates
sectioned out from the body of Leucosolenia complicata. The author studied
the phenomenon, in the course of which the excised cell plate curves in, by
means of the contractility of some cell elements of the sponge, and an oscular
tube will be regenerated. The author has observed that, between the borders
of the fragment curved in like a groove, it forms a two-layered cell membrane
and, as a result, a sponge of normal structure regenerates. Observations of
Jones [18] were, however, limited to a period of about a week, and the author
did not set as special goal to investigate the laws of the regeneration process
itself.

This short survey of literary data, which had to be carried out by ne-
cessity clearly shows that the authors had given preference to developmental
processes of sponges developing from dissociated cells and, further on, that
the data concerning other regeneration processes are very incomplete.

It seemed as interesting to investigate, how the sponges can regenerate
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parts of the dermal membrane, or pieces of the osculum and of the canal-
system etc., taking in consideration the ideas mentioned above about the
necessary delimitation of processes of the true regeneration and of the somatic
embryogenesis, as well as the ideas exposed in the introduction of our paper
about organization of the sponges.

Further on, we mean to compare the mechanisms of the new-formation
processes under conditions of various experimental influences, in order to
solve the problem of interrelations of the regeneration phenomena and somatic
embryogenesis in sponges of different grades, as to the complexity of their
organization.

We had already published [19] results of our vital observations on
regeneration processes of the fresh-water sponges Spongilla lacustris and
Ephydatia miilleri. On the basis of results of these observations, as well as
according to the literary data, it may be thought that in the fresh-water sponges
phenomena closely related with asexual reproduction, as well as typical re-
generation processes occur. We have observed the regeneration of the oscular
tube and of parts of the dermal membrane on sponges of 20 to 25 days (after
hatching from the gemmulae). Regeneration of parts of the oscular tube and
of the dermal membrane proceeds very quickly, in a day or two. At the same
time, we have succeeded in provoking the new-formation of oscular tubes, by
means of using punctured burns injuring their basis. Larvae of fresh-water
sponges do not regenerate at all after having been cut into two or more parts,
however, each fragment of the larva can transform itself into a sponge of small
size. Im comparison with the control (non-operated) larvae, the attachment
and the metamorphosis of the operated ones were considerably retarded.

In this paper we are dealing with vital observations on the regeneration
of the calcareous sponge Leucosolenia complicata Ment. The sponges were
classified by Y. M. Kortun for which we express our gratitude to him.

Subsequently we shall publish results of vital observations on the re-
generation of other sponge species, as well as of histological examinations made
on regenerating sponges on the one hand, and on sponges developing by way
of somatic embryogenesis, on the other hand.

Material and methods

Leucosolenia complicata Ment. has the form of small branching tubes spreading over
the substratum. From the basal tubes, in various places of the colony, vertical tubes are
brandling off with an osculum on their ends. These oscular tubes can reach a length of 10 mm,
their thickness varying between 0.5 and 2 mm. The osculum is surrounded by a characteristic
wreath of spicules and the adjecent tube-region does not contain choanocytes. The skeleton
consists of uniradiate and quadriradiate spicules [2, 15].

L. complicata can be found in large quantities on the littoral zone of the Barents-Sea.
This sponge species, as well as other representatives of the genus Leucosolenia, manifests a
high sensitivity to changes in the environmental conditions. Therefore, we only used freshly-
collected material for the experiments. The sponges were held either in the sea, or in the
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laboratory in a great aquarium filled with sea-water. The operated sponges were immediately
placed into the sea-water. At higher temperatures of the water, or under other unfavourable
conditions, the choanocytes have lost their flagellae and collars and transformed into amoeboid
cells. Analogous phenomena have been observed by other authors too [26, 33, 6 and others].
After having replaced the sponges into fresh sea-water, the functions of the choanocytes
were reestablished. Oscular tubes having a diameter no smaller than 1 mm were chosen for
the experiments. These were cut off from the rest of the colony with a little part of the
adjoining network of the basal tubes.

We have performed the following types of operations:

1. Excision of small pieces from the wall of the oscular tube (250 operations).

2. Cutting off the basal part of the oscular tube (62 operations).

3. Cutting off the basal part of the oscular tube (50 operations).

4. Longitudinal incision of the apical end of the oscular tube (20 operations).

5. Cutting of the wall of the oscular tube into pieces of about 1to 2 mm in diameter
(two sets of experiments).

6. Punctured burns (130 operations).

The operated sponges were placed into small glass vessels covered with gauze and then
were put in the sea. In the course of the experiments, the temperature of the sea-water was
controlled. Vital observations were carried out every day. In addition, part of the experimental
sponges were fixed for further histological investigations.

The experiments were carried out in June and July, 1958 and 1959 at the obser-
vatory of the marine biological institute of the Academy of Sciences of the USSR in Murmansk.

Here | wish to express my deep gratitude to director M. M. Kamshilov who made
it possible to conduct our studies in this institute.

Results

Excision of small pieces from the wall of the oscular tube (1st type of operation)

“Wound-healing” was observed in all operated sponges proceeding the
more rapidly, the smaller the lesion was. The size of the pieces sectioned out
was 1 mm2 on the average. The complete healing required 8—10 days at a
temperature of 4—6° C of the sea-water and 6—7 days at 8—9° C. The re-
generation process took its course, in general, similarly in all cases. Fig. 1
shows the scheme of the wound-healing process. At the end of the first day
after operation, the appearance of a two-layered transparent cell-membrane
was observed in the angles of the wound. In 2 to 3 days, this membrane would
cover the whole opening in the body wall of the sponge. In 4, 5 or 6 days,
a layer of choanocytes is growing gradually, on the inner surface of the re-
generate, from the borders of the wound towards the centre. In the course
of the same time and the following days, pores appear in the regenerate and
a skeleton will be produced.

In cases when the borders of the wound have got near to each other after
operation, the cell-membrane forms at the beginning of the regeneration
quickly connects the wound-borders and then the regeneration will be finished
considerably sooner (in 3—4 days); on the wound-place remains, however,
a more or less deep groove and the whole tube curves in at the side, where the
cutting was made (Fig. 2).

In a set of the experiments, 30 operated sponges were left for vital
observation to be made during a longer period (22 days). In 7 cases (about
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immediately lday 2days

5days 7-sdays

Dermal layer Choanocytes 0» Pores * Nl Skeleton

and mesenchyme ¢}

Fig. 1. “Wound-healing” after excision of parts from the body wall of the sponge. Average

regenerative periods at a temperature of 5—6° C are given. A — Scheme of the regeneration.

1 — osculum, 2 — excision, 3 — part of the stolon. B — Scheme of the following changes
in the wound-region during regeneration

Fig, 2. Defective “wound-healing”. In Fig. 2 as well as in the others, the regions of the
sponge are marked with lines where the layer of the choanocytes is to be found

immediately 7days

Fig. 3. Bud-formation on the wound-place
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25%) one swelling or two were formed on the wound-place in the course of
the 12 to 15th days. Subsequently, these swellings grew up and transformed
into lateral buds, i. e. into rudiments of new tubes (Fig. 3). At the same time,
each oscular tube has elongated and the openings of the basal tubes grew in.

As it seems to us, the results of this set of experiment may count on
special interest, in view of the fact that the end of the regeneration process
appears as budding. The analysis of this phenomenon will he dealt with later.

Cutting off the apical part of the oscular tube (2nd type of operation)

These experiments have given different results. In certain cases it was
observed that all tubes were growing in length and formed, on the apical end,
a new oscidar part having a smaller diameter as the removed osculum had,
but possessing the characteristic marginal structure (Fig. 4/1). The spicules

Fig. 4. Three kinds of changes of the oscular tube after cutting offits apical end. Explanation
in the text
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of the regenerated osculum were arranged much more sparsely as in normal
cases. The regeneration process of a new oscular tube requires 10 to 15 days.
Such a typical regeneration can be observed only in 10 to 15% of cases.

In 50 to 60% of cases the opening of the oscular tube will be closed up
and the further growing of the apical end of the tube takes place without
forming an osculum; consequently no typical regeneration process can be
observed Fig. 4/11.

In further 30 to 40% of the cases, at the same time as the growth of the
apical end of the sponge, the formation oflateral tubes takes place in the regions
of the tube closed by the sectioning (Fig. 4/111).

Thus the oscular tube has, after having removed its apical end, the
trend to transform, partly or wholly, into stolon-like formations. It remains,
naturally, ro perform complementary experimental series in order to eluci-
date also the more divergent results.

Cutting off the basal part of the oscular tube (3rd type of operation)

Vital observations of oscular tubes, after having removed their basal
part, were also performed in the course of 20 to 22 days. No formation of
stolon-like structures has been observed on the place of the sectioning in any
of the cases. In most cases, the opening of the tube was closed by a transparent

immediately 3days 10days days

Fig. 5. Two kinds of changes of the oscular tube after cutting off the basal end.
Explanation in the text

cell-membrane at first, and by a layer of choanocytes later, while a skeleton
too was formed at the same time; it then happened here the same, as in the
case of the “wound-healing”.
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Later on, the whole tube has gradually lengthened, but it became also
thinner. On asingle place of several ones of the tube lateral outgrowths formed
as rudiments of buds of the new tubes (Fig. 5/1). The osculum remained open
and functioned normally.

In a not too high percentage of cases (about 15%), the opening of the
osculum was strongly narrowed, and in two sponges it remained wholly closed
during 18 to 20 days. As in the preceding cases, lateral tubes were also formed

(Fig. 5/11).
In this manner, similarly as in the second experimental set, the oscular
tubes — after the removal of their basal part — take over, partly of wholly,

the function of the stolon.

Also these experiments are to be continued in order to elucidate, on the
one side, what becomes of the oscular tubes in the course of longer periods
after the moment of the operation, as well as to solve, on the other side, the
problem whether sponges have a polarity in well-developed form. The latter
problem is of fundamental importance, as to the clear establishment of organiz-
ation characteristics of these animals.

Longitudinal incision ofthe apical end of the oscular tube (4th type of operation)

We have observed, in the course of a minor experimental set (20 oper-
ations), the behaviour of sponges cut in length from the apical end of the oscular
tube, as far as its half length. Vital observations were performed in the course
of 14 days.

In 55% of cases (11 sponges) the borders of the wound grew together
and an oscular tube of the former structure was reestablished (Fig. 6/1). In
30% of cases (6 sponges), in 3 to 4 days from the beginning of the experiment,
the apical end of the oscular tube was doubled (Fig. 6/I1). Contrary to the
fresh-water sponges, the two oscular regions, after having been formed, did
not coalesce with one another. Both oscula remained, in the course of the whole
experiment, distinctly isolated (Fig. 7 represents photo of a sponge with
double apical regions). Finally, in 15% of cases (3 sponges) there was a partial
concrescence only, resulting in the formation of various teratologic growth
(Fig. 6/111).

Cutting ofthe wall ofthe oscular tube into pieces of about 1 to 3 mm size in diameter
(5th type of operation)

We have stated, as a result of vital observations (for 15 to 20 days), on
small pieces cut out in the wall of the oscular tube, that each of these pieces
has the capacity to form a small tube subsequently growing, and what is more,
ramifying (Fig. 8/A). The development of sponges from isolated pieces proceeds
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immediately 7days K days

Fig. 6. Three kinds of changes of the oscular tube after incision of the apical end.
Explanation in the text

Fig. 7. Sponge with double apical end. 16 X
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in different ways depending on the size of the pieces. The development of a
fragment having a size of 1,5 mm in diameter begins with its borders curbing in,
on the side of the gastral cavity (spongocoel), and between which a two-
layered transparent cell-membrane will gradually form. Also the lateral
opening will be covered by the same membrane in the course of 3 to 4 days,
after the experiment was started. Further on, the place of the concrescence
will become indistinguishable from the other parts of the sponge. A small
sponge will thus develop, possessing a rounded or in one direction slightly

Fig. 8. Development of sponge from pieces cut out from the wall of the oscular tube. A —
Development of the sponge from isolated piece. B — Development of the sponge as a result
of common cultivation of several pieces

elongated shape, but having no osculum yet. It will elongate later in the di-
rection of the axis, or a bud will be formed somewhere, growing up gradually
afterwards. Subsequently, small lateral buds also may appear. On the end of
the oscular tube growing most intensively, an osculum will be formed on the
15 to 18th day. This process isrepresented schematically in Fig. 8 in the first
row. Fig. 9 shows the photo of a sponge developed from a single piece.
Pieces of a smaller size (about 1 mm or less) will be reduced at first by
means of the transformation of the choanocytes into amoeboid cells; the spi-
cules of the skeleton will be pushed out; a certain number of cells die, while
the remaining cells form a flattened mass of an irregular shape. From this
mass of cells a miniature sponge will develop with an elongated shape at first,
and a little ramified later; also a skeleton will be newly formed in it, and the
other structures will differentiate too. This process, going with far-reaching
destructive changes, proceeds significantly slower, than the development of
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sponges from pieces of a large size. In certain cases e. g., when the development
of the sponges was observed for a month, they had the shape of slightly ramify-
ing thin tubes with irregular thickenings, and showed the first signs of skeleton-
building, but had no oscula yet. The development of sponges from pieces of
larger size will be finished in 15 to 18 days.

In cases, when the pieces are cultivated in close contactwith one another,
they tvill be coalesced at various stadia of development; thus the size of the
forming sponge colonies Avili continually become larger, parallel Avith the

Fig. 9. Sponge developed from an isolated piece of about 2 mm size. 30 X

Fig. 10. Sponge colony developing from several pieces cultivated in the common way.
Arrow points to osculum

progressing development, while the number of the isolated small sponges
decreases proportionally. The coalescence may proceed on various places,
on wound-surfaces, as well as on unwounded ones. After coalescence the
oscular tubes developed from isolated pieces by way of anastomoses, produce
a unified system with communicating inner cavities. A scheme of this
process is represented in Fig. 8/B. In the newly formed colonies we generally
observed one osculum ortwo in formation. In certain cases, however, all tubes of
the colony remained closed on theirend, until the conclusion of the experiment.
Fig. 10 shows a sponge colony formed by means of coalescence of several
pieces (having a size of about 1,5 mm in diameter). The photo of this colony
Avas made on the 20th day after operation and shows one oscular opening.

Use ofpunctured burns (6th type of operations)

The experiments by means of burns were carried out on oscular tubes
without lateral ramifications. The burn was performed with a thin preparing

3 Acta Riologica XI/4.
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needle heated in the flame of an alcohol-lamp. We have taken pains in order
to make burns ofabout equal intensity, as well as on the same place (in the upper
third of the oscular tube). Strong burns cause the formation of wide necrotic
zones, as a result of which the apical part of the oscular tube may break off.

We have observed the operated oscular tubes for 15 to 20 days.

In the first two days after the burn was made, in the region of the wound,
necrosing cells and spicules of the skeleton can be observed to be pushed off.
On the 3rd and 4th days, a gradual closing of the wound with a two-layered
cell-membrane can be seen. In 5to 7 days the layer of choanocytes, as well as

l4days

Fig. 11. Formation of lateral buds on sponges after punctured burns of different intensity.
X — the place of the burn. Explanation in the text

pores and spicules will be formed. The complete wound-healing requires 9 to 10
days on the average (at a temperature of4—6° C). Raising the temperature by
2 to 3 degrees, will accelerate regeneration by 2 to 3 days.

As in cases of the elimination of defects in the wall of the oscular tubes
after cutting out small pieces, the wound-healing proceeds after burns the
more rapidly, the smaller the zone of the necrosing cells, i. e. the smaller the
size of the opening formed after detachment of the necrotic zone was.

Regeneration of structures after burns is similar to those processes
observed in our first experimental set (i. e. cutting out pieces from the wall
of the oscular tube). However, as it was to be expected, the necrosis of a great
number of cells, caused by the burn, retards the process of regeneration.

Also the divergent results obtained in these experiments by means of
burns, are of special interest. It has been shown that the morphogenetic pro-
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cesses will not be finished with the wound-healing and the new-formation
of the normal structures in the body wall of the sponges. On the 10 to 12th
day already (chiefly in experiments performed at higher temperatures) in many
operated sponges a hud, or more rarely two buds were formed on the place
of the burn. Further on, these buds had grown up and formed the rudiments
of the lateral tubes, just as in the first experimental set (Fig. 11).

We have observed, in a group of the operated sponges, the development
of lateral buds in nearlv 100% of cases, however, in other groups they were

Fig. 12. Sponge with a bud formed on the place of a burn. 16 X

formed in 40—60% of the operated sponges. Moreover, a certain regularity
manifests itself here, namely, in cases when the bun was stronger, the bud-
formation on the wound-places was more frequent, sometimes two buds being
formed at the same time (Fig. 11). In this manner, there is a certain connection
between the grade of destruction of tissues in the zone of the burn, and the
frequency of forming buds of the lateral tubes.

In Fig. 12 a sponge is represented with a lateral bud forming on
the place of a burn (the photo was made on the loth day after operation).

Discussion

As already mentioned in ehe introduction, the colony of sponges, as well
as the isolated individual (zooid), are of a very low grade of integration.
Notably, the calcareous sponge Leucosolenia complicata forms a very primitive

3%
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colony with individuals connected with one another only by the common
stolon spreading over the substratum. The vertical oscular tubes of Leucosole-
nia can beyond doubt be regarded as single individuals. B ex1emisnev Writes
in this connection as follows: “In the case of Leucosolenia (Calcarea) the in-
dividuals being often almost isolated, are connected by a common network
of stolons spreading over the substratum and originating by way of growing
of the aboral pole of the first individual of the colony. In this way a primitive
sponge colony will be formed with a low degree of integration, which contains
well-separated zooids differing only slightly from isolated calcareous sponges”
[3 p. 68].

In our own experiments the oscular tube was isolated with a small part
of the stolon, consequently, we had to deal with a single individual of sponge.

The results of our vital observations on regenerative processes of various
kinds in Leucosolenia show, in the first place, that bud-forming processes and
other forms of asexual reproduction can easily be provoked under experimental
conditions. It is enough to remind of the fact that the experiments by means
of burns, cutting out pieces from the wall of the oscular tube, cutting into
small fragments, incision of the apical end, were all resulting, in a high per-
centage of cases, in the formation of new sponges, or in early developmental
stadia of new individuals (buds). The formation of doubled oscular tubes, in
the experiments by means of incisions, as well as the transformation of operated
sponges into closed ramifying tubes (after cutting off the apical or basal parts)
are, beyond doubt, facts of the same type.

Finally ihe formation of lateral tubes may be also regarded as the ex-
perimentally-provoked formation of new stolons since we did not observe the
formation of new oscula on the end of such lateral “sprouts”. The final solution
of this question needs further experimental series in order to observe the
developing sponges for a longer period.

However, the fact, e. g. that after cutting out or burning the body wall
of the sponge, we obtained a “hyper-regeneration” and the formation of buds
of new tubes on the wound place, allow of presuming that the end of regener-
ation processes of this type is not a simple “wound-healing”, in most cases,
but a process closely related to the asexual reproduction. Moreover, the cases
in which the newly-formed lateral bud does not transform into oscular tube
immediately after operation, do not exclude the interpretation of the facts
mentioned above as initial stadia of the colony-formation by way of budding.
The new individuals of the colony might later appear on other places, after
the attachement of the sponge and the formation of a new stolon. The fact
that the sponges can easily form new buds on injured places makes it probable,
that the budding, (the main form of asexual reproduction of Leucosolenia com-
plicata in the summer period) in natural conditions too is a reaction of sponges
to local injuries of various types.
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In connection with this problem the view of Tokin [32] as to the causes
of bud-formation and other forms of asexual reproduction wants to be ex-
plained. According to him, the local désintégration of tissue systems can
result in starting to develop a new organism. This accounts for the fact that
the process of asexual reproduction can be found chiefly in animals of lower
grade of integration, in which the cells can more easily extricate themselves
“from the powers of correlation”. Consequently, we can provoke, by way of
experiments too, the development of whole organisms from somatic cells more
often in animals having a low integration. According to the views of
Tokin, the more was the tissue desintegrated, the greater is the proba-
bility of the development proceeding in conformity to the type of somatic
embryogenesis.

The results of our experiments support these considerations. In fact, in
comparing the observations as to the reactions of sponges in the experiments
by way of cuttings and burns, there is a certain regularity to be observed,
namely, the stronger the trauma was (i. e. in experiments by means of burns),
the higher was the percentage of the bud-formation; it was the highest in
cases of specimens having larger wounds at the beginning of the experiments.
Finally, in the case of total destruction of the organization of the oscular lube
(cutting into small pieces), each of the isolated pieces has the capacity to
develop into a new individual and then, into a new sponge colony. Obser-
vations on isolated pieces show this clearly. In cases, when the isolated pieces
have grown together, at the same time colonies of the form of branching tubes
developed having one osculum or two.

The investigated sponges have also the capacity to regenerate according
to the type ofthe true regeneration. The new-formation of the normal structure
of the oscular tube by way of “wound-healing” took place after having in-
cision of the apical end of the oscular tube, after excisions and burns, as well
as on wound-surfaces of oscular tubes cut out from the stolon. Besides, we
observed, in a small percentage of the cases, the new-formation of oscula of
normal structure after having cut off the apical end of the oscular tube. The
diameter of the regenerated oscular part was, however, smaller than that of
a normal oscular tube, and its skeletal system was less developed.

Thus, Leucosolenia complicata shows the phenomena of the true regener-
ation, as well as those of the somatic embryogenesis. However, the morpho-
genetic processes of the somatic embryogenesis were dominating in the different
kinds of experiments. Further on, it seems to be worth to compare the mechan-
isms of morphogenetic processes in the different regenerative phenomena.
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REGENERATION UNI) SOMATISCHE EMBRYOGENESE DES KALKSCHWAMMES
LEUCOSOLENIA COMPLICATA MENT.

Verfasserin fiihrte vitale Beobachtungen an Regenerationsvorgdngen des Kalkschwam -
mes Leucosolenia complicata, unter verschiedenen experimentellen Bedingungen, durch.
Die Experimente wurden an Oscularrohren von etwa 1 mm Durchmesser vollgezogen, die
aus der Wand einer Schwammkolonie mit einem kleinen Teil des Stolons ausgeschnitten
worden sind. Folgende Operationen wurden durchgefiithrt: 1. Ausschneidung von kleinen
Stiicken aus der Wand der Oscularrohre (250 Operationen); 2. Wegschneidung des apikalen
Endes der Oscularrohre (62 Operationen); 3. Wegschneidung des basalen Teiles der Oscular-
rohre (50 Operationen); 4. Longitudinale Einschneidung des apikalen Endes der Oscular-
rohre (20 Operationen); 5. Zerschneidung der Wand der Oscularrdhre in Stiicke von etwa
1 bis 2 mm Durchmesser (zwei Serien von Experimenten); 6. Punktférmige Ausbrennungen
(130 Operationen). Die Oscularréhre regenerierte ihre normale Struktur nach Ausschneidung
von kleinen Stiicken, ebensowohl nach punktférmigen Ausbrennungen. Ahnliche ProzeRe
konnten an den Wundflaichen beobachtet werden, welche durch die Wegschneidung der
Oscularrohre von dem Stolon entstanden sind. Schwamme, die nach dem ersten und zweiten
Experiment behandelt wurden, entwickelten Knospen an den verletzten Stellen nach der
Regeneration (zu 25% der Falle nach Ausschneidungen und zu 40—60% nach Ausbrennun-
gen). Nach der Wegschneidung des apikalen Teiles der Oscularrohre regenerierte sich ein
neues Osculum von einer normalen Struktur in 10 bis 15% der Félle. Im allgemeinen wan-
delten sich aber die Schwdmme nach Entfernung ihrer apikalen und basalen Enden zu stolon-
formigen Gebilden um. Zu 30% der Falle (im Experimente 4.) erhielten wir als Resultat
die Duplikation von Enden der Oscularrdhren. Aus der Wand der Oscularrohre herausge-
schnittene kleine Stiicke entwickelten sich zu Miniatiir-Schwaminen, die leicht miteinander
zusammenwuchsen und mit einem Osculum oder mit mehreren Oscula ausgestattete Kolonien
bildeten. Diese Experimente und die Angaben der Literatur haben die Verfasserin zur Fest-
stellung gefihrt, dal die morphogenetischen Vorgdnge der somatischen Embryogenese in
den Schwadmmen zwar dominieren, aber auch Erscheinungen der echten Regeneration sich
manifestieren kénnen.

PEFEHEPALNA N COMATUYECKUA 3MBPUONEHE3 ¥ U3BECTKOBOW IYBKW
LEUCOSOLENIA COMPLICATA MENT.

Bblnn nNpoBegeHbl MPYKM3HEHHbIE HabNIOLEHUSA 33 BOCCTAHOBUTENbHLIMU MNpoLeccamu
Yy W3BECTKOBOW rybkmn Leucosolenia complicata Npu pasanyHbIX 3KCNEepUMeHTasIbHbIX BMe-
WwaTenbcTBax. OnbITbl MPOM3BOAWMINCE HA OCKYNAPHbIX Tpyb6kax (0koso 1 MM B AvameTtpe),
OTAEeNEHHbIX OT OCTa/IbHOM KOMIOHUKU C Heb6OMbLUMM YYaCTKOM CTO/OHA.

Tunbl onepawymii:

1 Bblpe3aHue He60NbLUNX KYCOUKOB U3 CTEHKWM OCKYNspHOU Tpy6km — 250 onepauwii
2. OTpesaHue anuKanbHOro 0TAeNa OCKYNsApHOW Tpybknm — 62 onepauumn. 3. OTpesaHue
6asanbHOro 0TAena OCKynsapHoin Tpybkum — 50 onepauwnit. 4. HapgpesaHve B MpogOSibHOM
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HanpaB/eHMN anuKasbHOr0 KOHLA OCKYNApHOM Tpy6ku — 20 onepaumii. 5. PaspesaHue
CTEHKU OCKYNAPHOA TPY6KM Ha KYCOUKWM pasMepoM OKOl0 1—2 MM B rnonepedHuke (4Be
cepun oMbIToB). 6. HaHeceHMe ToueuHbIX 0XOros — 130 onepauuii.

Mponcxoanno BOCCTAHOBMEHWE HOPMasIbHOTO CTPOEHMSA CTEHKU OCKYNSAPHOU TpyoKu
nocse Bblpe3aHWs KYCOYKOB M MOC/e TOYeUHbIX 0XXOroB. AHaNOrM4HbIl npouecc Habntoganca
N Ha paHeBbIX NMOBEPXHOCTAX MOC/e 0Tpe3aHWs OCKYNSAPHbIX TPY6OK OT CTO/OHA.

Y onepupoBaHHbIX Ty60K B 1-M 1 2-M BapuaHTax OMbITOB NOCMe pereHepauun obpaso-
BbIBa/IUCb MOYKM Ha mecTe TpaBM (y 25% — nocne Bbipe3oB M B 40—60% cny4vaeB nocrne
0)X0roB).

lMocne oTpe3aHMs annMKanbHOro 0TAeNa OCKYNApHOW Tpybku B 10—15% cnyyaeB npo-
MNCXO0AMI0 BOCCTAHOBMIEHWE OCKY/NHOMAa TUMWYHOFO CTPOeHUSA. OfHaKo, ry6Ku ¢ yAaanoHHbIMU
anvKanbHbIMU 1 6asaibHbIMU KOHLLaMM npeo6pa3oBbiBa/INCh [M1aBHbIM 00pa3oM B CTOSIOHOMO-
[06Hble 06pasoBaHUS.

B 30% cny4yaeB (B 4eTBEPTOM BapuaHTe OMbITa) yAanoCb MONYyYUTb pas3fBOEHHble Ha
KOHL,aX OCKYyNsipHble TPYOKM.

M3 HebonbLUIMX KYCOYKOB, BbIPe3aHHbIX M3 CTEHKW OCKYNSAPHOW Tpy6KwW, pasBmBannchb
MasieHbKune ry6Ku, KOTOpble Nerko cpactaimcb ApYr € ApYroM u 06pasoBblBa/IN KOIOHWUM C
OfHUM WNN C [BYMS YCTbAMMU.

Ha ocHoBaHMW CO6CTBEHHbIX WCCNEA0BaHWI M COMOCTaB/IEHUS NNTEPATYPHbIX AaHHbIX
cnepyeT MpuU3HaTb, YTO y ry60K npeobnasaloT MopdoreHeTUYECKMe NPOLLECChl, nayLme no Tuny
coMaTMyeckoro ambpuoreHesa, HO MOryT UMETb MECTO W SIBNIEHUS COBCTBEHHO pereHepauum.

. T. KopotkoBa, fleHuHrpag B. O. MeHgeneesckasa yn. 5. CCCP.
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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersucht die phylogenetische Bedeutung und den kategorisie-
renden Wert der Schwarmerstruktur, der Schwarmerbildung, der entwickelten Organisation,
der konvergenten und divergenten Verédnderungen der Lebensweise und der Lebensphasen,
indem sie die Suktorien-Familien miteinander vergleicht.

Wichtige Grundtype der Zellteilung, einige Verdnderungen der Saugréhrchen, das
Auftreten der offenrandigen Hulle (lorica), ausnahmsweise Schwarmermodifikation — sind
ausschlieRlich fur einzelne Familien charakteristisch. Die larvale und entwickelte Organi-
sation, die meisten Zige der Lebensweise und der Lebensphasen erscheinen dagegen auf
konvergente Weise nicht nur in Familien, sondern auch in Genera, ja sogar manchmal in
Arten, deshalb kdnnen sie in der phylogenetischen Erwédgung nur beschrankt angewendet
werden. Auch die Wertung samtlicher Eigenschaften beweist, daR die tbrigen finf Suktorien-
Familien von den Podophryiden divergierend ableitbar sind; allein zwischen den Familien
Discophryidae und Dendrocometidae ist eine ndhere — aber nicht beweisende — Abstam-
mungsverbindung maglich.

Die phylogenetischen Modifikationen, die auf Grund der Zellteilungs- und Schwéarmer-
typen ausgefuhrt wurden, werden auch durch die Wertung der Gbrigen Eigenschaften unter-
stiitzt. Bedeutend unter ihnen sind die folgenden: a) Ausschaltung der heterogenen Glieder
der Familie Podophryidae. b) Einordnung der Genera Parapodophrya, Thecacineta, Tachy-
blaston in die Familie Ophryodendridae. — Die Aufstellung der Familien Tachyblastonidae
(Grettr)und Thecacinetidae (Matthes) ist unndtig, c) Definitive Vereinigung der Familien
Acinetidae und Dendrosomidae. d) Einreihung der Genera Paracineta und Physaliella in
die Familie Discophryidae und Einreihung der Genera Urnula (und Metacineta) in die Familie
Acinetidae.

Einleitung

Seit dem Erscheinen einer unserer friheren Arbeiten [21] haben wir
mehrere Ergebnisse publiziert, die zur Erkennung der inneren verwandt-
schaftlichen Beziehungen der Suktorien und zur richtigeren Ausbildung der
Kategorien unmittelbar oder mittelbar beitragen [23, 24, 25, 26, 27, 28 usw.].
Die fertigen Ergebnisse zahlreicher Detailuntersuchungen sind auch zur Ver-
0ffentlichung bereit. Es ist aktuell, die einschldgigen Angaben — als Er-
gdnzung und Fortsetzung der ersten Abhandlung — kurz zusammenzufassen
und das unl&ngst publizierte phylogenetische System der Familien [26], das
in erster Linie auf den Zellteilungstypen und auf der Organisation des Schwaér-
mers beruht, auch mit der Erwé&gung anderer Eigenschaften zu bestdtigen.
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Die richtige pylogenetische Erwdgung nimmt alle Stadien und Phasen
des Lebenszyklus, alle Zige des Organismus der Reihe nach vor. Dabei ist
der Lebenszyklus der Suktorien reicher, als wir es angenommen haben. Er
wird nicht nur durch den larvaién Zustand, und durch die damit verbundenen
mannigfachen ontogenetischen Typen, sondern auch durch den Generations-
wechsel bereichert. Wir fangen erst jetzt an zu erkennen, wie sich das Ruhe-
stadium entwickelt, das nicht seinesgleichen hat. Dies ist auch das Ergebnis
eines separaten Lebenszyklus: es entwickelt sich mittels Knospung ein von
dem vegetativen abweichender Schwérmer, der durch eine echte Metamorphose
ins Ruhestadium 0dbergeht [28]. Das Geschlechtsleben besteht auch nicht
immer aus einer Phase, es entspricht manchmal einem ganzem Zyklus, da das
Leben wenigstens des einen Partners nach der Knospung, dem eigenartigen
Schwéarmerzustand, der Metamorphose und dem noch eigenartigeren Kon-
jugantenzustand tatsdchlich in einem geschlossenen Zyklus endet.

Mit den Obengesagten weisen wir darauf hin, daf wenn jetzt die wichtig-
sten Zlge zusammengefalBt werden, bleibt noch vieles lbrig, was der Voll-
standigkeit halber Uber die StiRBwasser- und vor allem Uber die Seesuktorien
hinzugefliigt werden soll. Sobald als mdglich werden auch die letzteren der
Reihe nach vorgenommen werden.

Die Organisation des Schwarmers

Friher [26] sind wir zu der Folgerung gekommen, dall der kategorisie-
rende Wert des Schwérmerzustandes kleiner ist als der des Zellteilungstypes,
weil die Organisation des Schwérmers sich je nach Familien konvergent dndert.
Es wurde darauf hingewiesen, dall die beiden entgegengesetzten Struktur-
typen, die bei den einfachsten Podophryiden innerhalb eines sehr kleinen
Verwandtschaftskreises auftreten (Sphaerophrya-Podophrya), einen Muta-
tionscharakter haben [21, 26]. Es wird besonders betont, dal das konvergente
Erscheinen der Strukturtypen nicht soviel bedeutet, daR bei dem einen Typ
die Sphaerophrya und bei dem anderen die Podophrya als phylogenetischer
Ausgang diente, sondern dal es die &hnlich gerichtete Verdnderung der
Struktur besagt. In diesem Sinne kann derjenige Schwéarmertyp der Discophry-
iden, Dendrocomctiden tind der Ophryodendriden mit der Podophrya ver-
glichen werden, der in der Ebene des Ziliengirtels abgeflacht ist und bei dem
meistens eine der Nebenachsen zur Ld&ngsachse geworden ist. Neben dem
Podophrya-Charakter bewahren sie einen eigenartigen Zug, der an den ,,Spliae-
rophrya”-Typ der einzelnen Familien erinnert und auf eine unmittelbare
Beziehung mit demselben hinweist. Bei den Acinetiden kennen wir zwischen
den extremen Typen auch verbindende Schwérmerstrukturen [21], bei den
Ophryodendriden scheint aber der Schwé&rmer von Thecacineta und ,,Prae-
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theeacinetd” — auf Grund der Angaben [32, 37] — ebenso entgegengesetzt zu
sein wie der Schwdarmer von Sphaerophrya und Podophrya. Aus dem termina-
len Charakter der Ziliatur des Schwdarmers von Thecacineta ist die vdllig
ventrale und nicht marginale Lage der Ziliatur von Praethecacineta verstand-
lich. Der subterminale oder terminale Schwarmer von einfacheren Ophryo-
dendridcn I&Rt sich zwar leicht auf die Organisation des Schwéarmertyps von
Sphaerophrya beziehen, phylogenetisch kennzeichnet er dennoch eine beson-
dere Richtung und systematisch eine besondere Familie. Deshalb kann dieser
Schwérmertyp in weiterem Sinne neben der Sphaerophrya und der Podophrya
auch als der dritte Grundtyp der Suktorien aufgefalt werden (Typ Parapodo-
phrya), der innerhalb der Familie Ophryodendridae strukturelle Verdnderun-
gen aufweist, die mit denselben der in anderen Familien auftretenden Grund-
typen konvergent sind. Der Schwérmer der in die Familie Discophryidae ein-
gereihten [26] Physaliella und Paracineta wird in der Literatur [13, 35] als
»monaxoner”, d. h. als ein Schwédrmer von Sphaerophrya-Typ bezeichnet; der
Schwérmer der in engem Sinne genommenen Discophryiden, besonders der
Schwérmer von Cyclophrya [17] gehdrt — was die Struktur anbelangt — eher
zum Podophrya Typ.

Fir den Schwérmer der Discophryen und Caracatharinen (= Catharina)
ist nicht nur die in der Ebene des Ziliengirtels abgeflachte Kdrperform cha-
rakteristisch, sondern auch die parallelen Zilienreihen, die sich zwischen dem
Ziliengirtel befinden [19, 24]. Das konvergente Vorkommen dieser Ziliatur
von Discophrya-Typ in einer anderen Familie ist bisher nicht bekannt.

Zwecks Vergleichung kann die Physaliella wegen ihrer reduzierten, para-
sitischen Organisation nicht erwogen werden, die Paracineta ist aber in ihrer
entwickelten Organisation den ubrigen Discophryiden, hauptsdchlich der
Caracatharina [19, 17, 2] dermalen &hnlich, daf wenn die sich auf ihren
Schwdarmer beziehenden Angaben [2] bewiesen werden, dann kann sie den
tUbrigen Discophryiden auf dieselbe Weise gegenilibergestellt werden, wie die
Sphaerophrya mit der Podophrya verglichen wird. Nach unseren heutigen
Kenntnissen besitzt die kleine Familie der Ephelotiden und der Dendrocome-
tiden nur einen Schwdarmertyp, der zwar zum Formenkreis des Podophrya-
Typs gehort, doch weisen die Einzelheiten der Organisation dieser Familie,
besonders die der Ephelotiden eher auf einen monaxonen (Sphaerophrya-Typ)
Ursprung hm.

Hat die Strukturverdnderung oft einen Mutationscharakter, so gilt das-
selbe noch mehr und immer flir das Auftreten der zilienlosen Schwéarmer.
Es ist wahrscheinlich, dal dieser Typ auch in mehreren Familien vorhanden
ist. Er ist fur die Mehrzahl der Ophryodendriden charakteristisch und als
Geschlechtsschwédrmer ist er bei den Discophryiden bekannt [1, 14, 20].
Penard [35] erwdhnt, dal die Metacineta mystacina mittels aufeinander-
folgender Zellteilungen auch einen zilienlosen Schwdrmer entwickeln kann.
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In einer alten Kultur wurde dasselbe auch von uns beobachtet. Der physiolo-
gische Grund der Entwicklung des zilienlosen Schwéarmers ist nicht bekannt
und wir kennen keine Varietdt oder sogar Art unter den Podophryiden, wo
die Zilienlosigkeit einen genetischen Zug darstellen wirde. Trotzdem weist
dieses Beispiel auf die Wahrscheinlichkeit hin, da der zilienlose Schwarmer
auch anderswo auftreten kann.

Eine 6kologische Bedeutung und in dieser Beziehung einen ,,adaptiven”
Charakter haben zwei solche Schwérmertypen, die zugleich auch beweisen,
daB die Schwé&rmer nicht einfach ,atavistische” Larven, ,phylogenetische
Rekapitulationen” sind, sondern dall diese in der Phylogenese sich auch von
dem entwickelten Zustand unabhdngig und oft um so bedeutender verdndernde
Organisationen darstellen. Diese Ver&dnderung ist in extremen Beispielen der-
maRen auffallend, daB wenn z. B. der Schwérmer von Ophryodendron [2] zu
selbstdndigem Leben fahig wdére, dann wirde er innerhalb der Ciliophoren
mindestens durch die Kategorie der Ordnung abgegrenzt sein. Auch so unter-
scheidet er sich, als Schwarmer, von der Mehrheit der Suktorien-Schwarmer
in dem dem Ordnungsunterschied entsprechenden Male, denn kaum kdénnte
man mit einem kleineren MaR die auBerordentliche phylogenetische Ver-
&nderungen bewerten, die von dem sich schnell bewegenden, mit Ziliengurtel
versehenen Schwéarmer soweit fihrte, daR an den beiden Enden des Kdorpers,
parallel mit dem Verlieren der Zilien, sich eine Haftscopula entwickelt, mit
deren Hilfe das kleine Protozoon mit kontraktilem Ka&rper nicht nur nach
Art des Egels anzuhaften imstande ist, sondern sich auch spannend bewegt!
[2, 33, 34]. Der Schwérmer selbst ist daher imstande, innerhalb der Suktorien
sich in ebenso groRem Male zu verdndern, wie der Zellteiiungstyp, wobei
der Charakter der Verédnderung eine noch bedeutendere Abweichung vom ur-
springlichen Ciliophora-Typ ergibt. Wenn wir innerhalb der Suktorien eine
groBere Kategorie als die der Familie trotzdem nicht anwenden, wird dies
teilweise durch die konvergenten Verdnderungen der Schwérmer, teilweise
durch die die extremen Unterschiede verbindenden Zwischenformen begrindet.

Trotzdem wir die Ophryodendriden selbst als Meeresprotozoen nicht
untersuchen konnten, ist es dennoch gelungen, auf den phylogenetischen Weg
des Spanner-Schwérmertyps hinzuweisen [17, 26, 31]. Dieser Weg wird durch
in den konvergenten Verdnderungen der Schwdrmer festgestellte Schritte
(Entwicklung der Kontraktilitdt, Verlieren der Ziliatur, Entwicklung einer
doppelten Scopula usw.) bezeichnet, und zwar in solchen Genera, die — auf
Grund der Organisation und der Entwicklung des Schwérmers und des ent-
wickelten Tieres — als urspringlichere, weniger modifizierte Glieder der phylo-
genetischen Verdnderung, aus anderen systematischen Gruppen unter den
Ophryodendriden eingegliedert werden sollten. Diese Genera sind: Parapodo-
phrya, Thecacineta, Tachyblaston. Tachyblaston besitzt einen bewimperten
und auch einen zilienlosen Schwé&rmer, der vorige weist mit der terminalen
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Lage des Ziliengirtels noch auf Parapodophrya und Thecacineta hin, wéhrend
der letztere auf den zilienlosen Spanner-Schwérmer der inodifizierteren Ophryo-
dendriden hindeutet. Das Bild wird noch vollstandiger, wenn wir die Struktur
der einzelnen Arten und die Verbreitung des Schwérmer-Dimorphismus in allen
Genera der Familie Ophryodendridae genauer kennenlernen. Diese Familie
ist — besonders nach der Einreihung der drei Genera — eine der reichsten,
was die Mannigfaltigkeit der Formen anbelangt, die Genera kénnen aber darin
in einer derart natirlichen Beziehung und Stufenfolge eingeordnet werden,
daB die Aufstellung besonderer Familien durch keinen Wesensunterschied
begriindet wird.

Der Spanner-Schwérmertyp ist eine eigenartige phylogenetische Pro-
duktion der Suktorien, der gerade durch die Abwerfung der Ciliatenmerkmale
eine neue F&higkeit erwirbt. In drei anderen Familien (Acinetidae, Discophry-
idae, Ephelotidae) erscheint hingegen die hintere fadenziehende Haftscopula
auBer der vorderen stielbildenden Scopula mit Beibehaltung der Ziliatur und
dadurch entsteht ein solcher Schwérmertyp, der in einer sehr &hnlichen Form
auch bei den Ciliaten auftritt (z. B. Trichopus lachmanni) [4,5,17, 26]. Hier ist
die Konvergenz gerade deshalb interessant, weil secunddr schon auf der
Suktorien-Stufe sich ein eigenartiges Ciliaten-Zellorgan entwickelt hatte
(Acinetidae, Discophryidae, Ephelotidae). Die Ubereinstimmung wird dadurch
charakterisiert, dal die Haftscopula sowohl bei den Ciliaten als auch bei den
Suktorien auf dieselbe Weise abgeleitet wird: aus der Thigmotaxis der ent-
sprechenden ventralen Ziliatur, aus der Lokalisierung der Sekretions- und
fadenziehenden Fahigkeit.

Die Discophryiden, die heute als die einfachsten bekannt sind, ndmlich
die Genera Caracatharina und Cyclophrya, besitzen auch ohne Haftscopula eine
auBerordentlich starke Thigmotaxis, Haftfahigkeit. Fir die Variierung dieser
Féhigkeit ist es charakteristisch, dal wé&hrend in einem Teil des Genus Dis-
cophrya (z. B. D.astaci) die Sekretions- und fadenziehende Fahigkeit sich
in einem lokalisierten Zellorgan konzentriert, erscheint sie in anderen Disco-
phryen kaum, oder Uberhaupt nicht. Am meisten fehlt sie in den Arten, die
keine spezifischen Symphorionten sind, ja sogar auf die feste Unterlage ver-
zichten kdnnen und oft an die Oberflichenhaut des Wassers ansiedeln (D.
collini, D. endogama). Auf eine &hnliche und auch 6kologisch Gbereinstimmende
Weise verhalten sich die Podophryen und mehrere Acinetiden. Die Schwérmer
von Podophrya fixa, P. libera, Tokophrya infusionum usw., die in einer &hn-
lichen Umgebung leben, sind auch wenig thigmotakrisch, zur Ausscheidung
eines Haftfadens sind sie nicht fdhig und siedeln hdufig an die Oberfldchenhaut
des Wassers an.

Die stielbildende Scopula stellt ein wirkliches larvales Organeil dar, das
meistens eine doppelte Rolle spielt. Die eine besteht in der Fixierung zur Unter-
lage, mittels Ausscheidung einer Haftplatte, die andere hingegen in der Auf-



340 J. KORMOS und K. KORMOS

hebung des Korpers durch Stielentwicklung. Auf der sessilen phylogenetischen
Stufe sind schon beide Fa&higkeiten primdar, die sekunddr mehrerlei Modifika-
tionen erleiden kénnen. Diese Modifikationen sind:

a) Das Verlieren der Scopula. In Verbindung damit ist die F&higkeit
sowohl der Fixierung als auch die der Stielbildung verloren gegangen. Im
Falle einer parasitischen Lebensweise ist diese Verdnderung, die in mehreren
Familien ebenfalls konvergent erscheint, ziemlich haufig.

b) Die Scopula bleibt erhalten, die F&higkeit der Stielbildung wird aber
reduziert, oder ist Uberhaupt nicht vorhanden. Die Reduzierung der Stiel-
bildung wird am schénsten durch die Reihe der Genera Tokophrya, Trichophrya,
Lernaeophrya in der Familie Acinetidae demonstriert. AuRerdem kann aber
dieselbe Erscheinung in den Ubrigen Familien, beinahe in allen Genera be-
obachtet werden, bei manchen Arten ist sogar eine bestielte und eine stiellose
Varietdat bekannt. Uberall, wo mehrere Lebenszyklen und in Verbindung damit
ein Schwérmer-Dimorphismus vorhanden sind, beschrdnken sich die Modifi-
kationen der Scopula auf den Schwdrmerzustand des einen, oder des anderen
Zyklus und sind oft von entgegengesetzter Richtung.

Die Typen der Schwarmerbildung

In einer unserer Abhandlungen wurde eine Tabelle der Zellteilungstypen
der Suktorien [26] angeflihrt, indem die frihere [17] richtiggestellt wurde.
In zahlreichen Arbeiten befallten wir uns mit diesen Typen [15, 17, 21, 23, 26,
31] und neulich fihrten wir auch ein Schema an, das die verwandtschaftlichen
Verbindungen der Familien und zugleich den wichtigen kategorisierenden
Wert der Schwérmerbildung in erster Linie auf Grund der Zellteilungstypen
demonstriert [26].

In der Tabelle [26] wurden die sukzedanen und simultanen Varianten der
mehrfachen Knospungstypen nicht angefiihrt, da diese keine Grundtypen sind.
lhr kategorisirender Wert ist dementsprechend geringer.

Die sukzedane, aufeinanderfolgende mehrfache Knospung wird dadurch
charakterisiert, dal die Bildung des zweiten Schwéarmers vor dem AbschluB
der Bildung des ersten beginnt. Dieser Typ kann bei &uBerer und circumvagina-
tiver innerer Knospung gleicherweise Vorkommen, sein kategorisierender Wert
ist aber unbedeutend. Sein Auftreten kommt auch auf die Ernéhrtheit und auf
die physiologische Beschaffenheit des Muttertieres an. Bei den Acinetiden
kommt er ziemlich hdufig vor.

Der simultane Typ der mehrfachen Knospung besitzt schon einen bedeu-
tenderen kategorisierenden Wert. An und fur sich zwar nicht, aber nebst
anderen Zigen kann er zur Charakterisierung der Genera geeignet sein. Es ist
eigenartig, dall von den drei Hauptknospungstypen die mehrfache Variante
des invaginativen Typs nicht bekannt ist, die beiden anderen Knospungstypen
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dagegen konvergent auftreten. So erscheint der simultane Typ der mehrfachen
&uBeren Knospung im zu den Podophryiden gerechneten Genus Ophryocepha-
lus auf eine mit den Ephelotiden vdllig Ubereinstimmende Weise. Die circum-
vaginative mehrfache Knospung ist in den Genera Heliophrya, Lernaeophrya
und Dendrosoma bekannt. Beim Genus Heliophrya figuriert sie héchstens
als Artunterschied, da H. riederi sich mit einfacher und H. rotunda mit mehr-
facher Knospung vermehrt. Die mehrfache Knospung von Lernaeophrya wird
gewohnlich unter den vom Genus Trichophrya abgrenzenden Merkmalen er-
wéhnt, an und fir sich wirde sie aber zur Abgrenzung des Genus auch hier
nicht genugen, weil die gleichzeitige Bildung mehrerer Schwéarmer auch durch
eine entsprechende KdrpergrofRe bedingt wird.

Bei der Erwdgung der Zellteilungstypen konnte die entscheidende Wich-
tigkeit des kategorisierenden Wertes der Haupttypen mehrere Male festgestellt
werden. Die Familien Acinetidae-Dendrosomidae konnten in erster Linie auf
Grund der Ubereinstimmung des Knospungstyps zusammengefalt werden.
Der invaginative Typ stellt einen ausschlieflichen Zug der Famdien Dendroco-
metidae und Discophryidae dar. Die Genera Paracineta und Physaliella werden
gerade wegen der invaginativen Knospung in die Familie Discophryidae ein-
gereiht.

Der kategorisierende Wert des Knospungstyps ist in der Familie Podo-
phryidae, besonders in der Familie Ophryodendridae, bedeutend problema-
tischer.

Die Heterogenitdt der Familie Podophryidae [21] wird durch die Aus-
schaltung der Genera Paradophrya, Paracineta und Tachyblaston in grofRem
MaRe herabgesetzt, es wurde aber darauf hingewiesen [26], daR auch die
Eingliederung der Genera Urnula und Metacineta von provisorischem Charak-
ter ist. Obwohl die erste Phase der Knospung, das dullere Auftreten der Basal-
kérnchen einen Podophryiden-Zug darstellt, ist die zweite Phase, die semi-
circumvaginative Ausscheidung des Kdrpers des Schwérmers ein Acinetiden-
Zug. Dies spricht an und fur sich eher fir die Familie Podophryidae. Wenn
wir aber alle Merkmale in Erwé&gung ziehen, dann sprechen auf Grund der
Struktur der Schwédrmer und des entwickelten Tieres mehrere Argumente flr
die Einordnung in die Familie Acinetidae. In W irklichkeit gehdren diese beiden
Genera zu keiner der erwdhnten Familien, da sie aber zur Bildung einer selb-
stdndigen Familie absondernde Zige in genligendem MaRe nicht besitzen,
muB man wé&hlen, in welche Familie sie als eine separate Genus-Gruppe, ein-
geordnet werden sollen. Die Eingliederung in die Familie Acinetidae scheint
eine bessere Ldsung zu sein. Auch dort weicht diese Gruppe von dem einheit-
lichen Bild der Familie ab, aber einigermaBen weniger als bei den Podophryen.
Die Tatsache, daR der Zellteilungstyp sogar in seinem voriubergehenden
Charakter zur Charakterisierung einer separaten systematischen Einheit ge-
eignet ist, weist jedenfalls auf seinen groBen kategorisierenden Wert hin.
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Nach der Ausschaltung der die Heterogenitdt hervorrufenden Genera
bleiben in der Familie Podophryidae die Genera Podophrya und Sphaerophrya
erhalten. Nach unseren heutigen Kenntnissen ordnet kani [13] auch das
Genus Ophryocephalus mit Recht in diese Familie ein, zur endgultigen Ent-
scheidung ist jedoch die griindlichere Kenntnis des Schwéarmers und der Ent-
wicklung erforderlich.

Die Zellteilung der Familie Podophryidae ist also eine heteromorphe
Zellteilung oder eine Abwandlung derselben, die sich in der Richtung der
Knospung modifiziert. In diese Familie sollen aber auch jene Typen eingereiht
werden, die sich durch eine wirkliche &ufRere Knospung vermehren, wenn sie
nur Saugréhrchen und keine Greiftentakel besitzen. Nicht der Zellteilungstyp,
sondern der Besitz der Greiftentakel ist das Merkmal, das die Ephelotiden von
den Podophryiden absondert.

W ahrend wir frither [21] — nach Guitcher — den Zellteilungstyp der
Ophryodendriden als duBere Knospung aufgefaflt haben, wissen wir heute,
dalR der Grundtyp der Zellteilung der Familie Ophryodendridae die kombi-
nierte Zellteilung ist. Einen wichtigen Schritt in der richtigen Beurteilung
bedeuteten die Untersuchungen eines der Verfasser der vorliegenden Arbeit
Uber das Genus Parapodophrya [28, 31]. Die Genera Parapodophrya, The-
cacineta und Tachyblaston kénnen leicht homologisiert werden, die Uberein-
stimmung ist sogar durch die Vermehrung von Spelaeophrya nachweis-
bar [26, 28, 31]. Es ist gerade die Wesensilbereinstimmung der Schwérmer-
struktur und des Vermehrungstyps jener Faktor, der die Genera Parapodo-
phrya, Tachyblaston und Thecacineta in die Familie Ophryodendridae ein-
ordnet. In Verbindung mit dem Schwdrmer wurde bereits erwdhnt, daR die
Verédnderung seiner Struktur die Aufeinanderfolge der Genera bezeichnet.
Ebenso stufenweise modifiziert sich auch der Charakter der kombinierten
Zellteilung und er verdndert sich in der Richtung der &uferen Knospung nur
in den am meisten spezialisierten Arten. Einige Schritte der Modifikation sind
die folgenden:

1. Parapodophrya. Der subterminale Ziliengurtel des Schwérmers bildet
sich in einem gut entwickelten invaginativen Schlauch. Die Zweiteilung des
Kdérpers des Tieres geht in L&ngsrichtung (mit der Richtung der Hauptachse
Ubereinstimmend) vor sich. Der Unterschied zwischen derselben und der quer-
gerichteten (auf die Hauptachse senkrechten) Zellteilung der Podophryen ist
scheinbar ein Wesensunterschied. Faktisch stimmen aberdiebeiden Zellteilungs-
richtungen in dem W ichtigsten uberein, und zwar darin, dal die Ebene der
Zellteilung sowohl beim Genus Podophrya als auch heim Parapodophrya
auf den schwérmerzeitigen Ziliengirtel senkrecht ist!

2. Thecacineta. Der terminale Ziliengirtel des Schwédrmers entwickelt
sich in einem invaginativen Schlauch. Der Kdrper teilt sich — ebenso wie im
Falle von Parapodophrya — in einer mit der Hauptachse identischen Ebene.
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3. Tachyblaston. Der Ziliengirtel des bewimperten Schwérmers ent-
wickelt sich in einem typischen invaginativen Schlauch, aber die Zellteilung
ist schon zur Knospung modifiziert. Es ist wahrscheinlich, daB der invagina-
tive Schlauch auch in der Entwicklung des zilienlosen Schwdrmers, mindestens
in reduzierter Form, zu finden ist.

4. Spelaeophrya. Der Schwérmer ist zilienlos; Uber einen invaginativen
Schlauchrest sind keine literarischen Angaben vorhanden. Die Zweiteilung des
Kdrpers stimmt dagegen mit der Lé&ngsteilung der Genera Parapodophrya
und Thecacineta wesentlich noch lberein. H aa2i [11] erwdhnt zwar im Beispiel
von Spelaeophrya zweierlei Arten der Vermehrung: Knospung und Schizo-
gemmatio, es handelt sich aber offenbar um das MiBverstdndnis der fixierten
Stadien. Er hielt die verschiedenen Einzelheiten desselben Zellteilungstyps fur
zwei separate Typen; sein »Anfangs«-Stadium stellt wahrscheinlich das Gegen-
teil desselben, den Zustand nach der Loslésung des Schwdrmers, dar. Die
«zwei» Vermehrungstypen entsprechen den verschiedenen Einzelheiten der
kombinierten Zellteilung.

5. Ophryodendron. Die bisherigen Beschreibungen geben lber die ersten
Phasen der Zellteilung noch kein genaues Bild. Wegen des Fehlens der Zilien
des Schwérmers ist es ungewi, ob sich bei der Bildung des Schwéarmers ein
invaginativer Schlauch entwickelt, eins ist aber sicher, daB sich die Langszell-
teilung zur Knospung modifiziert hat.

In der Determination der Stelle der kombinierten Zellteilung findet man
sehr auffallende Gegensédtze. Am auffallendsten ist der Gegensatz zwischen
den Genera Parapodophrya und Thecacineta. Im vorigen Falle erscheint n&dm -
lich — im Gegensatz zu Penaras Beschreibung — der invaginative Schlauch
des neuen Schwérmers in der N&he des Stiels, im letzteren Falle hingegen —
am apikalen Pol. Auf Grund der urspriinglichen determinierenden Rolle des
Zilienglrtels ist es wahrscheinlich, dal die Gegend des schwé&rmerzeitigen
Zilienglrtels beim Genus Thecacineta durch Translokationsmetamorphose sich
auf den apikalen Pol verschoben hat.

Die bisher Gesagten beweisen die folgenden:

1. Der kombinierte Zellteilungstyp ist — trotz seinem «intermedidren»
Charakter — von einem ebenso wichtigen, selbstdndigen kategorisierenden
Wert wie die anderen Typen.

2. Die Glieder der Familie Ophryodendridae, die eine einfachere Orga-
nisation besitzen, vermehren sich mit kombinierter (semi-invaginativer) Zell-
teilung, die Vermehrung der tbrigen Glieder geht mit dem modifizierten Typ
derselben vor sich. Die Modifikation besteht darin, daf die urspriingliche
Zweiteilung einen Knospungscharakter annimmt, oder aber sich in eine wirk-
liche Knospung verwandelt. Es soll noch tGberpruft werden, ob die Invagina-
tion, die als charakteristischer Zug von den Verfassern nicht erwdhnt wird,
in der Entwicklung des zilienlosen Schwdarmers tatsdchlich fehlt.

4 Acta Biologica XI/4.
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Die Organisation des entwickelten Tieres

Kdérpergestalt

Seine systematische und phylogenetische Bedeutung ist gering. Bei den
Podophryen ist die runde Korpergestalt am meisten verbreitet und auch
phylogenetisch wahrscheinlich am einfachsten, sie kommt konvergent in den
meisten Familien vor.

Die Konvergenz der Korpergestalt wird dadurch bewiesen, daBR friher
die einfachsten Glieder von drei verschiedenen Familien gerade wegen der
Ubereinstimmung der Kdérpergestalt in dasselbe Genus eingereiht wurden
(Podophrya, Discophrya collini, Parapodophrya). Eine dhnliche Konvergenz
ist auch hinsichtlich der horizontal abgeflachten Kodrpergestalt bekannt
(Heliophrya, Cyclophrya, Dendrocometes), aber andere, eigenartigere Kdérper-
gestalten kommen auch als konvergente Zige verschiedener Genus-Gruppen
oder Familien vor. So z. B. wiederholt sich die charakteristische Kdrpergestalt
gewisser Acineta-Arten auch hinsichtlich des Stiels, der Hiille und der beiden
apikalen Saugbiindel bei manchen Arten der Genera Discophrya und Cara-
catharina.

Die extremen Verdnderungen der Kodrpergestalt sind die folgenden:
scheibenformige Abflachung in horizontaler Ebene; scheibenférmige Abflachung
in vertikaler Ebene; Verldngerung in vertikaler Richtung. Alle drei stellen
aus der runden Kodorpergestalt stammende Formen dar, die in ihrer extre-
men und intermedidren Erscheinung hauptsdchlich durch die Verteilung
und durch die Gruppierung der Saugréhrchen in Bundel in ihrem Um-
rif weiter modifiziert werden. Die gleichmé&Bige Verteilung der Saugréhrchen
ist fur die kugelférmigen Formen charakteristisch. Die Verédnderung der
Gestalt beeinfluBt gewdhnlich auch die Gruppierung der Saugréhrchen. Das-
selbe gilt auch fur das Erscheinen der Hille. In der Verteilung der Saugrdhr-
chen treten die folgenden Verdnderungen, zum Teil je nach Familien konver-
gent, auf: lokale (z. B. apikale) Gruppierung — Anordnung in Bindel ->
Bildung eines besonderen retraktilen biundelhaltenden Ansatzes (suctellophor)
(z. B. Acineta tuberosa) —y Bildung eines bundelhaltenden Russels (proboscis)
(Eu-Ophryodendron).

Bei den Dendrocometiden und bei einer Gnippe der Acinetiden befinden
sich die Saugréhrchen auf den breiten, steifen, oft verzweigenden Ansdtzen des
Kdérpers. Die Genera Lernaeophrya und Dendrosoma unterscheiden sich von-
einander im wesentlichen in nichts anderem als in der Léange der Ansdtze
des Kdrpers. Dieses Merkmal hat einen sehr relativen Wert und geniligt zur
Genus-Abgrenzung nicht. Das Genus Lernaeophrya stellt in Wirklichkeit eine
Dendrosoma-Art mit kurzem Ansatz dar. Z. B. ist Penards D.gammari [35]
eine intermedidre Form zwischen Lernaeophrya und D. radians. Es besteht
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kein zureichender Grund, das Genus Lernaeophrya (und Astrophrya, das im
wesentlichen mit dem vorigen identisch ist) zu erhalten.

Stiel- und Hullengebilde

In Verbindung mit der Scopula wurde schon von den sich auf die Redu-
zierung des Stiels beziehenden konvergenten Verédnderungen gesprochen. Die
Entwicklung des Stiels verdndert sich in den Genera der Familien, manchmal
sogar auch in den Arten, auf eine Weise, die fiir die Varietdten charakteristisch
ist. Die Abnahme der Aktivitat der Scopula kann von dem Genus Tokophrya
angefangen Uber das Genus Trichophrya bis an die Genera Lernaeophrya und
Dendrosoma [21, 17] innerhalb der einzelnen Genera und auch zwischen den
Genera verfolgt werden: die Abnahme der Aktivitdt besteht in der Reduzie-
rung, spéater im Verlieren der stielbildenden Fahigkeit, schlieflich auch im
Verlieren der Funktion der Fixierung an Ort und Stelle (Ausscheidung der
Haftplatte). Obwohl beim Genus Lernaeophrya der Rest der Scopula noch vor-
handen ist, hat er nur eine unbedeutende Funktion und die Rolle der Fixierung
an Ort und Stelle wird von den Haftansdtzen des Kdrperrandes ubernommen
[18].

Corrin unterscheidet zwei Typen der Hille. Der eine ist die Hulle mit
geschlossenem Rand (loge), die sich unmittelbar in die Kodrperhulle fort-
setzt, der andere ist die Hulle mit offenem Rand (coque), die der Lorica der
Peritrichen entspricht. Nach conrrin tritt die Lorica in vier Genera auf:
Thecacineta, Solenophrya, Metacineta, Urnula. Nach unseren Untersuchungen
stellt die Hllle der letzten drei Genera keine Lorica, sondern eine Hulle mit
geschlossenem Rand dar, auf deren oberen Teil der Kdrper des Tieres héngt.
Die Hulle von Thecacineta ist dagegen in der Tat eine Lorica. Es fragt sich,
wie sich der Charakter der Hiulle in der Familie Ophryodendridae ver&ndert,
zu der das Genus Thecacineta gehort.

Die »Lorica« ist fur das Genus Thecacineta charakteristisch. Sie ist natiir-
lich fir die Formen kennzeichnend, die Mmattnes [32] als ein separates Genus
bezeichnet. Die Absonderung von »Praethecacineta«. beruht auf der Mitteilung
von schutz bezlglich des Schwarmers und mit dem Gegensatz der Schwdarmer
scheint die Aufstellung des Genus begriindet zu sein. Es wdére jedoch nétig,
gerade die Ziliatur des Schwdarmers genauer zu beschreiben. (Zur Aufstellung
des Genus »Loricophrya« ist kein entsprechendes abgrenzendes Merkmal
vorhanden. Dieses Genus ist unbegrindet.) Charakteristisch ist die Lorica
auch fur den Ruhezustand (»Dactylophrya«) des Genus Tachyblaslon ! Bei der
parasitischen, trophischen Gestalt ist keine Lorica vorhanden. Auch im Genus
Spelaeophrya ist die Lorica vorhanden, die Beschreiber der verschiedenen
Arten [11, 33, 34, 37] stellen nd&mlich eine Hulle mit kurzem, aber gut erkenn-
bar offenem Rand dar. Die am meisten entwickelte Hille ist auf den Zeichnun-

4%
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gen von Nie und Lu [33], die am wenigsten entwickelte Hille vielleicht auf
Stammers Zeichnungen [38] zu sehen. In den anderen Genera der Ophryo-
dendriden sind Hillen nicht bekannt. — Die Zyste der Parapodophryen ist
zwar vollig geschlossen, mit ihren Querrippen und mit ihrer sich hei der Ex-
zystierung 6ffnenden oberen Pore stellt sie jedoch eine Struktur dar, die auch
schon an die Lorica erinnert und die die phylogenetische Vorlduferin sowohl
der offenrandigen als auch der geschlossenrandigen Hiille gewesen sein durfte.

Das Ergebnis der bisherigen Erwé&gung kann im Folgenden zusammen-
gefallt werden:

1. Fir drei Familien der Suktorien ist die Hiulle mit geschlossenem
Rand in ihrer konvergenten Erscheinung charakteristisch (Acinetidae, Dis-
cophryidae, Ephelotidae).

2. Bei den Ophryodendridae ist nur eine Hulle mit offenem Rand vor-
handen (Lorica-Typ).

Hier sei es erwdhnt, dal obwohl alles, was friher Gber den kategorisieren-
den W ert der Hulle mit geschlossenem Rand gesagt wurde [21], auch weiterhin
glltig bleibt, und obwohl die Genera Tokophrya und Acineta auf Grund der
Hulle auf eine signifikante Weise nicht abgegrenzt werden kdnnen, sollen diese
beiden Genera aus praktischen Grinden bis zu einer neueren Regelung in
Geltung belassen werden. Zur systematischen Lberprifung der Gruppe Toko-
phrya-Acineta ist es ndmlich erforderlich, die Schwérmer und die Schwdrmer-
entwicklung der einzelnen Arten grindlicher als bisher kennenzulernen, ja
sogar solche Arten zu uUberprifen, die in anderen Genera (Trichophrya,
Solenophrya) figurieren.

Die divergenten und konvergenten Ver&nderungen der Saugrdhrchen

Die Uberwiegende Mehrheit der Suktorien ist mit sich linear bewegenden,
geschlossenen Saugréhrchen versehen, die in einem Haftende enden. Die
Saugrdhrchen, die sich in ihrer Bewegung, oder in ihrer Struktur unterscheiden,
stammen alle aus diesem Typ, mit den folgenden auffallenden Verdnderungen:

1. Schwankendes, sich schlangenartig bewegendes Saugréhrchen mit
geschlossenem Haftende (Urnula, Acinotopsis, Ryncheta, Rynchophrya,
Ophryocephalus).

2. Das Saugrdhrchen fehlt, bzw. ist dermafRen reduziert, dal nur das
Haftende erhalten geblieben ist (Dendrocomctidae).

3. Das Saugrdhrchen ist stark entwickelt, aber das Haftende fehlt und
deshalb ist das Ende des Rohres trichterartig offen (Choanophrya).

4. Die Saugrdhrchen sind offen, haben kein Haftende, aber zur Er-
greifung der Beute haben sich besondere Greiftentakel differenziert. Die phylo-
genetische Vorgeschichte der Bildung der Greiftentakel ist unbekannt. Nicht
nur ihre Funktion, sondern auch ihre innere Struktur [36] unterscheidet sich
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von derselben der Saugrdhrchen. Ein gleichwertiger Dimorphismus ist bei
anderen Suktorien nicht bekannt.

I)as Tentakel der Ephelotiden sowie die reduzierten Saugrdhrchen der
Dendrocometiden sind ausschlielfliche Familienmerkmale. Die trichterartigen
Saugrohrchen des Genus Choanophrya weisen schon eine partielle Konvergenz
mit den haftkugellosen Saugréhrchcn der Eiphelotiden auf. Die sich schwankend
bewegenden Saugrdhrchen treten konvergent in 5 Genera und 4 Familien
auf. lhre Bewegung,ihr Funktionieren und ihre Struktur stimmt auch Uberein;
es ist dennoch wahrscheinlich, daB ihr kategorisierender Wert nicht ganz gleich
ist. Das Genus Urnula stellt ein durch sein Saugréhrchen und seine Vermehrung
gut charakterisiertes Genus dar, die Zugehdrigkeit von Rhyncheta ist aber un-
bestimmt, weil die Knospung und der Schwérmer unbekannt sind. Der Di-
morphismus der Saugréhrchen von Acinetopsis und der Unterschied zwischen
den Arten dieses Genus soll noch grindlicher kennengelernt werden. Das
Genus Ophryocephalus ist innerhalb der Familie Podophryidae gut abgrenzbar.
Die langen Saugréhrchen von Rhynchophrya palpans rufen scheinbar einen
der Acinetopsis dhnlichen Dimorphismus hervor, weil sie mit den gewdhnlichen
Saugréhrchen zusammen erscheinen. Unsere grindlichere Untersuchung (un-
veroffentlicht), die viele Individuen und auch die Entwicklung umfaRt, weist
aber darauf hin, daB die Entwicklung und die Zahl der langen Saugrdhrchcn
sehr unterschiedlich ist und auch bezuglich der Fdnge Stufenunterschiede vor-
handen sind. Jedes beliebige Saugréhrchen kann sich gelegentlich verldngern.
Diese langen Saugrdhrchen entwickeln sich langsam und stufenweise erst spét
nach der Metamorphose, nach der Entwicklung der gewdhnlichen Saugréhr-
chen, aus einem oder mehreren derselben. Im Beispiel von »Rhynchophrya«
reichen die schwankenden Saugrdhrchen zur Genus-Abgrenzung nicht aus;
was die anderen Merkmale betrifft, ist der Unterschied zwischen den Arten
des Genus Discophrya grofer als der Unterschied, den die Saugréhrchen von
Rhynchophrya darstellen, eben deshalb soll diese Art in das Genus Discophrya
eingeordnet werden (D. palpans).

Lebensweise

Die Lodiensweise der Suktorien weist in zwei Bichtungen eine héufige
Verédnderung und einen charakteristischen Unterschied auf, der aber nur aus-
nahmsweise bedeutend ist. Die eine Richtung ist die Spezialisierung der Aus-
wahl der Nahrung, in erster Linie durch die Verdnderung der Struktur und der
Affinitadt der Saugréhrchen, der andere Weg, der von dem ersten nicht immer
unabhéngig ist, ist die Annahme der parasitischen Lebensweise.

Fir die erste Richtung liefern die Urnulen das schdnste Beispiel [27, 29].
Die Art Urnula epistylidis hat sich noch auf Ciliaten (Peritricha) spezialisiert,
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Ubrigens ergreift sie ihre Beute und saugt sie auf die gewdhnliche Weise aus.
Eine auf den Discophryiden (Caracatharina, Cyclophrya) lebende Urnula sp.
ist imstande, die Cyclophrya auch durch ihr Ektoplasma auszusaugen, sie ist
aber auch fahig, das Saugréhrchen zum Zurickziehen zu zwingen, indem sie es
ergreift und die Beute durch dessen Offnung aussaugt. U. turpissima saugt
die Lernaeophrya nur durch die zum Zurickziehen gezwungenen Saugrdhrchen
[27]. Dies stellt eine Art der Spezialisierung dar, die kaum noch gesteigert
werden kann. Diese drei Beispiele bezeichnen zugleich den Weg, durch den
diese Fahigkeit sich entwickelt hatte. Die Verdnderung des Typs des einfachen,
sich geradlinig bewegenden Saugréhrchens verursacht immer eine Verdnderung
auch in der Nahrungsaufnahme. Die gewdhnlichen Saugrdéhrchen sind in erster
Linie zur Ergreifung von frei schwimmenden Ciliaten geeignet, die biegsamen
Rohrchen hingegen sind hauptsdchlich zum Ergreifen und Aussaugen von
sessilen Peritrichen, oder Suktorien fahig (Acinetopsis, Urnulen). Es ist mdg-
lich, dall das Genus Ophryocephalus, das auf Epheloten lebt, sich — den Urnu-
len &hnlich (z. B. U. turpissima) — aus seinem W irt erndhrt. Bei den Choano-
phryen ergibt das Saugréhrchen neuen Typs gleichfalls eine neue Erndhrungs-
weise, indem es das Einsaugen von Nahrungsresten und Granulen sichert.
Dieses haftkugellose Saugrdhrchen ist zum Ergreifen von Ciliaten nicht mehr
geeignet und das Genus Choanophrya kénnte kaum anderswo leben, als wo es
tatsdchlich aufzufinden ist: um die Mundpartie winziger Krebse angesiedelt,
wo es sich aus den zerkauten Nahrungsresten derselben als Kommensalist
ernéhrt.

Die Modifikation der Affinitdt des Saugrdéhrchens geht ohne Struktur-
verdnderung vor sich. Der Affinitdtsunterschied bedeutet im Beispiel der Saug-
rohrchen den Unterschied der Haftfdhigkeit und in allen Féllen bedeutet
er zugleich die Mutationsverdnderung der Nahrungswahl. Die Nahrungswahl
tritt gewdhnlich als der Unterschied kleiner systematischer Kategorien
(Arten, Varietdten) auf, sie kann jedoch auch fiir Genus-Gruppen kennzeich-
nend sein. Einige Arten sind imstande, viele Typen der Ciliaten zu ergreifen
(z. B. Oxytricha, Paramecium, Colpidium), andere nur Oxytricha (samt anderen
Hypotrichen), oder Oxytricha und Colpidium, oder aber Paramecium und Col-
pidium, oder nur Paramecium. Dieser Gegensatz der Nahrungswahl tritt in
den Suktorien-Familien konvergent auf. Die Affinitdt variiert von der Haft-
fahigkeit allgemeinen Charakters angefangen bis zur speziellen Haftfahigkeit
und obwohl der Unterschied in den meisten F&llen nicht absolut ist, genugt er
jedoch, um die Lebensbedingung der Arten entscheidend zu beeinflussen. Die
Empfindlichkeit der Affinitdt kann sich auch auf den Artunterschied der als
Nahrung dienenden Ciliaten erstrecken. So z. B. wéhlt die Art Podophrya hun-
garica unter den Paramecium-Arten, ja sogar unter den Paramecium-Yarieta-
ten [27]. In der Ordnung Gymnostomata ist eine Nahrungswahl &hnlichen
Charakters bekannt [27].
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Die Nahrungswahl ist auch fir die Parasiten kennzeichnend. Die Begriffe
des Parasitismus und des Rauhens werden bei den Suktorien nicht immer
scharf abgegrenzt [3, 27]. Im Beispiel der Suktorien spricht man von einem
wirklichen Parasitismus nur dann, wenn die urspringliche Erndhrungsweise
durch das Verlieren der Saugrdhrchen sich wesentlich verdndert hat. Drei Bei-
spiele dieser Lebensweise sind: Sphaerophrya deliolum, Endosphaera engel-
manni, Physaliella collini. Konvergente Ziige sind: Fehlen der Saugrdhrchen
des entwickelten Tieres (dies soll bei Sphaerophrya noch grindlicher unter-
sucht werden), runder Korper, Nahrungsaufnahme durch Osmose. Alle drei
befinden sich in Kontakt mit der Pellikula des Wirtes und die Knospung geht
in der Richtung der Pellikula des Wirtes vor sich. Der Schwé&rmer kann nur
auf diese Weise ins Freie hinausdringen.

Die Konvergenz erstreckt sich auch auf die Organisation des Schwéarmers:
die kleinen, monaxonen Schwérmer, deren Ziliengurtel sich in der Mitte des
Kdrpers befindet, sind sehr &hnlich. Vielleicht sind es nur die winzigen Saug-
rohrchen des Schwérmers von Sph. doliolum, die einen Unterschied bedeuten.

Sowohl fir das Mal der Konvergenz als auch fiur die entscheidende
W ichtigkeit des Knospungstyps ist es charakteristisch, dall die drei parasiti-
schen Arten dem Vermehrungstyp entsprechend drei verschiedenen Familien
angehdren.

Geschlechtsdimorphismus und Konjugationstyp

AuBerst interessant ist der Geschlechtsdimorphismus, der bei der Art
Urnula epistylidis zustande kommt: der Mikrokonjugant sucht den Makro-
konjuganten in Schwérmergestalt auf, siedelt an dessen Hiille an und nachher
beginnt die Konjugation mittels gegenseitiger Ansatze [29]. Hier ist also
der GroRenunterschied der Konjuganten nicht akzidentell, wie bei den ubrigen
»anisogamen« Konjugationen (Tokophrya, Ephelota usw.), sondern erscheint
als die Folge der Bildung des Geschlechtsschwéarmers. Es ist mdglich, daR die
Konjugation auch bei den anderen Urnulen &hnlich ist, anderswo gibt es
aber, die Discophryen ausgenommen, kein Zeichen dafir.

Nach einer friheren Ungewilheit [20] steht jetzt schon auBer Zweifel
[17, 22], dall der Geschlechtsdimorphismus des Genus Discophrya, der noch
auffallender ist als der von Urnula und der auch mit der Verdnderung des
Konjugationstyps verbunden ist, nicht primd&r ist, keinen phylogenetischen
Uberrest darstellt, sondern sekundar, aus der Isogamie der entwickelten Tiere
entstand. Dies wird durch die Tatsache bewiesen, dall bei den unmittelbaren
Verwandten des Genus Discophrya die Geschlechtslebensphase in entwickel-
tem Zustand hervorgerufen wird und diese verwandten Genera auch in anderen
Beziehungen einfacher sind als das Genus Discophrya. Im Genus Discophrya
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selbst ist es durch die frihe Differenzierung des einen Geschlechts zu erkléren,
dall der Mikrokonjugant schon im Schwéarmerzustand zu seiner Rolle determi-
niert wird. Die bisher angeflihrten Beispiele beweisen schon, dal die Ver-
&nderung in der Determination des einen Konjuganten bei der Phasenverschie-
bung nicht stehen geblieben ist, sondern daB weitere Verdnderungen darauf
folgen: der Kdrper ist bedeutend kleiner als der des vegetativen Schwéarmers
und kann sogar seine Ziliatur verlieren. Parallel mit diesen Verdnderungen
wird auch der Typ der Konjugation modifiziert. Von den fiinf Discophrya-
Arten, deren Konjugation schon bekannt ist, paart sich eine (D. astaci)
durch &uBere Konjugation [17] und die vier anderen (D. buckei, D. elongata,
D. collini, D. endogama) durch innere Konjugation [14, 20, 22, 30]. Allein
der Konjugant von D. collini ist zilienlos. Die neulich untersuchte Art D.
elongata [30] ist besonders deshalb interessant, weil ihr Kdrperbau mit dem
Typ der Discophryen mit abgeflachtem Kodrper (dbereinstimmt und damit
darauf hindeutet, daB der Typ der Konjugation auch bei jenen derselbe
sein muf.

Das mit einem besonderen Schwarmer und mit besonderer Metamor-
phose verbundene Geschlechtsleben entspricht, zumindest in dem einen Ge-
schlecht, auch einem separaten Lebenszyklus. Es hat bei der Art Urnula
epistylidis eine ausgeprdgt vierfache Gliederung: Bildung des Geschlechts-
schwarmers — Schwarmerzustand -> Metamorphose — Stadium des ent-
wickelten Konjuganten. In diesem Stadium besitzt er sowohl einen Stiel als
auch eine Hulle und mit seinem Konjugationsansatz konjugiert er partiell.
Bei D. astaci ist die Lebensphase des Mikrokonjuganten auch &hnlich geglie-
dert, weil der Schwérmer, nach Anhaftung am Makrokonjuganten, noch eine
Metamorphose ausfuhrt, sich in ein stielloses Geschlechtsstadium mit Saug-
rohrchen verwandelt, diese Metamorphose ist aber im Vergleich mit derselben
des Genus Urnula schon reduziert. Bei den U{brigen vier Discophrya-Arten
zeigt sich die Metamorphose und der entwickelte Zustand schon kaum be-
merklich, weil die Organelle des entwickelten Tieres (Saugrdhrchen, Stiel)
nicht erscheinen. Die Metamorphose wird noch durch die Resorbierung der
larvaién Ziliatur und durch die Abrundung des Kd&rpers angedeutet, beim
zilienlosen Mikrokonjuganten von D. collini ist schon nicht einmal dies ndtig.
Von der vierfach gegliederten Lebensphase sind nur die &uleren Zige der
ersten zwei Teile erhalten geblieben.

Eine noch grindlichere Kenntnis des Lebens der Suktorien ist erforder-
lich, um Uber die Verbreitung des Geschlechtsdimorphismus und der Konjuga-
tionstypen ein endgiltiges Bild zu gewinnen. Die Kenntnisse in bezug auf die
Familien kénnen in den folgenden zusammengefalt werden:

Der urspringliche Konjugationstyp der Suktorien entspricht dem der
Ciliaten: eine isogame, partielle Konjugation. Der urpsringliche Typ modifi-
zierte sich in den folgenden Richtungen:
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1. Isogame, totale Konjugation, konvergent in der Familie Ephelotidae
und in einigen Genera der Acinetiden. Die Anisogamie von Ephelota stellt
einen gelegentlichen Unterschied entwickelter Konjuganten dar [2, 10].

2. Wirkliche Anisogamie mit der schwdarmerzeitigen Determination
des Mikrokonjuganten.

a) Partielle (tempordre) Konjugation. Urnula epistylidis [29].

b) Totale (endgiltige) &uRere Konjugation. Nach unseren mangel-
haften Kenntnissen: Discophrya astaci.

c) Totale, innere Konjugation. D. endogama [20], D. buckei [22], D.
elongata [30], D. collini [1, 14].

Der Ruhezyklus

Einer der Verfasser (K. K ormos) wies in einer besonderen Arbeit darauf
hin [28], daR in drei Familien der Suktorien (Podophryidae, Acinetidae,
Ophryodendridae) die Enzystierung einem totalen Lebenszyklus entsprechend
vonstatten geht, und zwar in zwei Phasen und in zwei Stadien gegliedert
(Schwérmerbildung —> zystenbildender Schwarmer — Metamorphose —m
Zyste). Der zystenbildende Schwéarmer ist von dem Schwdrmer des trophischen
Stadiums verschieden und variiert sich auch unabhé&ngig davon; auf dieselbe
Weise verdndert sich auch der Ruhezustand von dem trophischen Stadium
unabhdngig, besonders was den Stiel betrifft. Wir wissen noch nicht, ob das
konvergente Auftreten dieser beiden Lebenszyklen fir alle Genera der drei
Familien charakteristisch ist und wie grofl sein kategorisierender Wert ist,
seine phylogenetische Wichtigkeit ist aber offenbar. Besonders wird dies vom
Genus Tachyblaston bewiesen, es ist ndmlich gerade sein Ruhestadium, das
eine Homologie mit dem trophischen Schwarmer, mit dem Knospungstyp und
mit dem lorica-artigen Hullengebilde von Thecacineta aufweist Es soll dahin-
gestellt bleiben, ob die Entwicklung des Ruhezyklus und inVerbindung dam it
ein bei anderen Protozoen noch unbekannter Typ der Zystenbildung sich als
eine konvergente Eigenschaft von Genera, oder als die von Familien erweist,
soviel ist aber gewil}, daR sie sowohl in der Bestimmung der systematischen
Kategorien als auch in der Klarung von phylogenetischen Beziehungen eine
auBerordentlich groRe Hilfe bedeutet. Ein besonderer Ruhezyklus ist bisher
in den folgenden Genera bekannt: Podophrya, Sphaerophrya, Metacineta,
Acineta, Tachyblaston, Parapodophrya. Selbst wenn wir die kleine Familie
der Ephelotiden und der Dendrocometiden nicht erwédgen, auch dann ist es
sofort ziemlich auffallend, daR wir bei den Discophryiden nicht nur eine sich
mittels Metamorphose entwickelnde Zyste, sondern Uberhaupt keine Dauer-
zyste kennen. Dies weist schon auch hinsichtlich der Lebenszyklen auf die
frihe Divergation der Familie hin.
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Wertung der konvergenten Eigenschaften

Nach der Untersuchung der konvergenten und divergenten Ziige kdnnen
die folgenden zusammenfassenden Fragen auch separat aufgeworfen werden:

1. Was ist die Reihenfolge der Wichtigkeit der Merkmale hinsichtlich
der Kategorisierung und der phylogenetischen Wertung?

In der Rangordnung der kategorisierenden Merkmale werden die ersten
drei Pldatze durch die folgenden belegt: a. Knospungstyp, b. Struktur der
Saugrdhrchen, c. Struktur des Schwdrmers. Die abgrenzenden Merkmale der
Familien werden in erster Linie vom Knospungstyp und von der Struktur
der Saugrohrchen geliefert.

2. Gibt es ein kategorisierendes Merkmal erster Ordnung, das auf kon-
vergente Weise nie auftritt?

Die Struktur der Saugréhrchen weist auch mehrere konvergente Ver-
&nderungen auf (trichterartige Saugrdohrchen, Rohrchen mit schwankender
Rewegung) und die konvergenten Verdnderungen der Schwérmer sind sogar
sehr h&ufig. Von den Knospungstypen ist es die d&uBere und die invaginative
Knospung, die zur Konvergenz eine Mdglichkeit bietet. In der Beziehung der
Discophryiden und Dendrocometiden verhdlt sich das Problem, wie folgt. Die
Dendrocometiden stammen entweder von einem, mit den Discophryiden
gemeinsamen Vorfahren ab, dessen Knospung schon invaginativ war, oder von
den Discophryiden selbst, oder sie entwickelten sich und erwarben die Fahig-
keit der invaginativen Knospung aufeinem unabh&ngigem Wege. Von einem
konvergenten Auftreten kann nur im dritten Falle die Rede sein. Obwohl
gewisse Ubereinstimmungen sowohl zwischen den Schwéarmern als auch zwi-
schen den entwickelten Tieren gefunden werden koénnen [17], sind diese
identischen Ziuge selbst von konvergenter Natur, deshalb bleibt der Ur-
sprung der Dendrocometiden und das konvergente Auftreten der invagina-
tiven Knospung auch weiterhin eine offene Frage. Prinzipiell ist die phyloge-
netische Mdglichkeitder konvergenten Entwicklung der Knospungstypen ebenso
vorhanden, wie es bei jeder beliebigen anderen Eigenschaft der Fall ist. Bis
Ubergangsformen gefunden werden, ist es z. B. auch vorstellbar, daB die
Gruppen Paracineta und Physaliella auf einem anderen Wege zur invaginativen
Knospung gelangten als die Ubrigen Discophryiden.

3. In den phylogenetischen Folgerungen spielen die larvaién, atavisti-
schen Stadien oft eine grofle Rolle. Es fragt sich, ob das Schwé&rmerstadium ein
konservatives Stadium ist, das die Struktur des urspringlichen Ciliaten-V or-
fahren bewahrt, oder aber es selbst einen bedeutend modifizierten Organismus
darstellt.

Es steht auBer Zweifel, dalR die Mehrheit der Schwarmer nicht nur fir
den Ciliaten-Ursprung spricht, sondern auch auf die Zlige der Ordnung Gymno-
stomata naher hindeutet. Trotzdem gelingt es erst nach grindlicher Uberle-
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gung den Gymnostomata-Typ anzugeben, von dem die Suktorien stammen,
oder festzustellen, ob ein oder mehrere Typen als Ausgang dienten. Die Fest-
stellung der urspriunglichen Typen wird eben dadurch erschwert, daB der
bedeutende Teil der larvaién Eigenschaften sich je nach Familien konvergent
modifiziert und die Modifikation das Auftreten solcher neuen Eigenschaften
ergibt, die schon in der Ordnung Gymnostomata vorhanden sind. Ohne Kent-
nisse uber die Entwicklung dieser Eigenschaften kann man — in engerem
Sinne — auch an einen polyphyletischen Ursprung denken. Der Bau der Suk-
torien-Schwdrmer kann — der terminalen, ventralen und lateralen Lage der
Scopula entsprechend — mit der Gruppe Pro-, Hypo-, und Pleurostomata ver-
glichen werden. Einige Schwdarmertypen, die eine vordere stielbildende und
eine hintere Haftscopula besitzen, weisen mit der Familie Dysteriidae, inner-
halb deren mit dem Genus Trichopus, einen lberraschend &hnlichen Bau auf,
der schon beinahe eine Verwandtschaft zu sein scheint [7, 17]. Da aber die
Entwicklung dieser eigenartigen Schwdrmer-Typen in den einzelnen Familien
der Suktorien voneinander unabh&ngig, ja sogar innerhalb desselben Genus,
festgestellt werden kann, ist die phylogenetisch unabhdngige Konvergenz
offenbar. In einem gewissen Sinne bedeutet aber auch diese Konvergenz eine
Art Verwandtschaft. Sie deutet namlich an, daB die Schwarmer der Suktorien
noch auf der Suktorien-Stufe die Fahigkeit gleichen Inhalts der phylogeneti-
schen Modifikation besitzen wie die Ordnung Gymnostomata, von der sie ab-
geleitet werden koénnen. Wie bei der Ordnung Gymnostomata die Hyposto-
mata- und Pleurostomata-Typen von der Gruppe Prostomata abgeleitet wer-
den, ebenso kénnen die Ubrigen Schwérmertypen auf die Modifikation des
Schwdrmertyps von monaxoner Symmetrie zurickgefihrt werden. Die Modi-
fikation der Schwéarmertypen wiederholt sich zwar innerhalb der gréferen
Familien auch auf konvergente Weise, in der Familie Ephelotidae ist jedoch
nur ein einziger Schwarmertyp vorhanden, der gerade die modifizierte Varietéat
mit doppelter Scopula darstellt. Die entwickelte, trophische Organisation
dieser Familie durfte sich bereits im Besitz dieses modifizierten Schwarmer-
typs gebildet haben, wéhrend die Schwé&rmertypen der gréReren Familien
sich erst nach dem Erreichen der charakteristischen trophischen Organisation
der Familien modifiziert hatten und dementsprechend ist der Schwéarmertyp
bei aller Ahnlichkeit des entwickelten Organismus sogar innerhalb desselben
Genus verschieden.

Aus den Obigen geht es klar hervor, dall selbst der Schwéarmer vom ent-
wickelten Organismus unabh&ngige Verdnderungen durchmacht. Diese sekun-
dare Verdnderung ist in gewissen Beziehungen von gleichem MaRe und Cha-
rakter wie die Verdnderungen der entsprechenden Ciliaten selbst. In gewissen
Richtungen weisen sie aber noch starkere Modifikationen auf und sie kénnen
auch charakteristische Ciliaten-Merkmale verlieren. Die Schwérmer besitzen
eine eigene von den entwickelten, trophischen Organisationen unabhédngige
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Phylogenetik, die zu einer Modifikation fihren kann, deren Wert nach GrdBen-
ordnung dem Wert des entwickelten Organismus gleich ist und die sich an und
fur sich sogar uUber die Kategorie der Ordnung erstrecken kann. Besonders
schon wird dies vom Spanner-Schwdrmertyp der Familie Ophryodendridae
bewiesen, dessen Entwicklung in ihren wesentlichen Phasen innerhalb der
Familie verfolgt werden kann und die an und fir sich eine Verdnderung solcher
N atur darstellt (nach dem Verlieren der Zilienbewegung und der Zilien folgt
die Entwicklung der spannenden Bewegung), die die Variabilitdtsrahmen der
Ordnung Gymnostomata weit Uberschreitet. Wenn wir den Bewegungstyp
der Ciliaten mit dem der Turbellarien vergleichen, so ist die Bewegung des
Spanner-Schwérmers den Blutegeln &hnlich und die Verdnderung des Bewe-
gungstyps stellt in der Tat einen Schritt von entsprechender GréRenordnung
dar. Dadurch wird es am besten gezeigt, was fiir einer auBerordentlichen phylo-
genetischen Verédnderung das »atavistische« Larvenstadium fé&hig ist.

Die konvergenten Verdnderungen der Schwdrmer und die gegenseitige
Beziehung der Knospungstypen deuten auch in der Phylogenese der Suktorien-
Familien auf einen konvergenten Ursprung hin, auf einen Ursprung, der je
nach Familien auf den Podophrya-Ty\> zuriuckgefihrt werden kann [26].
Darliber hinaus machen diese darauf aufmerksam, dafl &hnliche konvergente
phylogenetische Richtungen auch innerhalb der Ciliaten wahrscheinlich sind.
Hier sei nur ein Beispiel von unmittelbarer Beziehung erwdhnt. Wenn man
an die Verdnderungen der Suktorien-Schwérmer denkt, dann ist es viel richti-
ger, die drei Familien der Gruppe »Rhynchodea« (Ancistrocomidae, Hypoco-
midae, Sphaenophryidae), die zu den Thigmotrichen gerechnet wurden, in die
Ordnung Gymnostomata einzureihen. Der Typ der Ziliatur paBt in diese Ord-
nung gut hinein, denn die thigmotaktische Ziliengruppe ist keine spezielle Ei-
genschaft der Thigmotrichen, sondern ein hdufiger konvergenter Zug und der
Ursprung des Saug-Tentakels ist ein mit dem Saugrdhrchen der Suktorien
konvergentes Problem. Die Reduktion der Ziliatur, in Verbindung damit die
Entwicklung der Knospung von den Gymnostomaten angefangen bis an die
Rhynchodeen (Sphaenophryidae) stellt eine Verdnderung dar, die mit der von
den Gymnostomaten bis an die Suktorien (Podophryidae) dauernden, dhnlichen
Verédnderung konvergent ist. Diese Verdnderung kann nur dann als Konver-
genz betrachtet werden, wenn es bewiesen wird, daR die Saugtentakel der
Rhynchodeen mit dem Saugréhrchen der Suktorien nicht homolog sind. Im
Falle von Homologie wére bei den Suktorien eine neue systematische Gruppie-
rung erforderlich. Das Problem ist jedenfalls fir die endgultige Ldsung reif
geworden.

In einer anderen Arbeit haben wir darauf hingewiesen, daB selbst
die Suktorien-Familien von der Gruppe Podophryidae abgeleitet werden
kénnen, den Zelltcilungstypen entsprechend, die sich aus der hetero-
morphen Zellteilung entwickeln. Dies bedeutet auch soviel, daf die
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Reihenfolge der Familien weder in systematischem, noch in phylogene-
tischem Sinne eine besondere Bedeutung hat, gerade deswegen, weil
sie sich divergent entwickelt haben [26]. Wenn wir trotzdem darauf bestehen,
die Familien in irgendeiner »natiirlichen« Reihe aufzuz&hlen, dann ist es am
richtigsten, die Reihenfolge zu wadhlen, die der Spezialisierung der Zellteilungs-
typen entspricht. Diese Reihenfolge ist die folgende: Heteromorphe Zelltei-
lung, &uRere Knospung (sie tritt konvergent auch in anderen Ciliophoren-
Gruppen auf), invaginative Knospung (in anderen Ciliophoren-Gruppen ist
sogar sein sporadisches Auftreten ungewiB), circumvaginative Knospung
(eine ausschlieliche Suktorien-Eigenschaft). In der Reihenfolge der Familien
Discophryidae und Dendrocometidae besteht der entscheidende Faktor darin,
daR das Fehlen der Saugrohrchen der Discophryiden eine sekundére Erschei-
nung ist. Da die anderen Eigenschaften sich vom Zellteilungstyp unabhéngig
verdndern, ist es verstdndlich, dall einige Familien, die in manchen Merkmalen
mehr differenziert sind, in der Reihe verh&ltnismdRig vorricken. So belegen
die Ephelotiden den zweiten Platz, obwohl ihr Saug-Fangapparat unter den
Suktorien am eigenartigsten ist und die Ophryodendriden den dritten Platz,
obwohl die Schwérmer mancher ihrer Genera am meisten modifiziert sind. Die
richtige Reihenfolge der Familien ist daher die folgende:

1. Podophryidae,

Ephclotidae,
Ophryodendridae,
Discophryidae,
Dendrocometidae,
. Acinetidae.

Zwei von den sechs Familien (Ephelotidae, Dendrocometidae) divergie-
ren nicht derart weiter, dal sie sogar als Genus-Gruppen in separate systema-
tische Kategorien geteilt werden kdénnten. Bei den Podophryiden liefert das
provisorisch eingeordnete Genus Ophryocephalus Gelegenheit dazu (durch
sein Saugrdéhrchen und durch seine multilokale simultane Knospung), zwei
Genus-Gruppen aufzustellen. Gruppe 1: Podophrya, Sphaerophrya ; Gruppe 2:
Ophryocephalus.

Die charakteristischen Genera der Familie Ophryodendridae kdnnen je
eine Gruppe darstellen, die jede fur sich divergiert.

Die Genera, die eine Divergenz aufweisen, sind: Parapodophrya, Theca-
cineta, Tachyblaston, Spelaeophrya, Dendrosomides, Ophryodendron.

Die Familie Discophryidae kann je nach dem Schwé&rmerstyp, dem
Geschlechtsdimorphismus und dem Konjugationstyp in drei Genus-Gruppen
gegliedert werden. Gruppe 1: Paracineta, Physaliella ; Gruppe 2: Caracatharina,
Cyclophrya ; Gruppe 3: Discophrya.

Die Familie Acinetidae kann nach dem halb oder ganz entwickelten cir-
cumvaginativen Charakter der Knospung in zwei Gruppen geteilt werden:

o s W
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Gruppe 1. Die Knospung ist semi-circumvaginativ (Metacineta, Urnula) ;
Gruppe 2: Die Knospung ist circumvaginativ. Zu dieser Gruppe gehdren die
Genera der alten Familien Acinetidae und Dendrosomidae. Die Einordnung
dieser Genera in zwei separate Familien war dermafRen unbegriundet, und sie
weisen ein derartig graduelles Nebeneinander auf, daB sie zur Einordnung
in separate Gruppen kaum Gelegenheit geben.
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A PHYLOGENIC EVALUATION OF CONVERGENT AND DIVERGENT PROPERTIES
IN SUCTORIA

Comparing various families of Suctoria, the paper examines the phylogénie significance
and taxonomic value of convergent and divergent changes regarding the production of larvae,
organization of adults, mode of life and particular phases of life.

Important basic types of cell division, the most conspicuous changes of organs, the
appearance of loricae and exceptional modifications of the larvae can he observed only in
certain families. Most features characteristic of larval and adult organization, manner of
life and special phases of life show, however, a convergence not merely within families but
also within particular genera and even within species, so that these features have but a rather
limited value from a phylogenetic point of view. AIll properties evaluated seem to prove
that, while a closer genetic correlation may possibly exist between the families of the Dis-
cophryidae and of the Dendrocometidae, the other five suctorial families must be regarded
as having derived from Podophryidae according to the laws of divergence.

Phylogenetic modifications based on fundamental types of cell division and on types
of larvae are also substantiated by the evidence of other properties. The most noteworthy
are: (a) Elimination of the non congeneric members of the family of Podophryidae. (b) Clas-
sification of the genera Parapodophrya, Thecacineta and Tachyblaston in the family Ophryo-
dendridae; the establishment of the families Tachyblastonidae Gret1 and Thecacinetidae
Matthes Sseem to be unnecessary, (c) Definite unification of the families Acinetidae and
Dendrosomidae. (d) Transfer of the genera Paracineta and Physaliella into the family Dis-
cophryidae and of the genera Urnula and Metacineta into the family Acinetidae.
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®UNOFEHETUYECKAA OMEHKA KOHBEPFEHTHbIX W AVWEEPIBUTHbIX
CBOWCTB Y COCYLMX UHDY3OPUI

B cTaTbe WCC/MeAyeTCsl Ha OCHOBE CPaBHEHMsi CeMeiicTB Suctoriae guIoreHeTMYecKoe
3HauYeHue 1 KaTeropusaLMoHHas LEHHOCTb KOHBEPreHTHbIX W AMBEPreHTHbIX U3MeHeHW Teno-
CNOXEHUs 1 06pasoBaHMsl GPOAsKEK, Pa3BUTON opraHu3aLuu, 06pas’a XMU3HW N >KU3HEHHbIX

tas.

Ba)XHble OCHOBHble TWMbl Ae/1eHUS KETOK, caMble NMopasvTe/ibHble U3MEHEHUST COCYLLINX
Tpy6OK, MOsIBAIEHME OTKPbLITO OKaliMieHHOro naHublps (lorica), HeobblYHblEe MoaUGUKaLmn
6poasiKeK, HabnoaalTCca TOMbKO Y OTAeNbHbIX ceMelcTB. OfHAKO, GOMbLUMHCTBO YepT Mun-
HOYHOI ¥ B3pPOCNOA opraHv3auuv, 06pasa XXM3HU U XKM3HEHHbIX (a3 NosABMSETCA He TO/bKO B
ceMelicTBax, HO U B pofiax, a UHOrAa fJaxe B BUAaX KOHBEPreHTHbIM 06pasoM, 1 Mo3Tomy npu
(hMnoreHeTUYECKOM OLEHKe OHM MPUMEHUMbI TOMIbKO BeCbMa orpaHuyeHo. OLeHKa BCex CBOICTB
TakKXe [0Ka3blBaeT, YTO OCTasibHbIX MSATb CeMelcTB Suctoria AMBEPreHTHO MOXHO MPOM3BO-
anTb ot Podophryidae ; Tonbko mexay cemeiictBamn Discophryidae n Dendrocometidae
MOXHO npefnonaratb (HO He foKa3aTb) 60nee MPSIMYH0 FEHETUYECKYH CBS3b.

dunoreHeTUYECKE MOAUMUKALMKN, NPOBEAEHHbIE HA OCHOBE OCHOBHbLIX TUMOB AeneHKs
K/IETOK 1 TUMoB 6pOAsixKeK, MOATBEPXKAAITCS TakXKe OLEeHKOW ocTa/lbHbIX CBOWCTB. BaxHeil-
Wwne N3 HUX: a) BbIkNOYeHNe reTeporeHHbIX YeHoB cemenicTBa Podophryidae. 6) MpuuncneHne
pogoB Parapodoplirya, Thecacineta n Tachyblaston k cemelictBy Ophryodéndridae. BblgBuxeHune
cemerictB Tachyblastonidae Grer1r uw Thecacinetidae Mattnhes SBASAETCA W3ULLIHWAM, B)
OKoHuYaTenbHoe 06beanHeHne cemeicTB Acinetidae n Dendrosomidae. r) [MpuuncneHne po-
poB Paracineta n Physaliella k cemeiictBy Discophryidae, a pogoB Urmila n Metacineta K
cemencTBy Acinetidae.

Jozsef Kormos, Szeged, Aradi vértantk tere 1, Ungarn.
Katalin Kormos, Szeged, Aradi vértanuk tere 1, Ungarn.
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Summary

The study of the dormancy of trees growing in woods and natural groves in Hungary
forms part of a synoecological research work conducted for ten years. The material, collected
systematically at regular intervals, was examined under laboratory conditions by performing
daily counts in thermostats kept at different temperatures (+5, +10, +15, +20, +25,
+ 30° C).

The first series of experiments had the object to determine the role of temperature
in the breaking of dormancy. Characteristic features in the behaviour of Hungarian indigenous
grove-trees species dormancy allow their division into two main groups:

1. Trees and shrubs hibernating in a state offorced total or partial dormancy. These are
in a condition of forced rest during winter and can as a rule be induced to sprout at any time.
This category includes Frangula alnus mirr., Sambucus nigra L., Populus nigra L., Rubus
caesius L., Cornus sanguinea L.

2. Trees and shrubs hibernating in a state of natural deep dormancy. These have a higher or
lower “chilling requirement” during the winter season and need a period of rest, the length
and degree of which depend on the species, on the habitat, age and other individual factors.
Heat and light effects, whatever their intensity, produce in this period but a very low rate
of sprouting. To this category belong Alnus glutinosa (L.) GARTN., Alnus incana (L.) MONCH,,
Quercus robur L., Populus alba L., Populus canescens Sm., Salix alba L., Salix purpurea L.,
Salix triandra L., Fraxinus angustifolia Yani1., Ulmus campestris L., Crataegus monogyna
JacQ., Rosa canina L., Viburnum opulus L.

Introduction

In the course of the large-scale synoecological research work now in
progress [23, 24], particular attention is paid to the laws governing the
winter rest of the trees and shrubs examined. Oecological and coenological in-
vestigations in the field are supplemented by experiments in the laboratory.
The initial results of these researches form the subject of this presentation.

A thorough examination of the rest period and its changes, supported by
experimental results, is indispensable in order to gain a satisfactory knowledge
of the cyclic rhythm observed in plant associations and the various types of
woodland and grassland. Our present notions concerning the winter rest period
are far from satisfactory either in connection with the general dynamics of
vegetation or in regard to particular plant species, especially those of Europe.

Under our climatic conditions there are two significant annual rest
periods.

5 Acta Biologica X1/4.
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1. The dryperiod of summer during which species not resistant to drought
become dormant or reduce their vital functions. Especially well adapted seems
to be in this respect the majority of therophytes (Th) and hemitherophytes
(TH) which survive the unfavourable season (generally speaking, June—July—
August in Hungary) in the form of seeds. The overground parts of some species,
the geophytes (G) perish or withdraw to the soil, while certain plants of another
way of life protect themselves against the conditions of the rainless season by
leaf-fall.

2. The winter period with temperatures around or below the freezing point
lasts from November to March. Remaining in the form of seed or bud, certain
species protect themselves by an almost complete interruption of vital func-
tions.

Our investigations enabled us to study closely the various types of
winter dormancy in certain plants indigenous to Hungary. The photo- and
thermoperiodism as also the dormancy of plants have been investigated by a
good many authors of West and Central Europe [4, 7, 12, 19, 24, 26, 36, 38,
42, 45, 50, 55, 56], by a great number of Soviet workers [1, 2, 3, 6, 9, 21, 32,
44, 48] and are abundantly treated also in the English literature [10, 11, 14,
18, 20, 25, 34, 35, 39, 40, 51, 52, 53]. Investigating the factors responsible
for the cessation of the growth of seeds and buds, Samish [40] distinguishes
two types of dormancy:

1. *“quiescence'” caused by external conditions i. e. unfavourable tem-
perature, water supply etc.;

2. smrest”lcaused by internal (endogenous) factors. The entrance into rest
is usually preceded by a stage of quiescence brought about by conditions
unfavourable to growth or due to correlative inhibition and goes over into
“preliminary rest”, an early stage during which the dormant bud will no longer
grow in response to favourable conditions, but can be easily “forced” by sub-
jection to cold or heat, treatment with anaesthetics etc. During “mid-rest”,
only the most drastic treatments will start a growth which will even then be
weak as compared with either “preliminary” or the following “after-rest”.
The latter may be followed by another period of quiescence. Experimental
results can be better appreciated if these distinctions, disregarded by many
authors, are borne in mind.

Diels [12] proceeds on the assumption that periodic phenomena in
plants follow periodic changes of the climate. He conducted experiments with
the object of ascertaining the laws that govern phytogeography and zonal
geography of particular plant species. He made his experiments in natural
environment (at Hangelstein, near Giessen, 1912), in a mixed forest (without
reporting on the composition of the association) and in a greenhouse. He studied
the life-rhythm of the members of the examined plant association and distin-
guished three main types of dormancy:
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“1. aperiodische Arten mit gé&nzlich erzwungener Ruhezeit (Asperula-
Typus) (Fig. 1);

2. periodische Arten mit teilweise erzwungener Ruhezeit (Leucojum-
Typus) (Fig. 2);

3. periodische Arten mit harmonischer Ruhezeit (Polxgonalum-Tyvus)
(Fig. 3)” [12. p. 349].

Asperu/a odorata

Fig. 1. Rhythm of Asperula type (after Diels)

Arum maculatum

Fig. 2. Rhythm of Leucojum type (after Diels)

Hungarian indigenous trees belong mostly to piers’ second category
and have, as a rule, to be subjected to a definite degree of chilling for the
termination of winter dormancy. There exist according to our data also such
species, indigenous to Hungary, as need adequately low unfavourable tempera-
ture to induce quiescence. These species can be caused to bud even without
exposure to cold, immediately after defoliation. About 10 per cent or the 123
ornamental trees and shrubs studied by Moroz [32] could be induced to sprout
at a rate of 80 to 100 per cent immediately after leaf-fall and without exposure
to cold (e. g. certain species of the genera Berberis, Lonicera, Spirea, Physo-
carpus, Caragana, Syringa and Betula). There exist, on the other hand, numer-
ous species of trees and shrubs which, in agreement with literature and our

5*
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own investigations, need a period of cold for 15 to 60 days before terminating
their rest when initiation of growth is possible.

Thus the duration of winter dormancy depends on both endogenous
properties of the species and conditions of the biotope.

Moroz [32] affirms that there exist certain trees and shrubs (e. g. Fagus
silvatica, Corylus avellana) whose winter rest is not affected by conditions of
the biotope. Again, other species display a more or less uniform behaviour

! 11 n v \%
Corydalis solida

Fig. 3. Rhythm of Polygonatum type (after Diels)

in different habitats, although in species of southern origin vegetative buds
are sprouting somewhat later than in those of northern origin.

Photoperiodism constitutes a significant factor in the dormancy of plants.
wareing [52, 53] discusses this subject very thoroughly. Data adduced by
him show that short-day treatment generally induces winter dormancy, in
buds surviving the winter, while the beginning of the rest period is delayed
if the length of daylight exceeds a certain critical value. Of course, this rule
has no universal validity although it is supported by a fair number of ex-
perimental results.

Photoperiodism plays a significant role also in the breaking of dormancy
in buds. Summer quiescence can be easier broken by long-day treatment than
winter rest. Dormant buds of the Fagus silvatica can, according t0 w areing
[53] and k 1ens [24], be induced to grow at any time by being exposed to
continuous illumination. Photoperiodic stimulus seems to be taken up by the
meristematic tissue of leaf and internodial primordia.
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Methods

Our experiments concerning winter dormancy were conducted in the years 1956 —1959.

As a part of these experiments, several series of woody plants, collected in the botanical
garden of this Institute, were tested for their chilling requirement during the winter 1956 —57.
Results obtained by Mandy and |I. Karpati [27] facilitate comparisons in regard to definite
points of time. They show the optimum temperatures at which each examined species starts
to successfully develop budding in a definite phase of dormancy (autumnal quiescence, i. e.
the phase of hardening; preliminary rest, mid rest, after rest, the latter period followed
sometimes by a second quiescence). However, the results of these informative experiments
do not justify general conclusions applicable to any part of the winter rest period. The length
of the several phases also depends, as will be seen, on the species of the examined plants.
Seeing that different degrees of temperature are operative at various times of the winter
dormancy, it would be mistaken to regard results obtained at a certain given phase as
generally valid.

The experiments referred to in the preceding paragraph were made simultaneously
with our three-year experiments (1956 —59) in which trees and shrubs growing in natural
groves were studied in respect of the march types and of their rest period and the factors
inducing it. Oecological, coenological and phenological assessments were supplemented by
concurrent laboratory experiments. Equally-developed and equally-exposed shoots with
unimpaired buds were cut off well-developed trees and shrubs of the various species. After
adjusting them under water to equal length (25 cm) in the laboratory, we placed the shoots
in glass cylinders filled (to a height of 3 cm) with distilled water of the required temperature.
The latter was 5, 10, 15 and 20° C, with 50 shoots per species at each level. Except during
the daily recording of 4 to 5 minutes, the test material was kept in darkness. The experiments
lasted from March 8 to April 5, 1956, from November 27, 1957 to April 10, 1958 and from
November 19, 1958 to April 10, 1959.

Habitat

Test material was collected from both the lower and the upper level of the flood area
of the Danube at Szodliget. The stands (soil, microclimatic and coenological conditions of each
sampling place) were assessed with full particulars.

We collected our material from the following plant associations:

I. Riparian willow grove (Salicetum triandrae Malc. 1929):
1) Salix triandra L.
2) Salix purpurea L.

I1. Willow-poplar grove (Salicetum albae-fragilis Issler, 1926)
3) Salix alba L.
4) Populus nigra L.
5) Rubus caesius L.

I11. Elm-ash-oak grove (Querceto-Ulmetum hungaricum So6, 1955)
6) Crataegus monogyna JacQ.
7) Rosa canina L.
8) Frangula alnus Mill.
9) Cornus sanguinea L.
10) Sambucus nigra L.
11) Viburnum opulus L.
12) Fraxinus angustifolia Vahl.
13) Ulmus campestris L.
14) Alnus incana (L.) Ménch.
15) Alnus glutinosa (L) Gartn.
16) Quercus robur L.
17) Populus alba L.
18) Populus canescens Sm.
19) (Populus canadensis Ménch, var. marilandica Redder cultiv.)

Except No. 19 — which, though not indigenous, is widespread in Hungary — all these trees
and shrubs are indigenous.
Test shoots were always taken from the same marked tree or group of shrubs.
Dimensions of the trees examined are shown in Table 1.
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Table 1

. Height of  Diameter of
Species tree in m  stem in cm

Crataegus monogyna 3 —
Rubus caesius. 0.8 —
Rosa canina 2 —
Frangula alnus.. 2.5 —
Cornus sanguinea . 25 —
Sambucus nigra 3 —
Viburnum opulus 3 —
Fraxinus angustifolia ... 9 10
Ulmus campestris.... 10 12
AINUS INCANA oo 10 15
Alnus glutinosa oo 7 10
QUEICUS TODUF oo 14 15
Populus alba .. 15 15-20
POpuUlUS CANESCENS ..o 20 25
POPUIUS NIQTa s 20 25
Populus canadensis var. marilandica .... 15 17
Salix alba .o 16 25
SaliX triandra ... 3

SaliX PUFPUTEA .o 2.5

W eather conditions during the winter rest period 1958—59

Especial importance attaches to meteorological factors in the study of winter dormancy.
Climatic conditions have to he observed not merely during the rest period but through the
entire annual period since the phase of autumnal hardening is not without influence on the
plants’ behaviour during the winter rest. Most decisive is the effect of temperature. Many
species have a definite chilling requirement for the termination of winter dormancy.

We obtained our data concerning temperature conditions during the rest period from
the meteorological station of the Agricultural Secondary School at V&c which lies at a distance
of about 5 km from Sz6dliget where the test material was collected.

Fig. 4. Deviation of monthly mean values of temperature between October 1, 1958 and March
31, 1959, from the mean value of 50 years. (Data received from the Meteorological Station
of the Agricultural Secondary School, Véc)
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When comparing the temperatures measured at the end of the autumn and during the
winter with the mean temperature of the foregoing 50 years (Fig. 4), the winter 1958 —59
must be qualified as mild, since the average of every month was higher than the corre-
sponding averages of the preceding 50 years. The excess values varied between 0.5 and 2° C.
Only the month of February 1959 was an exception, when the average temperature was
0.6° C lower than the 50-year average (Table 2).

Table 2

Mean value of monthly Deviation of 1958—59

Month tempera;m Trom mean value of 50
195659 2 vaure o years
October ..o nn 10.6 0.5
November............. 6.2 4.7 I.b
December ... 3.0 0.9 2.1
January ..o -0.5 —15 1.0
February ... -0.3 0.3 -0.6
March ... 7.7 5.6 2.1

A comparative scrutiny of the figures in Table 2 promotes a better appreciation of the
experimental results.

Examining the daily minima (Fig. 5) we find that, until the collection of the first test
series (November 19, 1958), temperature moved around the freezing point during 6 days
only, while the weather was rather mild during the other days, not even the night temperatures
falling below +5 to -)-10° C. This means that shoots of the first series had not been exposed
to low temperatures. During the winter period it was only in the first third of December and
between the first third of January and the first third of February that the plants came to
be exposed to appreciable cold, the lowest value of which did not exceed —12° C (Fig. 5).

The effect of precipitation during the winter period could be demonstrated to a limited
extent only. A number of our indigenous trees and shrubs, half-woody plants require snow
cover for their hibernation. The buds of the dewberry (Rubus caesius), for instance, generally
regarded as a hemicryptophyte, are not frostbitten in the snow-covered portions of the plant
so that the height to which the buds can survive depends to a great extent on the thickness
and duration of the annual snow cover. The development of buds during dormancy may
further be delayed if rain gets frozen on to the buds, since the thin ice sheet so formed
inhibits respiration.

Duration and rate of budding at different times of winter dormancy

Leaf-fail of the examined trees and shrubs terminated at the end of
October in 1958. We collected the first samples on November 19. This date
still belongs essentially to the autumnal period of “hardening”. Temperature
generally did not drop below the freezing point even at night so that the shoots
to be tested had not been exposed to any appreciable cold effect. There exist
certain species which can be induced to open their buds after defoliation at
the end of the autumn period without previous exposure to cold, e. g.

Sambucus nigra on which 99.1 per cent of all leaf buds opened at -)- 20° C,
Frangula almus on which 81.1 per cent of all leaf buds opened at 20° C,
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Fig. 5. A — Variation of temperature maxima and minima from October 1, 1958 to March
31, 1959. B — Variation of daily mean temperatures from October 1, 1958 to March 31, 1959

Populus nigra on which 58.4 per cent of all leaf buds opened at -)- 20° C,
Rubus caesius on which 34.0 per cent of all leaf buds opened at -f- 20° C,
Cornus sanguinea on which 21.6 per cent of all leafbuds opened at -(-20° C.

Opening of the buds — true, at a very low rate — can be provoked
immediately prior to the beginning of the winter rest period also in certain
other species (e.g. Rosa canina, 6.1 p. c.; Viburnum opulus 3.6 p. c.; Fraxinus
angustifolia 5.2 p. c.; Quercus robur 2.8 p. c.). It does not follow that these
plants are capable of budding without chilling.
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Again, there exist trees and shrubs which cannot be brought to open
their buds at the beginning of the winter rest even by drastic heat treatment
(-(-20 to 25° C). Crataegus monogyna, Ulmus campestris, Alnus incana and
Alnus glutinosa, for instance, did not respond to a temperature of +20° C:
they need an exposure to temperatures around or below freezing point during
several weeks before they respond to heat treatment with budding. The. situ-
ation was somewhat different after the second sampling (December 10, 1958):
most of the last-named plants could be caused to sprout, although to a very
insignificant extent only (Crataegus monogyna 1.1 p. c.; Ulmus campestris
8.2 p. c.; Alnus incana 9.5 p. c.), while not even one and a half month or two
months of temperature at or below the freezing point were enough to induce
Alnus glutinosa to sprout. Establishing further test series at intervals of about
20 days (Table 3) enabled us to ascertain the chilling requirement of the
examined species; i. e. the duration of cold necessary for the beginning of
vigorous budding.

The number of days indicated in Table 3 shows the time which has
to elapse since leaf-fail in order to be able to induce budding by a compara-

Table 3
Number
— . of days Denomination of budding Percentage
Beginning of experiment since species of budding
defoliation

Nov. 19, 1958. 20 SAMDUCUS NIQTa oo 99.1
20 Frangula alnus .. 68.1
20 POPUIUS NiQTa i 58.4
20 Rubus caesius 34.0
20 COINUS SANGUINEA oot 21.6

Dec. 10, 1958. 40 Populus canadensis v. marilandica .......c..... 35.8
40 POPUIUS @108 it 22.5
40 Fraxinus angustifolia .....iieeiieieieeennns 184
40 VibUurnum 0puUlUS o 17.0
40 SAliX AIDA oo e 15.6

Dec. 30, 1958. 60 ATNUS INCANA it ee ettt ee e enen 24.4
60 SAlIX PUFPUTEA oot 21.6
60 POPUIUS CANESCENS .ooivveeecieeiceieiee i 18.2

Jan. 14, 1959. 75 Rosa canina 20.0
75 Quercus robur 15.4
75 UImus campestriS....cescssseees 14.7

Febr. 3, 1959. 95 Crataegus MONOGYNA oo 22.6

March. 3, 1959. 123 SaliX triandra ... 421
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tively strong heat effect (+ 20° C). This time is not necessarily enough to ter-
minate the winter dormancy of all species contained in the Table as proved
by the fact that only a certain percentage of all buds could be induced to open.
The period of cold needed for a definite termination of winter dormancy is,
as a rule, one to several weeks longer than that indicated in the table.

Tabic 4

Duration and rate (percentage) of budding at -{-20° C in darkness and in natural light
(Beginning of experiment, March 3, 1959)

In darkness In natural light
Budding Budding
No. Species , )
5§ 22 3 & & 22 3 2

l. Crataegus monogyna 8 15 8 87.9 7 " 5 888
2. Rubus caesius ... 3 9 80.3 4 8 5 741
3. R0OS@ CANINA oo 3 19 17 69.3 3 15 13 62.7
4. Frangula alnus. ... 10 32 23 55.8 14 19 6 318
5. COrnus SanQuUIiNea ....cceneenenenenns 7 17 11 67.2 7 21 15  40.0
6. Sambucus Nigra ..o
7. Viburnum opulus...iinicinne 4 31 28 84.9 5 21 17 449
8. Fraxinus oXycarpa ... 14 37 24 15.7 14 32 19 21.3
9. UImus campestriS. ..., 11 15 5 271 14 17 4  46.8
10. AINUS INCANA oo 7 14 8 687 5 14 10 62.9
11. Alnus glutinosa ..cocccoeevenniicincee 14 17 4 2.8 9 17 9 18.0
12. Quercus robur 19 36 18 18.7 15 30 16 23.4
13. Populus alba 9 32 24 25.0 8 32 25 32.7
14. Populus canescens ... 9 31 23 30.5 9 29 21 38.7
15. Populus nigra ..., 9 39 31 51.7 8 27 14  46.0
16. Populus canadensis var. marilan-

dica 14 39 26 525 11 19 9 59.0
17. Salix alba 5 19 15  52.6 4 14 11 504
18. Salix triandra........ 1 17 17 42.1 3 22 20 50.0
19. Salix pUrPUrea .. 1 10 10 51.8 1 22 22 67.2

* Number of days since the beginning of the experiment

The time at which budding was initiated was likewise different in the
consecutive phases of winter dormancy. It is only natural that heat treatment
had to be considerably longer at the beginning than in the later course of
winter dormancy to obtain the same response. Sambucus nigra, for example,
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Table 5

Duration and rate (percentage) of budding in experiments started at different times

Species

Crataegus monogyna
Rubus caesius...........
Rosa canina ...
Frangula alnus.......
Cornus sanguinea ...
Sambucus nigra

Viburnum opulus ...

Fraxinus oxycarpa ..

VImus campestris ...
Alnus incana ...
Alnus glutinosa
Quercus robur......
Populus alba.......
Populus canescens
Populus nigra..........

Populus canadensis
var. marilandica ..

Salix alba ....ccooveiin
Salix triandra...........

Salix purpurea.......

Onset*

17
33
38
13
34
34

42
32
38
24

38
14
20
20

Nov. 19, 1958
Budding
=
22 3 &
19 7 340
34 18 6.1
49 17 68.1
61 24 216
26 14 99.1
49 16 3.6
51 18 5.2
44 3 28
42 11 109
42 25 15
50 27 58.4
55 18 7.3
38 25 7.1
49 30 9.3
43 24 3.9

Onset*
Termi-

29
14
20
16

* Number of days since he Jjegiiming ofth.

July. 10, 1958

Budding

nation*

35

8
18
39
40
32
39
70
43
71

40
42
32
36

70
27
39
34

Duration

14
28
18
51
21
36

4
21
13
21

42
13
20
18

Per cent

l.i
43.9
2.6
67.0
27.4
63.9
17.0
18.4
8.2
9.5

6.4
22.5
9.0
77.8

35.8
15.6
11.3
12.2

ex )erinent

Onset*

13

13
10

Beginnig of experiment

July. 30, 1958 Jan. 14, 1959 Febr. 3, 1959 March. 3, 1959
Budding Budding Budding Budding

% = = x = = x y — * S -
SEg 5 s2f5 5 saf 3 FE g o
24 7 41 14 32 19 97. 13 22 10 228 8 15 8 879
10 5 6.0 4 15 12 79.0 6 16 11 84.7 3 9 7 803
16 8 52 4 13 10 20.0 6 10 5 177 3 19 17 69.3
34 4 462 22 31 10 455 24 34 11 291 10 32 23 5538
23 6 249 18 22 5 483 13 21 9 56.9 7 17 11 67.2

13 13 64.2
20 8 86 21 43 23 185 10 22 13 27.3 4 31 18 849
52 36 120 22 46 25 126 18 35 18 14.2 14 37 24 157
34 15 82 20 27 8 147 16 34 19 162 11 15 5 27.1
36 17 244 20 34 15 218 18 32 15 56.1 7 14 8 68.1
38 55 17 77 25 36 11 30 14 17 4 28
43 15 11.0 29 42 14 154 25 38 14 161 19 36 18 18.7
36 13 80 22 39 18 153 17 34 18 140 9 32 24 250
43 12 182 22 39 18 139 17 25 9 169 9 31 23 305
45 23 424 15 49 35 654 16 38 23 64.6 9 39 31 517

43 31 315 30 38 9 218 13 31 19 296 14 39 26 425
20 12 118 14 29 16 229 11 32 22 181 5 19 15 526
27 15 132 14 31 18 138 11 32 22 132 1 17 17 421
23 14 216 10 31 22 187 10 27 17 30.0 1 10 10 51.8

SANYHS ANV S33HL NVIdVONNH 40 ADNVINHOA HILNIM

69€
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although 99 per cent of its shoots cut off at the beginning of the cold period
(Nov. 19) could be brought to budding at the time, required a heat treatment
(at -("20° C) of 13 days for the opening of the buds. The next samples, collected
at intervals of 20 days, needed correspondingly shorter heat treatments
(e. g. 5 days in the first and only a single day in the second instance, i. e.
after 40 days). This rule applies to all examined species: the more advanced
the rest period, the shorter the heat treatment required by the “ripe” buds
to sprout (Table 5).

Our studies in 1956 —57 had chiefly methodological purposes, and it was
from the trees of the botanical garden of this Institute that the test samples
were taken. Since some of the trees occur also in the neighbouring woods, it
was possible to collect comparable data. We kept the samples at temperatures
of 5 to 25° C (at five levels with 5° C intervals) and observed their heat require-
ment at a given time. It was found that, though grown in the same habitat,
different species needed different optimum temperatures for the breaking
of dormancy. Originally, we expected the most favourable results from the
highest temperatures (20 and 25° C). (The idea arose that temperatures alter-
nating within certain limits might assure more favourable results of growth:
future experiments will have to test the soundness of this notion.) The following
figures present those temperatures at which the examined plants showed the
highest percentage of budding (for further details see Table 6). In all tests
the shoots of different species were exposed to constant heat effects.

at + 10° C Crataegus monogynNa..........
Rosa canina ... . 22.7

Alnus incana 55.1

Populus alba..... 18.2

Populus canescens 33.3

at + 15° C Rubus caesius.... . 925

Frangula alnus......n.. 56.5

Viburnum opulus....cn. 43.9

Fraxinus angustifolia ... 21.1

Ulmus campestriS....n 17.1

Salix purpurea..... 24.0

at + 20° C Cornus sanguinea.. . 483

Quercus robur..... . 15.4

Populus nigra...... . 654

at + 25° C  Alnus glutinosa ....veeneeinne, 16.2
Populus canadensis var. mari

landica .. 29.8

Salix alba . 34.8

Salix triandra ..., 17.5

Temperatures of 10 to 15° C seem to be favourable to induce growth
in most of the examined species: 58 per cent of the species examined reached
the highest percentage of budding at this level. Closely related genera, and spe-
cies of the same genus often display a similar behaviour: for example, it was
at 25° C that Populus canadensis var. marilandica, Salix alba and S. triandra
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reached the highest rate of budding. Worthy of note is the fact that Alnus
glutinosa, which has the longest rest period, needed likewise a temperature
of 25° C for the most vigorous budding. It seems that trees and shrubs the fo-
liation of which is late under natural conditions, need higher and those with
shorter rest periods lower temperatures for attaining the optimum rate of
budding. Further experiments are necessary to see clearly in this respect.

Role of light in the breaking of dormancy

Although the principal object of our experiments was to ascertain the
effect of temperature on the test material, we established a series of experi-

0 ,70 /20 30 t40 0 KO 20 30 uO 0 10 20 30 40days

%(’) Crataegus monogyna Fraxinus anaustifolia Poputus conescens
50.

0.

7‘6&0 Rubus caesius Ulmus campestr/s Popu/us nigra

47
50]
<1
. . Popu/us_canadensis,

oo RoOsa canina A/nus incana rar. marilandica
100

50 < 1 A

0J

% Frangu/a a/nus Al/nus g/utinoso Salix alba
700, <

50.

0- . . .

;o Cornus sanguineo Quercus robur Salix triandra
700,

50- Il
16% Viburnum opu/us Populus o/ba Sa/ix purpurea
50- < 1

0-

Fig. 6. Duration and rate (percentage) of budding in natural light and in darkness. Trial

started on March 3, 1959. Number of days between beginning and termination of budding

indicated on the abscissa, percentage of growth on the ordinate. Dark triangles mean growth
in darkness, light triangles growth in natura light
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ments on March 3, 1959, in which part of the collected shoots was kept in the
dark at 20° C and another part in daylight at the same temperature. As regards
budding, no essential difference between the two categories could be observed
as can be seen in Table 4 and Fig. 6. Only a few trees and shrubs showed a
conspicuously different behaviour. To be able to obtain conclusive results in
this connection, repeated experiments on a larger scale are necessary. In some
species shoots kept in the dark produced higher rates of budding: Frangula
alnus 55.8 p. c. (dark), 31.8 p. c. (light); Cornus sanguinea 67.2 p. c. (dark),
40.0 p. c. (light); Viburnum opulus 84.9 p. c. (dark), 44.9 p. c. (light). Other
heat-treated species showed percentages the other way round: Ulmus cam-
pestris 46.8 p. c. (light), 27.1 p. c. (dark); Alnus glutinosa 18.2 p. c. (light),
2.8 p. c. (dark); Populus alba 32.7 p. c. (light), 25.0 p. c. (dark).

The duration of the process of budding is, as a rule, considerably shorter
in sunlight than in darkness. Exceptions among the examined 19 species
were in this respect Salix triandra and S. purpurea which finished their bud-
ding 2 to 3 days earlier in the dark than in daylight. Budding in the case of
Frangula alnus, Populus nigra, P. canadiensis var. marilandica was quicker
in daylight by some 15 to 20 days. These data show that the effect of natural
illumination differs from species to species in trend and degree. Conclusive
evidence in this respect cannot be obtained without numerous further experi-
ments in which it is intended to eliminate variations of the natural light,
caused by changing weather, through the use of artificial light of planned
intensity and period.

Behaviour of the examined plants during winter dormancy

Relying on the evidence of our experiments, it is possible to divide the
examined trees and shrubs into two principal categories corresponding to the
division made by samisn [40] and referred to in the introductory part of this
paper.l

1. Plants hibernating in a state of total or partial quiescence

Alder Buckthorn (Frangula alnus mirr.) is a shrub hibernating in a state
of forced quiescence. Its vegetative buds are capable of sprouting without
chilling at the termination of the autumn period of “hardening”. In the first
group of samples collected after leaf-fall (Nov. 19, 1958), 68.1 per cent of all
buds opened. Let us note that the percentage was much lower after heat-
treatment in the middle of the cold period. On the 20th and 40th day after
leaf-fail growth was initiated in only 67 to 68 per cent, on the 60th, 70th and
95th day only 30 to 45 per cent of the buds. Shoots of Frangula alnus collected
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Species

Crataegus monogyna . .

Rubus caesius............

Rosa canina

Frangula alnus........

Cornus sanguinea ....

Sambucus nigra

Viburnum opulus ....
Fraxinus oxycarpa ...

Ulmus campestris ....

Alnus incana

Alnus glutinosa

Quercus robur.......
Populus alba.........

Populus canescens

Populus nigra........

Populus canadensis

var. marilandica ..

Salix alba

Salix triandra......

Salix purpurea......

40

* Number of days since the

Table 6

Duration and rate (percentage) of budding at different temperatures

100 per cent budding at

37

46

beginning of the experiment

7

Per cent

1.3
61.6
6.3

2.7

Onset*

37

37
50
50
40

50
48
40

51
34
34
28

+ 10c°
Budding
SEoE ok
54 27 581
3% 18 743
40 7227
81 21 365
46 10 224
the beginning
67 31 384
78 29 145
81 32 114
65 26 551
78 29 182
81 34 333
72 33 526
70 20 220
65 32 189
47 14 7.9
51 24 376

+15 C°
Budding

5 82 3 &
15 42 28 355
5 14 10 925
7 33 26 213
34 43 10 565
20 29 10 380
of the experiments

27 42 16 439
33 58 16 211
30 58 29 171
34 56 23 43.0
47 56 10 4.0
49 64 16 123
33 61 29 144
33 58 25 200
16 44 29 46.6
38 45 8 167
13 58 45 210
19 43 14 7.9
12 39 18 24.0

Onset*

~

22

21
22
20
20
38
29
22
22
15

30
14
14
10

+20 C°
Budding
£ 8
22 3
32 19
15 12
13 10
31 10
22 5
43 23
46 25
27 8
34 15
55 17
42 14
39 18
39 18
49 35
38 9
29 16
31 18
31 22

Per cent

18.5
12.6
14.7
21.8

7.7
15.4
15.3
13.9
65.4

21.8
22.9
13.8
18.7

Onset*

o ©

16
10

14
14
10
16
28

15
12

20

+25 C°
Budding
£ S
28 3
28 20
7 3
14 10
17 2
21 11
21 8
29 16
19 10
21 6
36 9
29 10
21 7
24 13
37 33
40 21
21 15
17 12
20 15
co

Per cent

9.7

10.0
31.7
15.3

11.7
21.3
7.1
4.4
16.2
3.3
125
32.6
58.4

29.8
34.8
17.5
19.8
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on the 120th day after leaf-fail showed a behaviour similar to that observed
in shoots during the autumn period of “forced quiescence” (55.8 p. c. at
-f- 20° C). This period (i.e. 120 days after leaf-fall) is one subsequent to the
after-rest of winter dormancy, a second period of quiescence, which introduces
the spring period of growth. The conspicuous mid-winter drop of budding
percentage may be explained by the assumption that the plant passes through
a quite short mid-rest phase the exact time of which is slightly different from
specimen to specimen.

According to experimental evidence —15° C seems to be the most fa-
vourable temperature for inducing a vigorous budding of Frangula alnus.
The double length of time is needed to induce this process at a temperature
of +10° C. We failed to initiate budding at +5° C in those samples which were
collected on January 14, 1959, with a view to ascertaining the temperature
capable of breaking dormancy.

Strikingly different was the behaviour between shoots kept in the dark
and those kept in natural light. Shoots kept in the dark needed four times as
much time for the process of growth, while the rate of budding was nearly
twice as high as that observed in shoots kept under natural illumination.
However, additional observations are necessary for the drawing of definite
conclusions.

Black elder (Sambucus nigra L.) is a shrub which hibernates in a state
of total quiescence. It can be induced to bud during the whole winter period
and a 100 per cent of buds open in the natural habitat during the mild
autumn period of “hardening” and the winter dormancy. Shoots of the first
series budded at a rate of 99.1 per cent about 20 to 30 days after leaf-fail
(Nov. 19, 1958) at a temperature of 420° C. This was the exactly-definable
period of quiescence. The percentage was lower in the case of shoots collected
40 and 60 days after leaf-fail (63 to 64 p. c.) but we were no more able to collect
samples at the beginning of January since, by that time (75 days after leaf-fail),
elder bushes had begun budding in nature.

Lombardv poplar (Populus nigra L.). Its properties are essentially
different from those of the poplars indigenous to Hungary, i.e. Populus alba
and P. canescens. Lombardy poplar has no marked period of deep rest. 20° C
heat-treatment induced a 58.4 per cent budding immediately after leaf-fall.
A 60 to 70 per cent budding can be induced at any time during the rest period,
so that adequate heat is always capable of breaking the winter dormancy
which has the character of a more or less forced quiescence. A temperature
of 20 to 25° C seems to be most suitable for this purpose. We obtained, in the
course of comparative investigations made in the middle of the rest period
(January 14, 1959), only a 0.5 per cent budding at a temperature of +5° C
and more than 50 per cent budding at temperatures above 10° C. This percent-
age rose to about 60% at temperatures between 20 and 25° C.
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The process of budding lasted considerably longer in the dark than in
daylight, while the rate of budding was higher in the first case in comparative
tests set up towards the end of the rest period (Table 4).

Dewberry (Rubus caesius L.). Its buds are exceedingly sensitive to frost
and those remaining above the snow cover get frostbitten during winter dor-
mancy. This frost-sensitive plant is therefore regarded as belonging to the
hemicryptophytes. Its behaviour in protected sites is similar to that of shrubs.
Heat-treatment immediately after leaf-fail provokes budding without chilling
and rest period. About 30 to 40 per cent of the buds may develop at the begin-
ning of the rest period. Optimum budding, i. e. the termination of the rest
period, takes about 70 days. Shoots collected at this time showed 79 per cent
budding at a temperature of 20° C and the process started as soon as on the
third or fourth day. Dewberry cannot be said to pass the winter in a state of
totally-forced quiescence, for — as we have noted — only an insignificant
part of the leaf buds can be brought to sprouting without chilling. Of all woody
and half-woody plants growing in natural groves it is the dewberry which
shows the most vigorous budding at low temperatures (around -(-5° C). It
gives the best response at a temperature of 15° C. While the average percentage
of budding at different temperatures (5, 10, 15, 20, 25° C) is 70 the rate was
92.5 per cent at 15° C. The rate of budding becomes suddenly rapid at this
temperature. (It begins on the 18th day at 5 and 10° C, but on the 5th day at
a temperature of 15° C.) Higher temperatures shorten the duration of budding
(at 25° € for instance, 75.2 per cent of all buds began to develop within 3 days),
while the percentage of budding is lower than at the optimal temperature
of 15° C.

The effect of light did not seem to be of significance. The percentage of
budding was essentially the same in shoots kept in light and in dark (Table 4).
All the observed effect of light was a shortening of the process by a few days.

Red dogwood (Cornus sanguined L.). It can be induced to budding as soon
as in the autumn period of “hardening”. In the samples collected on the 20th
day following leaf-fail, 21.0 per cent of all buds began to sprout. Red dogwood
has no definite period of deep rest since heat-treatment starts budding at any
time during winter dormancy. From the time around the 75th day after leaf-
fail about 50 per cent of all vegetative buds can be forced to sprout. (These
observations were made on shoots kept in darkness.) The optimum temperature
for the breaking of dormancy is about 20° C at which we obtained the highest
rate of budding in the course of our comparative experiments. We failed to
initiate this process at -(-5° C during the rest period, while the rate of budding
became considerably lower at temperatures exceeding 20° C (e.g. 15.3 p. c.
at 25° C).

It is likewise at 20° C that the duration of the process is the shortest.
It took only 5 days at such temperature as from the 22nd day after sampling.

6 Acta Biologica X1/4.
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Shoots kept in the dark showed a higher rate of budding than those kept
in daylight, while there was no essential difference between the tw'o categories
in respect of the duration of the process.

2. Plants passing winter dormancy in a state of natural deep rest

Resinous alder (Ainus glutinosa (L.) Gartn.). This plant displayed a
behaviour during winter dormancy which differed from that of all other trees
and shrubs collected from the flood area of the Danube. Although our experi-
ments lasted four months, we failed to obtain even a 10 per cent budding in any
of the samples collected in several consecutive series during this time. While
the leaf buds of all other trees sampled in the second series (40 days after leaf-
fall) could be forced to open (though the percentage was very low), it was im-
possible to obtain this in the case of Alnus glutinosa even on the 60th day.
Experiments proved the resinous alder to be a tree hibernating for about
5 months in a state of very deep rest. Not even strong heat effects are able
to break its dormancy to any significant extent. Its withdrawal during the
first half of the rest period is so marked that no heat-treatment can force its
leaf buds to start growing. Dormancy may be interrupted even in the later
course only by higher temperatures: 10° C was insufficient to initiate budding,
and the response was very insignificant even at temperatures of 15 and 20° C.
Reaction was better at 25° C (16.2 per cent against 7.7 at 20° C). Higher tem -
peratures than +25° C were not used in our experiments; probably 30 to 35° C
is the heat which elicits the maximum response. We observed a significant
difference between shoots kept in the dark and those kept in daylight. This
may explain the source of error responsible for the fact that the percentage
of budding was so markedly low in these trials. It was only 2.8 per cent in the
case of shoots kept in the dark against 18.0 per cent for those kept in natural
light. It is probable that higher figures could have been reached if we had
continued our experiments under natural illumination during the whole
winter period.

Downy alder (Alnus incana (L.) Msnch.). This plant has a rest period
up to about 4 months. Heat-treatment during deep rest following leaf-fail does
not provoke growth. The rate of budding was not higher than 8.0 per cent
at a temperature of 20° C forty and even sixty days after defoliation. A higher
percentage (30 and 60 p. c.) could be reached only on the 70th and 90th day.
It was the 120th day after defoliation which seemed to be the termination of
winter dormancy in 1958 —59 with 70 per cent (and more) of the leaf buds
having opened at this time.

This period was followed by one of forced quiescence lasting until the
beginning of the favourable rise of temperature. Our investigations proved
temperatures around 10° C to be most suitable for the budding requirements
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of the downy alder. The highest rate of budding was obtained (on January 14,
1959) at this temperature (55.1 p. c.). Response was less ready to both higher
and lower temperatures (e.g. 2.6 p. c. at 5° C and 4.4 p. c. at 25° C). Illum-
ination did not seem to make any difference in respect of either duration
or intensity of the process of budding (see Table 4).

British oak (Quercus robur L.) has a long period of deep winter rest.
Heat induces but very feeble growth at any time during winter dormancy.
About 2 to 3 per cent of the vegetative buds can be caused to sprout by a heat
of -j-20° C during the days immediately after the autumnal leaf-fall, but not
more than 15 to 20 per cent responded to heat-treatment even towards the
termination of the period of deep rest. Temperatures between 15 and 20° C
seem to be most suitable for the breaking of dormancy. Temperatures from
5 to 10° C elicited no response during the period of mid rest. At temperatures
of 25° C and above, natural light did not affect either the duration or the
intensity of growth.

White poplar (Populus alba L.). This is a tree with a long period of deep
rest. Heat-rreatment elicits but feeble reaction during the entire duration
of winter dormancy. We found the length of the latter to be 140 to 150 days.
This applies to the leaf buds, while the winter rest of the staminate and pis-
tillate flowers is shorter. The intensity of budding remains unchanged during
dormancy at temperatures from 10 to 25° C. Higher temperature may con-
siderably shorten the process.

Intensity of budding was found to be higher on shoots kept in natural
light: it was, towards the end of winter dormancy (March 3, 1959), at a tem-
perature of 20° C, 25 per cent in the dark and 32.7 per cent in daylight. Dura-
tion, beginning and termination of the process of budding were identical
in both cases.

Grey poplar (Populus canescens Sm.). Its behaviour during winter
dormancy is essentially the same as that of the white poplar. This similarity
is especially close in the second half of the rest period (Table 5 and Fig. 8).
A temperature around 10° C is most suitable for the breaking of dormancy
for both white and grey poplar.

The effect of natural illumination is the same as in the case of white
poplar (Table 4).

Canadian poplar (Populus canadensis Ménch, var. marilandica Rehder).
Though not indigenous, this tree is widely distributed in Hungary. Heat
treatment elicits a slight response at any time during winter dormancy which
lasts 130 to 150 days.

White, purple and almond willow (Salix alba L., S. purpurea L., S.
triandra L.). The winter behaviour of these three species is closely similar.
Leaf buds can be induced to sprout at any time during dormancy, though
not more than 10—15 and exceptionally 20 per cent. The long winter rest of

6%
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the leaf buds lasts 130 to 150 days; from the 120th day 50 or more per cent
of the leaf buds can be induced to sprout. A temperature exceeding 15° C seems
to be best suited for the breaking of dormancy in all three species at issue.
Even a temperature of 10° C suffices for the termination of dormancy in the
case of the purple willow. That the last-named species requires less heat than
the others is proved by the observation that the leaf buds of Salix alba and
S. triandra do not respond to a temperature of +5° C, while Salix purpurea
reacts with growth in 2.7 per cent of the buds.

W hile the percentage of budding is essentially equal in light-treated shoots
and those keptinthe dark as regards both Salix alba and S. triandra, the purple
willow behaves differently also in this respect: the percentage was 51.8% for
shoots kept in darkness and 67.2% for those kept in natural light. Values



WINTER DORMANCY OF HUNGARIAN TREES AND SHRUBS 379

+5 +10 +7  +20  +25C°
0255075200 e

Alnus glutinosa  j------
40- ]
20
0lJ
Quercus robur
rzi

J_ 11— 3-1+-1 1

I Sol/x alba

Sa/ix triandra
40

70

Salix purpurea

(03
b

Fig. 7. a—b. Duration and rate (percentage) of budding at different temperatures. Trial

started on January 14, 1959. Temperatures applied in the different experiments are indicated

on the abscissa, duration of budding is indicated on the ordinate. Per cent of responding
leaf buds shown by dark strip

regarding the duration of budding are the other way round: it took twice as

much time in daylight as in darkness.

Narrow-leaved ash (Fraxinus angustifolia Vani). Its winter dormancy
lasts 140 to 150 days. The percentage of budding induced at 20° C was neg-
ligible during the whole rest period of 1959. It amounted to 5.2 percent during
the 20 to 30 days immediately following leaf-fall and to 18.4 per cent in the
material collected on the 40th day, the latter percentage being the highest
we obtained during the entire period of rest. Our experiments lasted 120 days
during which five samplings were made, and the percentage of budding did not
exceed 20% in any of the series. Fraxinus angustifolia must therefore be re-
garded as a tree undergoing a long and deep rest. A series of experiments,
begun on January 14, i.e. in the second half of winter dormancy, had the ob-
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ject to ascertain the temperature best suited for breaking the winter rest.
Temperatures between 15 and 20=C seemed to be most suitable for this purpose
at the given time, although the results we obtained were rather fluctuating
(+ 5° C: 0.1%; +10° C: 14.5%; +15° C: 21.1%; +20° C: 12.6%; +25° C:
21.3%).

The intensity of growth proved to be higher (21.3 p. c.) in natural
light than in the dark (15.7 p. c.). The duration of budding was 24 days in
daylight against 19 days in darkness; it began on the 14th day in both
cases.

English elm (Ulmus campestris L.). A typical representative of trees
with a long rest period. Heat-treatment failed to elicit any response during
the autumn period immediately following defoliation. Response was very
slight during the winter period. The percentage of leaf buds responding to heat-
treatment was not more than 27.1% even in the material collected on the
120th day. Winter dormancy lasts, according to our observations, at least 140
to 150 days.

A temperature of —15° C seemed to induce the highest rate of budding
(17.1 p. c.) in the material collected on January 14, 1959. However, values
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Fig. 8. a—b. Duration and rate (percentage) of budding in trials started at different times.
Abscissa: per cent of responding leaf buds (I — Nov. 19, 1958; Il — Dec. 10, 1958; Il — Dec.

30, 1958; IV — Jan. 14, 1959; V — Feb. 3, 1959; VI — March 3, 1959). Ordinate: duration of
budding. Dark strip: per cent of responding leaf buds in the various experiments

obtained at other temperatures were not very different (11.4 p. c. at 10° C and
14.7 p. c. at 20° C). Lower and higher temperatures seem to be still more un-
favourable even for a partial interruption of the rest period since -(-5° C elicited
no response, while the rate of budding was 7.1 per cent at 25° C.

The intensity of budding was twice as high in natural light as in darkness
(at 20° C), so that the effect of light seems to be here a decisive factor in the
breaking of dormancy (Table 4).

Monogynous hawthorn (Crataegus monogyna Jacq.). This is a shrub
needing a rest period of 100 to 120 days. Even vigorous heat-treatment was
incapable of breaking the rest of shoots kept in dark during the first month
after defoliation. A temperature of 20° C elicited a response in 1.1 per cent
of the leaf buds on the 40th and in 22.6 per cent on the 90th day of cold treat-
ment. Winter dormancy terminates on the 100th to 120th day under natural
conditions when a temperature between 10 and 20° C of 7 days’ duration
induces the process of budding. Optimum temperature for budding is about
10° C. Growth is approximately equal in the dark and in daylight (88.8 and
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87.9 p. c., respectively). Nor did we observe essential difference between the
two categories in respect of the time and duration of budding.

Dog rose (Rosa vanina L.). About 2 to 6 per cent of the leaf buds can be
induced to sprout by heat treatment as soon as at the end of the autumn period
of “hardening”.To obtain a higher percentage, a natural chilling below freezing
point for 70 to 80 days was found to be necessary. After this, a treatment with
heat of 20° C forced 17 to 20 per cent of the buds to open. The rest period of the
leaf buds lasted 120 to 140 days in 1958—59, a length of time that may be
regarded as typical. The rate of budding on shoots collected on the 120th
day wras 69.3 per cent. The rate obtained at +20° C in the preceding series,
collected on the 95th day after leaf-fall was not more than 17.2 per cent.
A temperature between 10 and 20° C seemed to be most suitable for breaking
the dormancy of the dog rose. About 20 per cent budding was observed at such
temperatures during the winter rest. Lower and higher temperatures proved
to he less favourable: the rate of budding did not exceed 6 to 10 per cent
in the series established on January 14. Growth started on the 25tli day at a
temperature of 5° C, on the 26th day at 10° C, but already on the 7th day
at a temperature of 15° C.

Shoots of dog rose kept at 20° C behaved exactly alike whether they
w'ere in darkness or in natural light, in respect of both intensity and duration
of budding (Table 4 and Fig. 6).

Cranberry tree (Viburnum opulus L.). Heat-treatment (20° C) elicited
a response in 3.6 per cent of the leaf buds immediately after defoliation.
W inter dormancy lasts 100 to 120 days. Heat-treatment (20° C) induced a
response in 25 per cent of the buds during deep rest. Heat-treatment applied
after 100 to 120 days definitely breaks winter dormancy, with a 85 to 80 per
cent rate of budding. Thenceforth budding of heat-treated shoots can be
initiated as soon as on the 4th day.

Temperatures from 10 to 15° C are most appropriate for breaking the
dormancy of the cranberry tree: 40 to 43 per cent of the leaf buds respond
to such temperatures during winter rest, while a temperature of +5° C elicits
no reaction, 20° C elicits response from 18.5 and 25° C a response from 11.7 per
cent of the leaf buds.

The rate of budding in the material collected on January 14, 1959 seemed,
at a temperature of 20° C, to be twice as high in darkness as in natural light.
This informative result, however, justifies no definite conclusions.

Conclusion

Observations in the field and laboratory experiments, conducted for a
period of three years, concerning the behaviour of 19 species of trees and shrubs
during winter dormancy have enabled us to form a comprehensive picture.
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Yet, a number of factors influencing the rest period need further elucidation.
While publishing the above data, we emphasize the necessity of additional
laboratory experiments. We propose the installation of microclimatic cabinets
which will allow the precise control of temperature, light and humidity to
enable us to obtain further data in substantiation of our findings. Meanwhile,
phenological observations, made at frequent intervals during the whole year,
will be continued.
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DIE WINTERLICHE RUHEPERIODE UNGARISCHER BAUM- UND STRAUCHARTEN
I. Baume wund Straducher der Auenwalder

Die Untersuchung der Ruheperiode von Baumarten der Auenwadlder bildet einen Teil
der seit 10 Jahren betriebenen synékologischen Forschungen. Die Kontrolle des in regel-
maRigen, bestimmten Zeitrdumen gesammelten Untersuchungsmaterials erfolgte im Laufe
der unter Laboratpriumsbedingungen durchgefiihrten Untersuchungen mittels taglicher
Zahlung in auf verschiedene Temperaturen (+ 5, +10, +15, +20, +25, +30° C) eingestell-
ten Thermostaten.

Im ersten Abschnitt der Versuchsreihe waren die Verfasser bemitht, auf die Rolle
der Temperatur bei der Unterbrechung der Ruheperiode hinzuweisen. Gem&R den Untersu-
chungsergebnissen konnen die in Ungarn endemischen Baumarten der Auenwdélder auf
Grund der Merkmale ihrer Ruheperiode in zwei Hauptgruppen eingeteilt werden:

1. In vollstandigem oder teilweisem Zwangsruhezustand dberwinternde B&aume und
Straucher. Diese befinden sich zur Zeit der winterlichen Ruheperiode in einem Zwangsruhe-
zustand und kdnnen in einem beliebigen Zeitpunkt der Ruheperiode zu einem bedeutenden
Prozentsatz zum Treiben gebracht werden. Zu dieser Gruppe gehdren: Frangula alnus Mirur.,
Sambucus nigra L., Populus nigra L., Rubus caesius L., Cornus sanguinea L.

2. B&ume und Stréucher mit natirlicher Tiefruhe. Diese Arten erfordern zur Zeit der
winterlichen Kélteperiode einen mehr oder weniger grofen KaélteeinfluR. In Abhéngigkeit
von der Art (ferner von Standortsbedingungen, sowie individuellen und Alterseigenschaften)
bendtigen sie eine Ruheperiode von charakteristischer Dauer und Intensitdt. W dhrend dieser
Periode kdénnen sie bei einer beliebigen Warme- oder Lichteinwirkung nur in einem minimalen
Prozentsatz zum Treiben gendtigt werden. Hierher gehdren: Ainus glutinosa (L.) Gartn.,
Ainus incana (L.) MONCH., Quercus robur L., Populus alba L., Populus canescens Sm., Salix
alba L., Salix purpurea L., Salix triandra, Fraxinus anguslifolia Vaht., Ulmus campestris
L., Crataegus monogyna Jacq., Rosa canina L., Viburnum opulus L.

3VIMHWI MEPUOJ, MOKOA BEHIEPCKWX APEBECHbIX W KYCTAPHUKOBbIX
MoPo/,

I. epeBbA U KYCTAPHWUKW MNOMMEHHbIX N1€COB

M3ydeHne nepuoga MOKOA [PEBECHbIX MOPOA MOMMEHHbIX NecoB MpeAcTaBnsieT cobow
OflHY 4acTb MPOBOAVMbIX B TeyeHne 10 NeT CUHIKO0rMYeCKMUX nccnefoBaHnin. KoHTponb cob-
paHHOro B CUCTeMaTUYECKMX, OMpefefieHHbIX WHTepBasiax BPeMeHW MaTepuana ocyLLecTBAAN-
cA npu nabopaTopHbIX YCMOBUAX eXeAHEBHbIMW MOACHETAMWU B YCTAHOBJ/IEHHbIX Ha pasnuny-
Hble TemnepaTypbl (+5, +10, +20, +25, +30° C) TepmocTaTax.

B nepBoli cTagMu OMbITHON Cepuy aBTOPbI CTapaivCb yKasaTb Ha posib TemnepaTypbl B
npepbiBaHUN Nepuoga Mokosi. CornacHo Mony4veHHbIM pesynbTatam BeHrepcKue 3HAeMUYecKue
[peBecHble MOPOAbl MOVMEHHbIX /IECOB MOXHO Ha OCHOBaHWM MNPU3HAKOB MX Nepuoga MoKosi
OTHECTM Ha [Be [/MaBHbIX rPynnbl:

1 [epeBbs M KyCTapHWUKKW, Nepe3nmytolime B COCTOAHWUM MOAHOrO MAU YaCTUYHOTO Npu-
HYAUTEeNbHOro Nokos. Bo Bpems 3MMHEro nepuofa MOKOS OHW HaxofATcs B NPUHYAUTENbHOM
MoKoe, M X MOXHO B /It060 MOMEHT Mepuofa MOKOS B 3HAYMTENIbHOM MPOLEHTe NPUBECTU K
pacnyckaHuio nouek. Ciofa OTHOCATCA cnegytolme nopogpl: Frangula alnus Miri., Sambucus
nigra L., Populus nigra L., Rubus caesius L., Cornus sanguinea L.

2. [lepeBbsi M KYCTapHWUKW C eCTECTBEHHbIM FNy6OKUM MOKOeM. 3TWU Mopofbl TpebyroT
BO BpPeMS 3MMHEro XO0MO0AHOro nepuoga 60/ee UM MeHee 3HAYUTEeIbHOMO BAIMAHUA X0/104a.
B 3aBMCMMOCTM OT MOPOAbl (YCNOBUIA MecTa MpomspacTaHus, Kak U MHAUBUAYasbHbIX, U BO3-
pacTHbIX 0COBEHHOCTEN) MM HeobXoAuM MepPUOA MOKOSA C TUMWYHOW MPOAO/HKUTENBHOCTBIO U
WHTEHCMBHOCTbIO. B TeueHne 3TOro nepuoja MX MOYKOBAHWA MOXHO AOCTUTHYTb NpuU 1t060M
TeMnepaTypHOM WM CBETOBOM BO3[AEACTBUM TO/IbKO B MUHMMaNbHOM npoueHTe. Cioga OTHO-
catca: Ainus glutinosa (L.) Gartn., Ainus incana (L.) Ménch., Quercus robur L., Populus
alba L., Populus canescens Sm., Salix alba L., Salix purpurea L., Salix triandra L., Fraxi-
nus angustifolia Vani., Ulmus campestris L., Crataegus monogyna Jacq., Rosa canina L.,
Viburnum opulus L.

Vera Karpati, VAacratot, Hungary.
Istvan Karpati, VAacratét, Hungary.
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Summary

Investigations were carried out to see how microorganisms follow the laws of thermo-
dynamics. The technique of redox potential measurement was used for the purpose. Results
show that these laws are applicable only when H is replaced by the temperature characteristic
fi. Or putting it differently: microorganisms do not conform to the thermodynamic laws
as physical systems do unless the particular formula is adapted for use with biological systems.

Since the# organisms appear to have an optimal temperature range in which the fall
in redox potential is maximal within a time-unit, the technique employed in this work could
probably be used as an aid in classifying microorganisms.

Bacillus coli cultures were incubated at various temperature levels.
Higher temperature means more heat. To be exposed to higher temperature
means to be forced to take up energy in the form of heat, while lower tempera-
ture means loss in energy. These investigations intended to find out what the
organisms do, how they react to the excess or to the loss of energy. Do they
behave like physical systems or have they something characteristic of the
biological systems?

Methods

The method adopted was the recording of redox potentials developed in the liquid
bacterial culture medium. For recording an electrical pH meter was used. The culture medium
was McConkey’s double broth. The medium was inoculated with 0.25 ml of a 40 hours old
Bacillus coli culture. Ten tubes were used. Five tubes were inoculated and incubated at 11.1° C,
21.7° C, 30° C, 37° C, and 45° C (these will be referred to as Expérimentais), while the
other five were left sterile and kept at the same temperatures and served as blanks. (For
the sake of simplicity 10° C and 20° C will be used instead of 11.1° C. and 21.7° C.) The results
obtained were plotted on a graph in the co-ordinates system, mV potentials on the ordinate,
time on the abscissa in Fig. 1, and mV potentials on the ordinate and temperatures in the
abscissa in Fig. 2. The maximal changes and their times are shown in Table 1. Readings high-
er than the starting-point are marked with “—" sign. The mode of interpretation of
these results was discussed at length by the author elsewhere [6].

Results

Fig. 1 and Table 1 demonstrate that at 10° C, no activities take place,
the curve is very similar to the blank. A slow gradual fall after 32 hours is
probably caused by the dying organisms. It is observable in all tubes at the
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same time, but the blanks. While at 20° C — after 10 hours — the process is
gradually developing, the most vigorous changes occur at 37° C and 45° C.

Or else, the decrease in mV nearly reaches

its maximum

in the 37—45° C

Fig. 1. Redox potential changes of B. coli cultures at various temperatures: 10° C (-—--) 20° C
(—— —),3°C(-~-———-—),37°C(— — ), 45° C (—me— ).Thin curves represent the blanks

group when the other two groups are about to start. The maximum potential
difference after a 10° C increase in temperature from 20 to 30° C is nearly

doubled.

Table 1

Temperature mV maximal change
in C Expérimentais  Blanks
10 7 - 6
20 58 5

30 120
37 103 -13
45 114 -13

Time in hours

Expérimentais

10
30
22
22
10

Blanks

34
40

8
24
22

Fig. 2 gives the results of the redox potential changes against the various

temperatures at various times: 0—4—8—12—16—20 hours after

the ex-

periment started. There is a steep in mV between 30 and 45° C after 4 hours,
while practically nil between 10 and 30° C. This part of the curve goes nearly
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parallel with the 0 hour line. After 8 hours activity starts already at 20° C,
12 hours depicts a picture identical with the 8 hours culture up till 20° C, then
decreasing rapidly and follows the path of the 16 and 20 hours curves. There
is little difference in the curves of this latter group. After 16 hours considerable
potential changes take place even at 10° C.

Fig. 2. Redox potential changes of B. coli cultures at various temperatures and at various
times: 0 (.o ). 4 (- ), 8(— — —), 12 (— e+ —), 16 (—e*—), 20 (—...—) hours

Discussion

The majority of chemical reactions in physical (not biological) systems
is increased in rate by increase in temperature. For a non-biological system
a second order reaction would be:

H
In K =
dt RT*
where R = gas constant
T = absolute temperature

K = velocity constant.
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A glance at Fig. 1 will be enough to prove that this is not the case in
biological systems. In these systems

H is replaced by uy = E.
H = heat of reaction (cannot be applied to biological systems)
LL = temperature characteristic of Arrhenius constant.

It gives the “energy of activation”, i. e. the amount of energy needed by
a mole of the substrate to be brought into a “reacting state”.

Biological systems in activity do not generally give a straight line when
plotted, but a curve; with increase oftemperature the value of /1 often falls [2]
and since H in these systems has to be replaced by /i, they do not and they
cannot behave like physical systems; they live their own life, distinct from the
physical systems and have their own characteristics.

The effect of temperature on growth was investigated among other
organisms [4, 5] on B. coli [1]. The growth was plotted as “generation time”
against temperature and it was found that

1. At 10° C, there is no growth at all;

2. At 20° C there is some growth present;

3. At 30° Cthe growth is approximately doubled for the 10° C increase
from 20—30° C [1, 3];

4. Between 30—45° C the growth was the quickest, showing hardly any
difference in the extent of growth [2].

The curves of the systems at various temperatures (Fig. 1) when com-
pared with each other do not show any regularity in the velocity of the reactions,
but are rather suggestive of “preferential grouping”: they show preference
towards certain temperatures, at which their growth, metabolic activities,
appear to be optimum. The graph does not present straight lines, but curves
with a maximum range in them. And this is significant because this maximum
expresses the preference, the likes and dislikes of the system; these are char-
acteristics of the living system as compared with the straight line of a phys-
ical system expressing an inanimated existence, a strict obedience to the
physical laws of nature.

In Fig. 2 the mV potentials were plotted against the temperature. Here
again a preferential temperature range is in existence. The explanations
suggested for Fig. 1 hold valid for Fig. 2 as well.

Both graphs indicate that the “optimum range” is between 30—45° C,
giving strikingly the same results as the ones obtained in sarker's experi-
ments [1]. Altogether, the results obtained by the redox potential technique
are very similar to those found by the other workers using different techniques
as summarized in the four points enumerated above. This also suggests
close relationship between growth and redox potential.



EFFECT OF TEMPERATURE ON TUE REDOX POTENTIAL IN BACTERIAL CULTURES 391

The distribution of the curves of the graphs presented here is charac-
teristic of organisms living at body temperature; human saprophytes and
pathogens.

Soil bacteria and other types of microorganisms would show a different
distribution according to their preferences. Therefore the method would be
well worth trying for qualitative evaluation of microorganisms. The preference
shown by the organisms is most probably determined by the enzymes present
and by the characteristics of the certain organisms.
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DIE WIRKUNG DER TEMPERATUR AUF DAS REDOXPOTENTIAL IN
BAKTERIENKULTUREN

Eswurde untersucht inwieweit die Mikroorganismen den GesetzméRigkeiten der Thermo -
dynamik folgen. Die Untersuchung des Redoxpotentials sollte auf das obige Problem Anwort
geben. Es stellte sich heraus, daB die Gesetzte der Thermodynamik nur dann auf Mikrorganis-
menkulturen verwendet werden kdénnen, wenn das H durch die Temperaturcharakteristik
fl ersetzt wird. Mit anderen Worten: die Mikroorganismen folgen den thermodynamischen
Gesetzen der physikalischen Systeme nur wenn eine spezielle, vom Gesichtspunkt der biolo-
gischen Systeme ausgearbeitete Formel verwendet wird.

Da die Organismen Uber ein optimales Temperaturintervall verfigen, in dem die
Abnahme des Redoxpotentials innerhalb der Zeiteinheit maximal ist, kann die in der vor-
liegenden Mitteilung verwendete Technik in der Klassifizierung der Mikroorganismen offenbar
behilflich sein.

OENCTBUE TEMMEPATYPbl HA OKWUC/INTE/IbHO-BOCCTAHOBUTE/IbHbIW
MOTEHUMAN B BAKTEPUNANIbHbLIX KYJ/IbTYPAX

MpoBOAMAUCL WCCMEAOBAHUS ANA BbISACHEHWUS BOMpPOCa, KakKuM 06pasoM MUKpoopra-
HU3MbI MOANEXAT 3aKOHAM TepMOAUHAMUKM. [N 3Tol LieNn NpUMeHsIach TeEXHUKa U3MepeHus
OKWCNUTE/IbHO-BOCCTAHOBUTE/ILHOTO MOTeHUMana. Pe3ynbTaTbl MOKasbIBalOT, YTO 3TU 3aKOHbI
NPUMEHNMbI TOMIbKO B TOM C/lydae, ecim H 3aMeHsieTcs XapaKTepuCTUKOW TemnepaTypbl /.

7 Acta Biologica XI 1.
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LpyrvMiy croBamn: MUKPOOPraHM3Mbl B MPOTMBOMOMOXHOCTL (PU3NUECKUM CUCTEMaM He Mof-
nexaT 3aKoHaM TepMOAMHAMUKW, eCNU creunanbHas (opMyna He aganTupyeTcs Ans npumMe-
HEHUA K 6MOMOrMYECKUM CUCTEMAM.

BBMAy TOro, YTo OpraHv3Mbl MOBWUAMMOMY 06/1a4al0T ONTUMANIbHON  BENMUMHON TeM-
nepatypbl, MNpyY KOTOPO YMeHbLUEHVWEe OKWUC/IUTENIbHO-BOCCTAHOBUTE/ILHOIO MOTeHUMana B
npeaenax eauHULbl BpeMeHy 6blBaeT MaKCUMa/bHbIM, BbILLIEONMCAHHAS TEXHWKA MPeAnooXu-
TeNbHO MPMMEHMMa B KauecTBe BCMOMOraTe/lbHOro MeTofa Mpu Kiaccupukauum MUKpoopra-
HM3MOB.

S. Zador, Bethnal Green Hospital, Cambridge Heath Rd., London,
E. 2. England.
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Summary

During the development of the male inflorescence of Zea mays, the components of
hound amino acids are altering quantitatively. The changes of concentration of the respective

amino acids are often antagonistic.
Proteins of the developing male inflorescence contain much less prolin, than those of

the developed one and the pollen.
The glutamic acid concentration of protein is relatively high, while aspartic acid is

totally absent, a fact which is worthy of note.

Apart from transitional alterations, there is no essential quantitative or qualitative
change in the concentration of bound amino acids of the male inflorescence, while its weight
increases thousandfold. The relatively high and increasing concentration of a-alanine forms
an exception.

Introduction

Experiments have been carried out for a long time about the differenti-
ation of shoot-meristemes; that is, the development of shoot apices into gener-
ative organs, these experiments having the purpose of elucidating the manner
of photoperiodical reaction, the sexualization and the onto-phylogenetical
connections.

The onto-phylogenctical morphogenesis is examined by the majority
of authors by external-morphological and histological methods. The metab-
olism of protein, belonging to the manner of photoperiodical reaction and the
physiology of sexualization was investigated in relatively few works [5, 21, 22].
Some authors examined the connection between male sterility and amino
acid composition [7, 10].

In view of the fact, that the last mentioned works involved researches
performed on totally different kinds of plants, and were restricted to the
examination of free amino acids, it seemed justified to extend our experiments
to objects important from the point of view of economics and to the analysis
of bound amino acid.

We consider the investigations of physiological changes during the
development of the male inflorescence of Zea mays as preparatory to the
study of compatibility —incompatibility and male sterility.

7*
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Material and method

The strain “Martonvasar C—5” of Zea mays was grown near Budapest at the Biological
Station of Alsdgdd in 1958, under natural photoperiodical conditions in the field. The shoot
apices of the principal axis of maize plants were prepared with an ophthalmological scalpel.
The shoot apex was separated. The first, second and third internodes from the top were left
together, the fourth, fifth and sixth ones were cut. The weight of the several parts was measured
separately in measuring bottles on an analytical balance. The material to be examined was
divided into six groups according to the weight of the growing point or the male inflorescence,
respectively (Table 1 and Fig. 1).

The shoot apex and internodes connected with it were stored after fixing in 96 p. c.
ethanol. The material was homogenised with glass-powder in a mortar, then centrifuged and

Fig. 1. Male inflorescence of maize, arranged weight classes 1 to 6

the bound amino acid was set free from the rest according to Levy and Chung [19]. The method
applied by us differed from the original in so far as we gave the Ba(OH)2in form of powder
to the examined matter: 0.5 gm. per combustion tube and H20 too; furthermore, removing
of Ba-ions was with a C02stream, forming BaC03. The hydrolisate was evaporated on water
bath. The lipids contained in the evaporated matter were removed by washing with petrol-
ether. The dry rest was dissolved in 50 p. c. ethanol, amino acid analysis was effected from
a part corresponding to 20 mgm fresh matter.Acid hydrolysis could not be carried out because
of shortage in material. Despite this, the trend of change in the concentration of serine and
lysine is evident.

Bound amino acids were analysed by paperchromatography, on two-dimensional
chromatograms, according to Levy and Chung [19]. The quantitative determination of each
amino acid was based on circular chromatograms, in accordance with the method of Fischer
and Dorfel [9]. In several experiments authentic samples of amino acids were also run in
the ring chromatograms. The extinction values were referred to 20 mg of fresh material, after
dissolving the cuprous complex in 5 ml of ethanol and carrying out the measuring with S5
filter in 1 cm cuvette. Extinction coefficients were expressed in a-alanine, and these values
are reported. The data correspond to samples originating from three parallel weighings. Each
sample was run 2 to 6 times in a parallel arrangement, according to the available quantity.
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Results

The formation of the weight of the male inflorescence and of the nodes
and internodes below it, during growth, gives information about the course
of the outer differentiation of the primary axis.

The data of Table 1 clearly show the fact — important from the point
of view of morphology — that the principal axis narrows markedly at the
4th internode from the top.

Errors are in many cases large enough. This was caused partly by the
small number of individuals investigated (Table 1), partly by the fact that the

Fig. 2. The change of extinction of bound-amino acid of male inflorescence of maize, during
development. Extinctions expressed as a-alanine units. Ordinate ; extinction through S53
Abscisse : The average weight of the inflorescence in logarithmic scale in the various groups

rapid differentiation of shoot apices resulted in a quick exhaustion of individ-
uals belonging to the low weight class.

In the male inflorescence — belonging to weight classes 1 to 6 — of
Zea mays, the following bound amino acids were proved by circular and two-
dimensional chromatograms: cystine-cysteine, glutamic acid, serine, glycine,
lysine, arginine, histidine, a-alanine, tyrosine, valine, isoleucine, leucine,
proline. The absence of aspartic acid is worthy of note.

From the amino acids demonstrated the quantitative changes of glutamic
acid, serine, glycine, lysine, a-alanine, valine and leucine, are compared on the
basis of their extinctive coefficient in the weight classes 1 to 6. These amino
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Fig. 3. Bound amino acids of 30 mg fresh matter from the first weight class. 1 — cystine-

cysteine, 3 — glutamic acid, 9 — serine, 10 — glycine, 11 — lysine, 13 — arginine, 14 — his-
tidine, 15, 16 — a-alanine, 17 — tyrosine, 21 — valine, 22 — methionine?, 25, 26 — isoleucine-
leucine

Fig. 4. Bound amino acids of 40 mg fresh matter from the second weight class. 1 — cystine-

cysteine, 6 — glutamic acid, 7 — serine, 8 — glycine, 9 — lysine, 11 — arginine, 12 — histidine,

13, 14 — a-alanine, 15 — tyrosine, 18 — valine, 19, 20 — isoleucine-leucine, 21 — proline,
22 — oxyproline



'S »
22

No. of

individ-

uals

58

22

21

16

Table 1

Changes in the weight of the male inflorescence of maize and ofthe nodes internodes below the same

Weigit of
Limits_of weight of Weight of male inflores- 1_'otal weight of male
male inflorescence cence; mg +s 1+2+3 4 5 6 inflorescence + 1—6.
mg ’ internodes; mg +e

internodes; mg +s

0.1- 10 4.12 2.72 543 £+ 2.56 4.72 + 2.35 8.15 =+ 5.23 14.14 + 8.78 36.14 19.00
10.1- 30 1561 5.10 7.73 £ 4.84 6.36 + 3.16 11.84 + 7.81 21.93 13.42 66.31 * 33.80
30.1— 100 57.51 20.93 11.81 + 4.47 9.66 + 4.12 17.39 £+ 7.78 32.56 17.94 130.60 * 42.25
100.1- 400 185.12 + 57.92 17.98 + 7.68 13.07 + 5.60 27.43 + 18.97 42.27 =+ 20.71 290.56 * 83.05
400.1-1.000 599.25 190.00 30.02 £ 10.77 28.38 £+ 9.54 55.52 + 24.58 110.13 + 60.90 1008.00 = 631.00
1.000< 3450.00 £ 1290.00 947.30 =+ 11.14 98.02 = 37.80 205.60 + 59.40 479.71 + 249.00 4 708.00 + 1660.00

NOILISOdNOD (110 ONINY ANNOE IHL 40 SIONVHO FHL
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acids were present in each case, the others — according to the quality of the
chromatogram — were not always capable of quantitative assessment. The
guantitative changes of the seven amino acids mentioned are shown in Figs.

2 to 6. The proportional numbers by which — according to Linskens’ [20]
converted datas — identical extinctions can be obtained, are as follows:

1,00 = a-alanine 1,67 = lysine -2HC1
1,08 = serine 1,75 = arginine
1,33 = leucine 2.42 = glycine
1.58 = valine 2,50 = isoleucine
1.58 = glutamic acid 3.42 = tyrosine

Serine and lysine run parallel, according to the extinctive coefficients,
in the 2nd weight class, but in classes 2 to 5 lysine exceeds serine, and, com-

Fig. 5. Bound amino acids of 40 mg fresh matter from the fifth weight class. 1 — cystine-
cysteine, 5 — glutamic acid, 6 — serine, 7 — glycine, 8 — lysine, 9 — a-alanine, 10 — tyrosine,
12, 13 — histidine, 14 — proline, 15 — valine, 16 — isoleucine-leucine

paring classes 5 and 6, the quantity of serine is greater than that of lysine.
However, in the first class lysine goes significantly over the values of serine.

The lines of glycine and lysine are running in a fairly uniform way in all
classes, although lysine diminishes stronger as glycine from the class 4 on.
The values of glycine exceed in all cases those of lysine.
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The quantitative changes of leucine, a-ulanine and glutamic acid are
of the same direction in classes 1 to 5: each reaches its maximal value in class
2, showing a second maximum in class 5, after that the quantity of leucine
and especially that of the glutamic acid diminishes rapidly. On the other hand,
a-alanine shows a strongly ascending tendency surpassing the maxima hitherto
observed; from class 5 on, the turn is antagonistic in comparison with that of
leucine and glutamic acid.

Fig. 6. Bound amino acids of 60 mg fresh matter from the sixth weight class. 1 — cystine-

cysteine, 6 — glutamic acid, 7 — glycine, 8 — serine, 9 — lysine, 10 — arginine, 11 — his-

tidine, 12,13 — a-alanine, 14 — tyrosine, 17,18 — valine, 19,20 — isoleucine-leucine, 21 —m
proline, 22 — oxyproline

Valine rises quickly in classes 1 and 2, like leucine, a-alanine and glut-
amic acid; comparing classes 2 and 3, it decreases, like the above mentioned
compounds. Its course is antagonistic in the transition from classes 3 to 5,
compared with the compounds in question; it reaches maximal value in class 4,
while the other three show their minima. Valine diminishes parallel with gly-
cine and lysine from class 4, and from class 5 on, parallel with leucine too.

The essential changes of amino acid content between classes 1 and 2
— according to the comparison of lines of different type — are: a) the quantity
ofvaline, leucine and glutamic acid increases rapidly, while that ofthe a-alanine
moderately; b) the quantity of glycine and lysine decreases quickly. Maxima
are shown in the case of a-alanine, glutamic acid and leucine in class 2. In class
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4 serine, glycine and valine give maxima, while here a-alanine, glutamic acid
and leucine diminish for the first time. Glutamic acid and leucine have second
maxima in class 5. From this class on — excepting the increase of a-alanine —
all other amino acids diminish quickly, approaching (as serine, glycine) or
surpassing (as lysine, glutamic acid) the small value of class 1. It is only in the
case of a-alanine, valine and leucine that the amounts shown in the first class
are surpassed essentially in class 6.

In our experiments proline was present in detectable amounts in each
case, but its quantity did not even come near to that found in the developed
inflorescence and pollen.

Discussion

The differentiation and sexualization of the shoot apex is in close con-
nection with the manner of photoperiodic reaction and its effect on metabolism.
The morphogenetic effects of photoperiodism relating to Zea mays were in-
vestigated by several authors [1, 2, 14, 15, 16, 18, etc.], but the effect on
protein-metabolism of the shoot apex was not examined. As it is known, pro-
tein-metabolism is increased by short-wavelength light — especially blue and
violet [4, 30, 31]. Maize, indeed, for the development of normal male inflo-
rescence requires not only long days, but also light relatively rich in short-
wavelength radiation. Thus the knowledge of protein-metabolism going on
during the development of male inflorescence is not devoid of interest.

According to the free amino acid analyses, completed on samples of
Kalanchoe blossfeldiana short-day plants, which were partly induced photo-
periodically and partly not, the concentration of aspartic acid and a-alanine
of the shoot region of vegetative (i. e. long-day) individuals is much greater
than in the developed inflorescence of short-day induced plants. Similarly,
in all over-ground organs the concentration of aspartic acid is much lower than
that of glutamic acid and a-alanine, hut the quantity of aspartic acid in the
root surpasses the concentration of the two other compounds mentioned.

The protein analysis of the youngest leaves of the shoot region of Ka-
lanchoe blossfeldiana's photoperiodical induction shows [22] fluctuations in the
concentration data of certain amino acids. The change of concentration is not
definite for each amino acid between the first and last day of induction.

As for the initial and final concentration of bound amino acids of the
developing male inflorescence of Zea mays, in our present test we can make
similar statements. In spite of the fact that the weight of this organ increased
thousandfold, the concentration of many amino acids does not alter essentially.
According to the results of our tests, proteins of the male inflorescence of
maize are conspicuous in containing much glutamic acid and a-alanine.
Aspartic acid is at the same time totally absent, although significant quantity
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of it is present among free amino acids in the over- and under-ground adven-
titious roots of Zea, furthermore in its stalk [6]. Moreover, aspartic acid is
contained in its free form in the shoots of 4-day-old maize [8], notwithstanding
the fact that in this case the mass of the shoot apex is negligible in comparison
with the quantity of stalk and foil.

The above-mentioned data seem to suggest the possibility that absence
or presence of certain amino acids may be typical of both the condition of
development by stages, and organic metabolism of the plant. Our finding is
also in connection with this idea, namely, that the quantity of proline is much
smaber in the developing male inflorescence than in the developed one or in the
ripe pollen. This might be — according to some researches [26, 29, 28] — the
result of the y-aminobutyric acid —mglutamic acid —» proline set of reaction.
This is supported in our case by the rapid decrease of the quantity of glutamic
acid at the end of weight classes 5 and 6, which latter is immediately followed
by the ripening of pollen.

Our interpretation of the phenomenon of male sterility is that its gene-
tical ground manifests itself physiologically in increased sensibility in the
photo- and spectro-phase. As a result of increased photo-sensibility, the plant
reacts with sterility to unfavourable conditions of light. This must be reflected
by the protein metabolism, for the demonstration of which experimental data
are available [7, 10, 11, 12].

From the relatively high quantity and increasing tendency of a-alanine
in protein, we are concluding that glycolysis is intensive and supplies the
protein-synthesis with sufficient quantity of free a-alanine. On the other hand,
the high glutamic acid content does not according to recent results [24], prove
undoubtely the intensive run of citric acid-cycle. It seems, namely, on the basis
of the experiments carried out with 14C02 that glutamic acid does not orig-
inate in a-ketoglutaric acid.
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VERANDERUNG DER PROTEINAMINOSAUREKOMPONENTEN DES ZUR MANN-
LICHEN BLUTE SICH ENTWICKELNDEN SPROSSVEGETATIONSPUNKTES DES
MAISES WAHREND DER DIFFERENZIERUNG

W ahrend der Entwicklung der ménnlichen Blite von Zea mays verdndern sich die
Aminosdurekomponenten der Proteine quantitativ. Die Konzentrationsverdnderungen der
einzelnen Aminoséduren sind oftmals antagonistischer Richtung.

Die Proteine der sich entwickelnden Bliite enthalten wesentlich weniger Prohn, als
die schon entwickelte Blite und als der Pollen.

Die Glutaminsaurekonzentration der Proteine ist relativ hoch, der vollige Mangel an
Asparaginsédure ist hingegen auffallend.

W ahrend die Gewichtszunahme der méannlichen Bliite eine tausendfache ist, verandert
sich die Konzentration der einzelnen Aminosduren der Proteine — abgesehen von schwan-
kenden Verdnderungen — nicht wesentlich, weder quantitativ noch qualitativ. Eine Aus-
nahme davon zeigt a-Alanin mit seiner verhéltnismaRig hohen und steigenden Konzentration.
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M3MEHEHMNE AMWHOKNC/IOTHOIO COCTABA TMPOTEMHOB KOHYCA HAPA-
CTAHNA KYKYPY3bl, PA3BMBAIKOWEINOCA B XOAE AN®PEPEHUWMALNW B
MY>XCKOE COLBETWE

B Xofle pasBUTMSI MY>CKOI0 COLIBETUSI KYKYPY3bl aMUHOKUC/OTHBIV COCTaB MPOTENHOB
KO/IMYECTBEHHO M3MeHSIeTCsl. 3MeHeHMs1 KOHLEHTPaLUMU OTAeNbHbIX aMMHOKMC/IOT YacTo aHTa-
FOHWUCTUYECKOrO Hanpas/ieHus.

MpOoTenHbI Pa3BMBAIOLLIETOCS MYXCKOFO COLBETUS COAEPXKalOT 3HAUMTENbHO MeHblLLie
NPO/VH, YeM Y)XXe pasBuUTOoe COLBETME U MblbLibl.

KOHUEHTpaumMsi rnTaMMHOBOM KWCMOTbI MPOTeMHA CPaBHUTENIbLHO BbIiCOKas, M Gpoca-
eTca B r/1a3 MOSIHOe OTCYTCTBME acnaparMHoBON KUCMOTbI.

B TO Bpemsl, KaK MY>XCKO€ COL|BETVE YBE/IMUMBAETCS B BECe B ThbICAYY pas, B KOHLEHT-
pauuM ero MpoTerHOBbLIX aMUHOKMCMOT — HECMOTPS Ha MepexofHble U3MEHEeHWst — CyLecT-
BEHHbIE KO/IMYECTBEHHbIE W KAueCTBeHHble W3MEHEHUS He MPOUCXOAST.

Kiara Szabe, Budapest VIII. Muzeum krt. 4/a. Hungary.
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Summary

The experiments described had the purpose to determine the effect of different con-
centrations of crystalline penicillin on the growth rate and shape of T. pyriformis, strain GL.

As compared with the controls, the number of animals was higher in media containing
500 and 1000 U/ml, and lower in media containing 2000 to 10 000 U/ml penicillin. Animals
grown on penicillin containing media were shorter and narrower than the controls. A change
of shape was due to that length of the animals seemed to be more affected by penicillin than
their width. It is suggested that penicillin influences the SH system and that this influence
may be responsible for the morphological changes.

Ever since Fleming discovered that the active principle of Péni-
cillium notatum, termed by him penicillin, dissolved the colonies of staphylo-
cocci, reports without number have been published concerning the question
as to which pathogens and other microorganisms are promoted or inhibited
in their growth by penicillin. It has been suggested by certain authors, e. g.
by Nickerson [7] in respect of yeast cells, that some of the antibiotics cause
morphological changes in unicellular organisms. Great as the number of these
publications is, the mechanism through which penicillin produces its action
is essentially still unelucidated and we are still unable to tell how penicillin
exerts its bacteriostatic or bactericidal effect.

Kidder and his group [1, 5] performed a number of investigations at the
beginning of the 1950s concerning the culture of Tetrahymena pyriformis and
the composition of the medium needed for its growth. T. pyriformis is known
to occupy a special position by virtue of the fact that it is a comparatively
large unicellular organism and possesses an enzyme system which is exceedingly
similar to that of the higher orders. T. pyriformis seemed, therefore, to be par-
ticularly suited for the study of the action mechanism of penicillin.

Jira [3] and Jirovec [4] found in 1949 that higher concentrations of
penicillin-solution inhibited the growth of Tetrahymena. Later Nardone [6]
demonstrated that low concentrations of streptomycin promoted the propa-
gation of Tetrahymena. Gross [2] observed that, exposed to the action of
chloromycetin and aureomycin, individuals of the T. pyriformis changed
their size and shape as also the rate of multiplication.
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The first object of our experiments was to ascertain changes in the rate
of propagation of Tetrakymena exposed to the action of penicillin. It was hoped
that their results as also further researches following from them would supply
noteworthy data for a wider knowledge in this field.

Method

We employed the generally known methods of cultivation. We started with a single
cell and studied the population derived from it. Initially, the protozoon was transferred to
a medium of calf brain and incubated in the dark at 25° C. The number, shape and size of
the animals were examined 5 days later. Dr. Mutter of the Budapest Medical University
warned us that media of calf brain, prepared at various times, might show different com-
positions. We knew from the afore-mentioned communication of Kidder et al. that a definitely
proportioned composition of various amino acids, vitamins, vitaminlike substances and
inorganic salts was needed for the nutrition of Tetrahymena and that, moreover, any quanti-
tative change in these components might affect the growth, shape and size of the protozoa.
W ith a view to preventing our results being impaired by influences of the medium, we adopted
0.85 per cent peptone as culture medium. It should be noted that the effect of penicillin seemed
to be essentially the same in both cases.

In the experiments for the test of multiplication, 2 cells, each, were placed on sterilized
slides covered with 0.2 ml of the nutrient medium. This done, we added crystalline pulverized
penicillin to the cultures. The doses were so chosen as to obtain cultures containing, respectively,
500, 1000, 2000, 5000, 10 000 and 20 000 U per ml of the medium. Slides with medium con-
taining no penicillin served as controls. Ten test and control cultures were grown at each
level of penicillin concentration. The slides were then placed in a wet chamber and incubated
in the dark at 25° C for 12 hours. After this, we counted the number of animals on the slides
and examined their shape under the microscope. This process was performed ten times so
that the figures given in this paper represent the mean values obtained, each, from a hundred
cultures.

Microscopic inspection showed differences in the shape and size of the animals according
to variations in penicillin concentration. In order to go to the core of the matter we resorted
to mass cultivation. After pipetting 50 ml of nutrient medium into each of several Erlen-
meyer flasks of 250 ml, we sterilized them by autoclaving. This done, each flask was inoculated
with a single protzoon. Incubation in the dark at 25° C during 5 days was followed by the
addition of pulverized crystalline penicillin in such doses as to obtain concentrations of 500,
1000, 2000, 5000 and 10 000 U per ml of medium in the different flasks. Aeration of the
medium was achieved by shaking the flasks every morning and afternoon during the time
of cultivation. The treatment was repeated after 24 hours with the same doses of penicillin.
A day after the last treatment, 500 animals were removed at random from each flask and
their length and width determined. Prior to measurements, the ciliary motion of the animals
was paralysed by the addition of 0.5 per cent Ni (NH4)2(S04)2to the culture medium. Length
and width were measured with the aid of an ocular micrometer. Values read there at a 600 X
magnification are presented in the table, and these same values served also for the statistical
evaluations. A multiplication of these values by 10.85 gives the length and width of the
animals in fx. Fluctuations of temperature did not exceed = 0.1° Cin the cultures, nor did
repeated examinations reveal any significant change in their pH value.

Results

The number of animals

The number of animals counted after the above-described procedures
is shown in Table 1. The first column indicates units of penicillin per ml of the
medium, the second contains the number of animals, together with the stand-
ard deviation.
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Table 1

Number of animals grown on media with different concentrations of penicillin*

Penicillin
concentration Number of animals
U/ml
Control 5.6 + 0.02
500 7.6 £+ 0.04
1000 6.6 £ 0.07
2000 4.8 + 0.03
5000 3.6 + 0.08
10 000 3.3 £ 0.06
20 000 0.9 = 0.03

It can be seen from Table 1 that media treated with 500 and 1000 U
of penicillin per ml, respectively, contained more protozoa than the control
cultures. The number of animals decreased in line with increasing penicillin
concentrations. All differences proved to be statistically significant.

Dimensions of the animals

It has been noted that 500 animals were measured from each culture.
Results are assembled in Table 2 in which v and mean the variation coeffi-
cients.

Fig. 1lillustrates the mean values of length and width at different peni-
cillin concentrations.

Table 2

Dimensions and size index of animals grown on media with different concentrations of penicillin*

Penicillin concentration  .1gth of animals (1) v Width of animals (/i) vi Size index
Control 39.0 + 0.07 14.7 12.4 + 0.05 18.9 56.9
500 i 22.3 + 0.05 18.1 145 + 0.001 23.9 65.6
1000 22.9 + 0.06 20.6 15.2 + 0.001 17.7 67.5
2000 ..o 28.1 + 0.08 22.2 15.8 + 0.001 18.6 63.8
5000 .oocieieieie, 28.5 + 0.05 14.3 16.1 + 0.001 14.2 63.0
10 000 .o 30.3 + 0.06 16.8 16.6 + 0.001 25.8 55.1

* For the sake of brevity, only mean values and their standard deviations are given
in our tables. The original figures can be obtained from our Institute.

B Acta Biologica X1/4.
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Employing the t-test, we found that the lengths and widths of the animals
as measured in the different media were, from a statistical point of view,
significantly different from those of the controls (P was in every case <(0,01).

Fig. 1. Changesin the body measurements of Tetrahymena pyriformis under the influence
of different penicillin concentrations

As is evident from Fig. 1, decrease in length generally exceeded that of
width. This issubstantiated by the values obtained with the aid of the following

width
formula: S- (index of size) = ] th_x 100. Table 2 gives the values for the
eng

different cultures.

It can be seen that, up to 5000 U of penicillin per ml of the medium,
the values are superior, and at 10 000 U/ml inferior, to the size index of the
controls. Or, in other words, length — up to 5000 — decreases at a higher rate
than width, while it is the other way round at a concentration of 10 000 U/ml.

Discussion

Our experimental results seem to prove that, generally speaking, peni-
cillin affects the propagation of Tetrahymena — its rate incereases at low
(500 U/ml, 1000 U/ml), and decreases at higher concentrations. That the degree
of penicillin concentration produces effects of this nature is well known from
bacterial experiments. That they would manifest themselves also in the case
of Tetrahymena was only to be expected after the results of Jira [3], Jirovec
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[4] and especially those of Gross [2]. Our own results are in perfect harmony
with their findings.

W orthy of note is the fact that the number of animals was greater on
media with low concentrations of penicillin than that observed in the control
cultures, while their size was larger in the latter. It remains to be ascertained
whether the smaller size of animals in cultures grown on media with a low
concentration of penicillin is due to a rapid rate of multiplication with which
the growth in size cannot keep pace, i. e. whether one has to deal with a pheno-
menon like that occurring at the second stage of spermiogenesis and ovogenesis,
or wether the phenomenon in question has some other cause.

Our observations concerning changes in the shape and size of the animals
deserve particular mention. We have already noted that there exist several
reports on changes of this nature, occasioned by certain antibiotics, for in-
stance that of cross [2], referred to in the introductory part of this paper,
who found that aureomycin and chloromycetin changed not only the rate
of propagation of Tetrahymena but their shape as well. Our results show that
this applies also to penicillin.

We are led to the conclusion that penicillin affects the metabolism of
Tetrahymena. Our recent work aims at the elucidation of this question.
Researches into enzymatic activity, as also observations in connection with
the Feulgen reaction, and photometric determinations of nucleic acids seem
to show that penicillin modifies the activity of certain enzymes, influences
nucleoplasmic relationships and affects the quantity (or, rather, the reciprocal
proportion) of desoxyribonucleic acid and ribonucleic acid. It is of course pos-
sible that, together with the nucleic acids, also the system containing the
SH-group undergoes a certain change as has been demonstrated by
Nickerson [7] in connection with morphological changes in respect of other
microorganisms. The fact that penicillin reduces length more markedly than
width argues in favour of this assumption. Let us add that UV rays produce,
according to our observations, a similar effect on Tetrahymena. Investiga-
tions in this respect are in progress.
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WIRKUNG YON PENICILLIN AUF TETRAHYMENA PYRIFORMIS, STAMM GL.
I. Vermehrung und Korperform

Es wurde untersucht, welche Wirkungen die verschiedenen Konzentrationen des
kristallinen Penicillins auf die Yermehrungsintensitdt und Form des T. pyriformis GL-Stammes
auslben.

Bei den Penicillinkonzentrationen 500 bis 1000 E/m | entwickelten sich mehr, bei den
Penicillinkonzentrationen von 2000, bis 20 000 E/ml weniger Tiere als in den Kontroll-
kulturen.

In allen penicillinhaltigen Nahrbdden hatten sich kiirzere und schmalere Tiere entwickelt
als in den Kontrollkulturen. Im allgemeinen wirkte Penicillin auf die Lange der Tiere starker
als auf die Breite, was zu einer Formverédnderung fihrte.

Es wird als wahrscheinlich angesehen, daR PeniciUin das SH-System beeinfluRt und
die GroRen-bzw. Formverdnderung damit zusammenhéngt.

BAVAHWE NEHNUWNITNHA
HA TETRAHYMENA PYRIFORMIS LUTAMMA GL.

1 PaaMHOXeHNE MU M3MeHeHUe G(OpMbl

VccnefoBanocb AelCTBME Pa3UUHbIX KOHLEHTPaUWii KPUCTa/IMYECKOro MeHUUUANnHa
Ha WMHTEHCMBHOCTb pa3MHOXeHunsa u dopmy T. pyriformis GL.

Mpn KoHuUeHTpaumn neHuuymnanHa 500—1000 E/mn passmBasiocb 60nblue, a NPU KOH-
LeHTpayumn neHnumnamHa 2000, 5000, 10000, 20 000 E/mn pas3BrBasioCb MeHbLUE YKMBOTHbIX
YeM B KOHTPO/IbHbIX KY/bTypax.

Ha BCex MeHUUUNAMHOBLIX NUTaTeNbHbIX Cpefax pasBMBanuch 605ee KOPOTKMe n 6onee
Y3KUNE XXUBOTHbIE, YeM B KOHTPOJIbHbIX Ky/nbTypaxX. B 06Liem NeHULUNINH CUnbHee BAMAN Ha
ONVHY XXUBOTHbIX, YeM Ha WX LUWPUHY, W 3TUM 06YCNOBANBANOCH M3MeHeHME (OPMbI.

ABTOpbI CUMTAKOT BECbMa BEPOSATHbIM, YTO MEHULUIINH OKa3bIBaeT B/IUSHWE Ha CUCTEMY
SH 1 3TUM BMSHWEM CBSA3AHO TaK>XXe W3MEHEHWe BeNYMHbI UK Xe (OopMbl XXUBOTHbIX.

Gabor Nemeth, Szeged, Kossuth L. sugardt 35, Hungary.
Lajos Csik, Szeged, Juhasz Gyula Gt 5, Hungary.
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Summary

In the methodical part of their investigations authors have searched for such staining
methods as are suitable to stain electively enough nervous elements of the planarians, being
simple and quick at the same time. They have found that, among the known staining methods,
the Hansen molybdate-hematoxylin as well as Mallory and Giemsa stainings are most
suitable to stain intensively the nervous fibers and nerve endings, however, the electivity of
these methods is not sufficient. One can obtain a good and almost elective nerve-staining
on slides after steeping with a solution of 4% ammonium-molybdate and staining with a
thionin solution (or that of some other basic stains) of a very low concentration. For all these
staining methods, the Zenker fixation was found as most suitable. The enzyme histochemical
investigations have been made with the aim of searching for suitable histochemical methods
for the morphological study of nerve elements, on the one hand, as well as of finding such
ones for the registration of their functional state, on the other. In two fresh-water planarian
species (Dugesia lugubris and Dendrocoelum lacteum), the alkaline phosphatase and specific
cholinesterase activity of the nervous system was studied by using the methods of Gomori
and Menten—Junge—Green, respectively that of Koelle—Friedenwald. As for Dugesia
lugubris, positive alkaline phosphatase reaction was found in the whole central nervous system,
with localization in the nuclear membranes, nucleoli and nerve fibrils of the nerve cells.
Positive reaction was found also in the motor nerve fibers establishing the neuromuscular
connexions. Here, the reaction was much more intensive as in the central nerve fibers. Images
got by the Gomori method are suitable also for studying the morphology of the nerve elements,
as well as for distinguishing from each other motory and sensory fibers, respectively their
endings. Authors suppose the alkaline phosphatases to play an important role in neuro-
muscular transfer of nerve impulses. As for specific cholinesterase, positive reaction was only
found at the somatic neuro-muscular junctions, with localization in the motory nerve endings.
A striking lack for positive cholinesterase reaction in the pharynx may be explained, in the
authors’ opinion, by morphological and physiological differences in the innervation of the
somatic and visceral musculature. In the Dendrocoelum lacteum, authors could find, sur-
prisingly enough, no positive reaction either for alkaline phosphatase, or for cholinesterase.
Taking into consideration this fact, as well as the results of investigations performed in other
directions, the authors suppose the much weaker regenerative capacity of that species, in
comparison with Dugesia lugubris, to be connected with biochemical and physiological dif-
ferences existing between nerve cells of the central nervous system of the two species.

Introduction

There are, in the first place, two facts which imply that a study of the
nervous system of Turbellaria is an actual and important task. The first is the
special place of Turbellaria as to the evolution of the nervous system. Here
begins, concurrently with the formation of a head, the more intensive centraliza-
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tion of the nerve cells and this leads — apart from the remaining primitive nerve
net — to the development of the first, primitive head ganglion. Various stages
of that process can well be traced in orders of this worm class.

The second important fact elucidated by investigations of the late years
[19, 10, 11, 16, 17, 3] is that the central nervous system, primarily the head
ganglion of Turbellaria display a neuro-secretory, or more precisely neuro-
humoral activity having important effects on morphogenetic processes of
regeneration. The so-called “organizine” produced by the head ganglion
induces eye-differentiation in the regeneration blastema and inhibits the de-
velopment of supernumerary head ganglia or eyes.

Morphological examination of the nervous system of Turbellaria is
rendered very difficult by the fact that various methods, as impregnations,
vital stainings generally used for elective detection of the nerve elements,
have given, in this case, no satisfactory results at all. Searching for such methods
remains, naturally, an important task for the future, too. Histochemical in-
vestigation of the nervous system must, however, come into prominence.
These methods, namely, being more elective, might result in morphological
detection of the nervous elements and, what is more important, they may de-
liver data about different functional conditions of the nervous system. Func-
tional differences existing between various regions of the nervous system of the
same specimen or between the nervous system of different species can be elucid-
ated primordially by such methods. Investigations of this type are of great
importance for studying regeneration phenomena, because they may be help-
ful in interpreting the significant individual and species differences regarding
regenerative capacities as well as the intensity of regenerating processes.

From our point of view, investigation of regeneration problems has ne-
cessitated morphological and histochemical examination of the nervous
system. Dugesia lugubris and Dendrocoelum lacteum fresh-water planarian
species, both often used for regeneration experiments, were chosen as material,
considering the significant differences between them not only in morphological
and physiological characteristics, but inregenerative capacity, too. The aim of
our investigations of a methodological character was searching for staining
suitable for elective detection of the nerve elements. The histochemical in-
vestigations were confined, for the time being, to certain enzyme reactions.

M aterial and methods

Fully-developed specimens of Dugesia lugubris and Dendrocoelum lacteum (Tricladida,
Planariidae), after having starved three days, were streched and killed by means of formalin
solution (dilution 1:9) and than immediately fixed in the suitable fixative (Zenker solution,
10% neutral formalin, 80% cold alcohol). Fixed materials were embedded into paraffin,
gelatin or by way of the freeze-dry procedure, then sectioned at 5 [1

As to the staining methods, the Ehrlich hematoxylin, Hansen molybdate-hema-
toxylin, as well as Mallory and Giemsa staining have been tested or applied, respectively,
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among others. Starting from the known molybdate methods of Donaggio and Bfthe fl14],
we have made trials to stain sections with strongly diluted solutions of thionine and other
basic stains after steeping in 4% ammonium-molybdate solution.

As far as histoehemical reactions are concerned, tests for alkaline phosphatase and
specific cholinesterase have been performed. For detection of the alkaline phosphatase, we
partly used fixed materials and the classic method of Goemori, partly 10 fi thick sections
made of unfixed, fresh material by means of cryostate technics and the azo-dye method of
Menten,Junge and Green. Detection of specific cholinesterase was performed after Koelle
and Friedenwald using the incubation in acetyl-thiocholin-iodide (pH = 6.2).

Results

Detection of the nerve elements by staining methods

Staining of the nerve elements was studied, in the first place, in central
regions of the nervous system. The central nervous system of the planarians
contains, according to several authors [12, 8, 18, 7, 10, 16, and others] following
parts: head ganglion continuating itself into the two ventral nerve trunks,
commissures of the head ganglion and the nerve trunks and lateral nerves.

The common hematoxylin stainings are, in general, less suitable for
studying the nervous structures, because they can stain the nerve fibers only
very faintly, or not at all. According to Gerei [7], it is the Apatny hematein
that can best be used for detection of the nerve elements and he observed that
this sort of hematoxylin stains the sensory fibers more intensively than the
motory ones. We have received similar results by using Enri1icn hematoxylin
(Fig. 1). Among other things, we have found that, on material embedded
by means of the freeze-dry technic, the sensory nerve endings of the epidermis
can intensively be stained with the Enri1icn hematoxylin (Fig. 2). From the
hematoxylin stainings hitherto known, it was the Hansen molybdate-hema-
toxylin that stained the nerve fibers most intensively (Fig. 3). This staining
procedure, however, has some drawbacks, namely, it stains also other tissues
very markedly, a fact which renders the analysis of the histological images
more difficult. Owing to this consideration, we tried to test various modifi-
cations, too, of this staining. We found that, in the case of planarians, it is more
suitable to stain with hematoxylin or other basic stains (thionine e.g.) after
steeping in 4% ammonium-molybdate. By staining with strongly diluted
stain-solutions for a longer time, progressively, nerve fibers are detected
electively enough, while other tissue elements, excepting cell nuclei, will not be
stained too intensively (Fig. 4). These stainings combined with a foregoing
steep in ammonium-molybdate can strongly stain also the sensory nerve
endings, for example the retinal clubs of the eye.

As the other, commonly used staining methods the Mat1ory and Giemsa,
respectively May—Grunwatd —Giemsa 0nes give sufficiently good results,
although the intensive staining of the various tissues represents, in these
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Fig. 1. Longitudinal section of the ventral nerve trunk of Dugesia lugubris. nt — nerve
trunk. Ehrlich hematoxylin. Obj. 40 X
Fig. 2. Section from the epidermis of Dugesia lugubris. r — sensory nerve ending. Freeze-

dry embedding, H and E staining. Obj. 40 X
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3. Longitudinal section from head ganglion of Dugesia lugubris. np — neuropil, n — nerve
cell nuclei. Hansen molybdated-hematoxylin. Obj. 40 X

4. Longitudinal section from head ganglion of Dendrocoelum lacteum. np — neuropil,
n — nerve cell nuclei. Ammonium-molybdate and thionine staining. Obj. 40 X
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cases too, a disturbing factor. As far as the Mallory staining is concerned,
the intensive colouration of the nerve fibers and the retinal clubs with aniline

blue may probably be due to the steep in phosplior-molybdic-acid.

Demonstration of alkaline phosphatase in the nervous system

On preparations treated with GemesRI method we observed that the posi-
tive reactions given by various cells, tissues and organs show very striking
differences as to intensity. Among the organs, it was the pharynx that re-
acted most intensively (Fig. 11). From organs embedded into the mesenchyme

Fig. 5. Section from the head ganglion of Dugesia lugubris. np — neuropil, n — nerve cell
nucleus. comoHI alkaline phosphatase reaction. obj. 40 x

(parenchyma), elements of the excretory system had given the most intensive
reaction, surpassing all other organs or tissues. Also the subepidermal mus-
culature had shown, as a whole, intensive reaction to alkaline phosphatase
(Fig. 9).

As to the alkaline phosphatase activity of the central nervous system,
positive reaction could be demonstrated in each region of it, as well as in the
main sensory nerves originating from the head ganglion. From different
structural elements ofthe nerve cells, it was the nucleoli, the nuclearmembranes
and the nerve fibers which reacted positively. In the region of the perikaryon
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we could find no reaction to be described as a positive one. The enzyme activity
of the nerve fibers appears co be bound to very fine fibrils, and, accordingly,
the appearance of these preparations is such as that of the ones stained for
the detection of nerve fibers, respectively nerve fibrils (Fig. 5). One may
suppose, on this basis, that it is the neurofibrils, which give the alkaline phos-
phatase reaction. It is possible that also the outer plasmatic membrane of the
nerve fibers produces positive reaction, however, the latter is not distinguish-
able in the sections from that of neurofibrils. Intensity of the alkaline phospha-
tase reaction has shown no discernible differences between various regions
of the central nervous system.

As far as the alkaline phosphatase activity of the peripheral nervous
system is concerned, we have first of all studied the motor nerve fibers and
nerve endings establishing neuro-muscular junctions. In examining the stained
preparations used as controls, we observed that stainings combined with fore-
going steep in ammonium-molybdate are the most suitable ones for morpho-
logical demonstration of the neuro-muscular junctions. Morphology of the
neuro-muscular junctions was found to be similar to the descriptions of Gelei
[7] about motor nerve fibers of Dendrocoelum lacteum. We ourselves have ob-
served the motor nerve fibers and end-branchings to travel parallelly with the
muscle fibers both in the dorso-ventral muscle bundles and the subepidermal
musculature. These motor fibers and end-branchings, while becoming thinner
and thinner, do ramify at certain points and show thickenings of various shape
and size, resembling end-bulbs, end-feet or spindles etc.

On preparations treated with the Gémori method, the enzyme activity
of the motor nerve fibers was found to be much more intensive than that of the
central ones. Consequently, the morphological appearance of these nervous
elements bore, on these histochemical preparations, great resemblance to
nervous pictures obtained by means of silver impregnation methods (Figs.
6 to 9). The Gomori alkaline phosphatase method seems, accordingly, to be
suitable also for morphological investigation of the planarian nervous system.
Leaving a more profound morphological analysis aside for the moment, we
only mention that the somatic musculature seems, according to these Géméri
preparations, to possess a very rich motor innervation. This conclusion can be
supported also by electron microscope observations (Figs. 10 and 11).

As to the innervation of the visceral musculature of the pharynx, here
we only note that the above-mentioned, strikingly intensive alkaline phospha-
tase reaction ofthe pharynx can be due, in the first place, to the high enzymatic
activity of the motor nerve fibers. The morphological appearance of the neuro-
muscular junction is similar to that observed in the somatic musculature
(Figs. 12 and 13).
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Fig. 6. Muscle cells (m) from a dorso-ventral muscle group of Dugesia lugubris with the motor
nerve fibers (nf) ; p — protonephridium giving intensive reaction. Gemori alkaline phos-
phatase reaction. Obj. 20 X
Fig. 7. Muscle cells (m) and motor nerve fibers (nf) from a dorso-ventral muscle group of
Dugesia lugubris. p — protonephridium. GemOri alkaline phosphatase reaction on freeze-
dried and embedded material. Obj. 40 X
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Fig. 8. Motor nerve endings in a dorso-ventral muscle group of Dugesia lugubris. m — muscle

cells, t — part of a motor nerve ending. GOMORI alkaline phosphatase reaction. Obj. 40 X

Fig. 9. Longitudinal section of the epidermis and the ventral nerve trunk of Dugesia lugubris.

The enzyme reaction of the motor nerve fibers is much more vigorous than that of the central

nerve fibers, nt — nerve trunk, m — muscle cells with motor nerve fibers (nf) laying between
or on them. GOMORI alkaline phosphatase reaction. Obj. 20 X
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Fig. 10. Section from the subepidermal musculature of Dugesia lugubris. The space between

the parallelly arranged muscle cells (mj is filled with sections of the motor nerve fibers

(nf). mit — mitochondrium in the nerve fiber, fil — neurofilaments. Electron micrograph.
12 050 X
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Fig. 11. The same as in Fig. 10. Electron micrograph. 20 800 X
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Fig. 12. Longitudinal section of the pharynx of Dugesia lugubris. A part from the region
of the pharynx-base, ph — the wall of the pharynx, e — outer epidermis of the pharynx,
p _ parenchyma. GOMORI alkaline phosphatase reaction. Obj. 10 X
Fig. 13. Longitudinal section of the pharynx of Dugesia lugubris. Radial muscle cells (m)
and motor nerve endings (nf) are visible. Gemori alkaline phosphatase reaction. Obj. 20 X
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Demonstration of specific cholinesterase in the nervous system

After having found the alkaline phosphatase reaction to be positive, it
seemed us reasonable to examine also the presence of the specific cholin-
esterase which is generally characteristic of the neuro-muscular junction.
Preparations made from Dugesia lugubris showed positive reaction at places
corresponding to the motor nerve-endings and the morphological appearance
of the enzyme localization was similar to that obtained by alkaline phospha-

Fig. 14. Section of the subepidermal musculature of Dugesia lugubris. Positive reaction for
cholinesterase shows itself localized at the motor nerve endings (ch). m — muscle cell.
Koelle —Friedenwald method. Ob] 20 x

tase reaction (Fig. 14). Also the fact should be noted that in the pharynx,
extremely rich both in muscle elements and motor nerve fibers, we could not
detect any sign of specific cholinesterase activity.

Results of the investigations in Dendrocoelum lacteum

In order to make a comparison, both enzyme reactions were performed
in specimens of Dendrocoelum lacteum too. Strikingly enough, neither of them
could be valued as positive in the central nervous system at places of the
neuro-muscular junctions, in spite of the fact that the reactions have been
repeated several times, in the same conditions, using — as controls — prepa-
rations of Dugesia lugubris parallelly treated.

9 Acta Biologica XI1/4.
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Discussion

One of the aims of our investigations was searching for such nerve-
staining methods which are elective as far as possible, without being too
complicated and lengthy. It was found that staining with hematoxylin, or
strongly-diluted basic stains, after a foregoing steep in ammonium-molybdate
can detect the nerve structures much better than the staining methods com-
monly used, moreover, the former may almost be regarded as elective. This can
without doubt be attributed to the general affinity of the neurofibrils to the
molybdate-ions [14]. The good results attained by using Mallory staining
can be interpreted similarly, while the nerve-staining capacity of the Giemsa
method may be due, in all probability, to its methylene-blue component.
All these staining methods produce the best results if used after Zenker
fixation, metal-ions of which play probably some role in staining the nerve
elements. A new method, published by Betchaku [2], which seems to be
very well suitable for the demonstration of planarian nerve structures, can
similarly be explained by this affinity to the metal-ions.

According to our observations, certain histochemical reactions, in our
case the demonstration of alkaline phosphatase e. g., might well be suitable
for elective detection and, consequently, for morphological examination of the
planarian nervous system. But a much more interesting problem is to inter-
pret functionally the alkaline phosphatase activity. From this point of view,
the fact is of importance that alkaline phosphatase activity of the nerve
structures was found both in invertebrate and vertebrate species [13, 4, 9, 5].
Although the available data in this respect are insufficient to make more
extensive comparisons, it may be supposed, nevertheless, that the alkaline
phosphatases are of general importance for the nerve functions.

D ata concerning alkaline phosphatase activity of the planarian nervous
system and pharynx have first been published by Y amamoto [20]. His in-
vestigations were made on a Dendrocoelopsis sp. with the Goemori method.
Positive reaction was found by him in the region of the head ganglion only
and he did not publish data concerning the localization of the enzyme.
According to Yamamoto, the difference between the head ganglion and other
parts of the central nervous system, regarding the alkaline phosphatase activ-
ity, should be attributed to certain physiological differences existing between
the head ganglion and the ventral nerve trunks, for example. It is worth
mentioning, however, that the periods of incubation seem to be too long in
Yamamoto’s examinations, therefore his results concerning the more precise
localization of the enzyme activity cannot be quite reliable. As stated above,
in our examinations in which we used the prescribed method and incubation
periods and which were carried out on Dendrocoelum lacteum, closely related
to the Dendrocoelopsis genus and similarly albino, we could not find any posi-
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tive reaction for alkaline phosphatase. We should like to underline, further-
more, that the specificity of the enzyme reaction was controlled, in our in-
vestigations, by using the azo dye method of Menten,Junge and Green too.
As to Dendrocoelum lacteum, both methods delivered negative results.

The literary data as well as our own observation on Dugesia lugubris have
consonantly shown alkaline phosphatase activity to be localized primarily in
the nerve fibers and nerve-endings. The functional significance of this fact
is not yet clear. The phosphatases might play some role, as it is supposed by
Bourne [4], in the synaptic transfer of the nerve impulses. After having found
a very strong alkaline phosphatase activity in the motor nerve fibers and nerve-
endings, respectively, we conclude that these enzymes must have an important
role also in the neuro-muscular transfer of the nerve impulses. Since the sensory
nerve fibers and nerve-endings gave no reactions of similar intensity, this
histochemical method seems to be serviceable in distinguishing motory and
sensory nerve fibers as well as nerve-endings of the planarians.

On the subject of the presence of specific cholinesterase in planarians,
only one literary datum is known: Adams and Thompson [1] have found,
by using a biochemical method, specific cholinesterase in a planarian
species. They stated that the substratum-specificity of this enzyme is
similar to that of the same mammalian enzyme, but it has a relatively
higher resistance to the eserine-inhibition. Activity for specific cholineste-
rase has been found, in our own examinations, with a localization correspond-
ing to the motor nerve-endings. Remarkably, at places of the motor inner-
vation of the pharynx we could not observe any positive reaction. The mus-
culature of the pharynx must be, functionally at least, regarded as a visceral
one, the functioning of which is directly related to nutrition. Its innervation
shows, both morphologically and functionally, specific characters differing
from those of the somatic musculature. It looks possible that these functional
characters can be expressed already on that primitive level of organization
in biochemical differences of the neuro-muscular junction too.

In our preparations made from Dendrocoelum lacteum, cholinesterase
activity could not be observed either. We think it probable that these enzymes
are not absent at all from Dendrocoelum lacteum, but their concentration or
activity is reduced in comparison with Dugesia lugubris. In connection with this
fact, no far-reaching conclusions may be drawn as yet, nevertheless, one im-
portant fact should be, in our opinion, pondered for the time being. As it is
known, the two planarian species studied by us differ not only in various
morphological and physiological characters but in regenerative capacity too.
As to the latter difference, Dendrocoelum lacteum is not capable, in contrast to
Dugesia lugubris, of head regeneration at regions behind the pharynx. This
phenomenon has no satisfactory explanation either in this case or in those of
other planarian species. Histological examinations of regenerating Dendro-

9*
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coelum lacteum have shown that the failure of head regeneration is directly
caused by the lacking regeneration of the nervous system and not by the
absence of blastema-formation (i. e. absence of the neoblasts). As to the number
of the nerve cells, no significant difference was found between the two species.
Further on, supposing that the morphogenetic activity of the old nerve cells
must play an important role in starting the nerve-regeneration [16], one may
think the nerve cells of the two species are differing in their biochemical and
physiological properties. In our opinion, this hypothesis is supported by the
fact that there exist significant differences in enzyme activities between the
nervous systems of the two species. Further verification of this hypothesis
needs, naturally, subsequent histochemical examinations involving the study
of enzymes localized in the nuclei and the cytoplasm of the nerve cells.
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CONTRIBUTIONS A L’HISTOCHIMIE DU SYSTEME NERVEUX DES PLANAIRES

Dans la part méthodique de leurs examinations, les auteurs ont cherché de telles
méthodes de coloration qui sont aptes a colorer des éléments nerveux des planaires d’une
électivité suffisante et qui ne sont pas, tout de méme, trop compliquées et longues. lls ont
constaté que la coloration molybdate-hématoxyline d’aprés Hansen, en outre celle d’aprés
Mallory et Giemsa sont les plus aptes, entre les méthodes de coloration bien connues,
pour colorer intensivement les fibres et les terminaisons nerveuses, mais pas d’une électivité
désirable. Une intensive et presque élective coloration des éléments nerveux peut-on atteindre
sur les sections en utilisant un mordancage & une solution de molybdate d’ammonium a 4%,
puis une coloration avec une solution de thionine d’une concentration trés basse, ou avec
d’autres colorants basiques. Pour toutes ces méthodes de coloration, la fixation Zenker
s’est montrée comme la plus apte. L’investigation histochimique des enzymes a été fait, d’une
part, pour trouver quelques méthodes histochimiques pouvant faciliter I’étude morphologique
des éléments nerveux, de plus, pour en trouver telles qui sont aptes, d’autre part, a la
démonstration de leur conditions fonctionelles. Sur deux especes de planaire d’eau douce
(Dugesia lugubris et Dendrocoelum lacteum), il a été éxaminé Il’activité de la phosphatase
alcaline et de la cholinesterase du systéme nerveux en utilisant les méthodes de Gemeori
et de Menten—Junge —Green, respectivement celle de Koelle —Friedenwald.
Ce qui concerne I’espéce Dugesia lugubris, on a trouvé une réaction positive de phosphatase
alcaline a toutes les régions du systéme nerveux central avec une localisation sur les mem-
branes nucléaires, les nucléoles et les fibrilles des cellules nerveuses. Une positive réaction a
été démontré aussi aux fibres nerveuses motrices établissant les jonctions neuro-musculaires.
Leur réaction s’est montrée beaucoup plus intense comme celle des fibres nerveuses centrales.
Les préparations faites par la méthode de Gomuri sont appropriées pour I’étude morpholo-
gique des éléments nerveux, aussi bien que pour faire une distinction entre les fibres nerveuses
motrices et sensoriales, respectivement entre leurs terminaisons. Les auteurs supposent
que la phosphatase alcaline joue un réle important dans la transmission neuro-musculaire
de I’influx nerveux. Ce qui concerne la cholinestérase spécifique, une positive réaction pouvait
étre démontrée dans la région de la jonction neuro-musculaire d’une localisation sur les
terminaisons nerveuses motrices. L’absence remarquable d’une réaction positive de cholin-
estérase au pharynx peut étre interprété, selon I’opinion des auteurs, par les différences
morphologiques et physiologiques existant entre I'innervation de la musculature somatique
et viscerale. Dans l’organisme de Dendrocoelum lacteum, les auteurs ne pouvaient point
démontrer, surprenant assez, une positive réaction ni pour la phosphatase alcaline, ni pour
la cholinsestérase. En considérant ce fait, de plus certaines résultats de leurs investigations
effectuées dans d’autres directions, les auteurs supposent que le pouvoir régénérateur beaucoup
plus faible de cette espéce, étant comparé avec celui de Dugesia lugubris, doit étre en relation
avec des différences biochimiques et physiologiques existant entre les cellules nerveuses du
systeme nerveux central des deux especes.

OAHHBIE K TUCTOXWUMWWU HEPBHOW CWCTEMbI NAAHAPUN

ABTOpbI, B METOAUYECKON 4acTu paboTbl, pasbiCKain MeTOfAbl OKpaluMBaHWs, KOTOpble
3NEKTUBHO KpallyT HePBHbIE 3/1EMEHTbI, NPOCTbIE N He ANNTeNbHble. Hawnm, 4To B 3TOM OTHO-
LWeHNN Hauyywmne monubaaTremaTokcunuH [aHseHa, Mannopu u FMm3a—PoOMaHOBCKOTO,
KOTOpble MHTEHCMBHee Kpacuin HepBHble 3/IEMEHTbI, YeM Apyruve, npaBja He AOCTATOYHO 3/1eK-
TUBHO. B cpe3ax XopoLlee 1 NoYTu 3NeKTUBHOE OKpallnBaHWe HepBHbIX 3/IEMEHTOB MOJy4aeTcsa
ecnv npeaBapuTeNibHO Cpe3 NCyeTcs 4 NPOLEHTHbIM PacTBOPOM aMMOHUIA-MoNn6aaTa 1 nocne
9TOr0 KpacuTCA CU/bHO pasBefeHHbIM PacTBOPOM TUOHMHA (MM APYTMMU OCHOBHbIMW Kpa-
cKamu). [nAa aTuX OKpaluBaHW MaTepuabl fydlle BCero (QUKCUPOBaTb B XUAKOCTW LleH-
Kepa. MMCTOXMMUYECKME WCCNefoBaHWA 3H3MMOB MPOBOAUANCL C TOW Lefblo, 4YTOObI HalTw
MeTOAbl Camble MPUroAHble AN UCCNef0BaHUA CTPYKTYP M (DYHKLMOHAbHBIX COCTOSHWIA HepB-
HbIX 3/1EMEHTOB. Ha ABYX MNpecHOBOAHbIX Bufax (Dugesia lugubris U Dendrocoelum lacteum)



428 L. GAZSO, L. J. TOROK and GY. RAPPAY

NPOBOAWANCL WCC/EeA0BaHUA peakuuy OCHOBHOM octatasbl Mo [émépn M MeHTeH—
FOHr—IpWH 1 aKTMBHOCTb XONMHecTepasbl no Kenne—®puaeHsans. lMosnTuBHas peakums
OCHOBHOI4 hocthaTasbl Monyymaacb No BCeli LeHTpasibHOM HEPBHOM CUCTEMe, KOTOpas /I0Kasnso-
BaHa B 000/104Ke Afep, A4PbILLKE U Heliponbpunnax HepBHbIX KIETOK, KPOME TOro B OKOH-
YaHUAX [BUraTeNlbHbIX HEBPOHOB. B 3TMX OKOHYaHMAX peakuus 60Mblle BblipaXKeHa 4Yem B
LeHTpaNbHbIX BOMOKHaX. KapTuHbI, Nony4YeHHble N0 MeToAauMKe [EMEpU, NPUrOAHbI ANA U3Y-
YEHUA CTPYKTYP HEPBHbIX 3/1EMEHTOB, a Takxke 418 auddepeHumaLmn ABUraTeNlbHbIX U YyBCT-
BUTENbHbIX BOMOKOH M OKOH4YaHuWi. o npepnoxeHuWo aBTOPOB, OCHOBHaA ocdaTasa npu
nepejayn Helpo-MycKynsipHON BO36YXAeHWSA UrpaeT 60/blIYI0 ponb. [MONOXKUTENbHYIO peak-
LMI0 XONNHeCTepasbl HAXOAWMIMN, TONIbKO B COMaTUYeCKON Henpo-MyCKYNsapHOU CBSA3KU, KoTopas
NoKanusoBanacb B MOTOPHbIX OKOHYaHUAX. Mo MHEHWIO aBTOPOB, OTCYTCTBUE MOMOXKMUTENbHbIX
peakuuin B rNOTKE MOXHO 06BbSACHUTb PasHMLIEN MOP(OIOrMYecKoi 1 M3n0N0rM4ecKom ocobeH-
HOCTW WHHepBaLMN COMATMYECKON W BUCLEPaNbHOW MYCKYNATYpbl. Y6eAnTenbHO, 4YTo Y
Dendrocoelum lacteum He HaxOAWUN MONOXKMTENbHON peakUMn OCHOBHOW hocthaTasbl U XOSNH-
ecTepasbl. o aBTopam 3TOT hakT (M Apyrve) roBopsAT 0 TOM, YTO MeHbLUas CroCOBHOCTb K pere-
Hepauun Y Dendrocoelum lacteum, MO CpaBHeHUO C Dugesia lugubris, O6bsicHSeTCA 6mo-
XUMWNYECKOM N (h1M3N0N0rMYECKO pPasHULEN LEHTPaIbHOM HEPBHOI CUCTEMbI 3TUX ABYX BWAOB.
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