ACTA
BIOLOGICA

ACADEMIAE SCIENT IARUM
HUNGARICAE

ADIUVANTIBUS

A. ABRAHAM, B FALUDI, B. GYORFFT, L HARANGHY, I. SZORENYI,
J. SZENTAGOTHAI, I TORO

KKDIGIT
R. MAUCH A

TOMUS VI FASCICULI 1—2

MAGYAR TUDOMANYOS AKADEMIA
BUDAPEST, 1955

ACTA BIOIl. HUNG.



ACTA BIOLOGICA

A MAGYAR TUDOMANYOS AKADEMIA
BIOLOGIAI KOZLEMENYEI

SZERKESZTOSEG: BUDAPEST, LX, TUZOLTO U. S8. KIADOHIVATAL: BUDAPEST, V., ALKOTMANY U. 2L

Az Acta Biologien orosz, francia, angol és német nyelven kozol értekezéseket a biologia
korébdl.

Az Acia Biologien valtozé terjedelm( fiizetekben jelenik meg, tobb flizet alkot egy
kotetet.

A kozlésre szant kéziratok, géppel irva, a kovetkezd cimre kildenddk :

Acln Biologica szerkeszt6sége : Budapest, 1X., T{zolt6 u. 58,

Ugyanerre a cimre kildend6 minden szerkeszt6ségi és kiadoéhivatal! levelezés.

Az Acln Biologien el6fizetési ara kotetenként belféldre 80,—Ft, kalféldi cimre 110,—Ft.
Megrendelhetd a belfold szamara az Akadémiai Kiadénal (Budapest, V., Alkotmany utca 21.
Bankszamla 01-878-111-46), az Akadémiai Konyvesboltban (Budapest, Vaci utca 22.), a kulfdld
szamara a «Kultira» Konyv és Hirlap Kilkereskedelmi Vallalatnal (Budapest, VI., Sztalin Gt
21. Bankszamla : 43-790-057-181), vagy kiilfoldi képviseleteinél és bizomanyosainal.

«Acta Biologien» ny6nuKyeT TpakTaTbl U3 06/1acTM 6GMOMOrMM Ha PYCCKOM, (paHLys-
CKOM, aHI/IMICKOM U HEMEeLKOM si3blKax.

«Acta Biologica» BbIXOAUT OTAENbHLIMU BbIMyCKaMW pa3HOro o6bema. HeckonbKo Bbi-
MyCKOB COCTaB/SItOT OAWH TOM.

MpegHasHayeHHble Ans ny6nukauum pykonucu (B HameyaTaHHOM Ha MalUWHKe BUE)
cnefyeT HanpaenATb MO afjpecy :

Acta Biologien, Budapest, 1X., T(izoltd n. 58.

Mo aTomy >ke agpecy HanpaBNATb BCAKYIO KOPPECMOHAEHUMIO ANS pefakuvv U agMu-
HUCTpaymu.

MoagnucHaa ueHa »Ac a Eiologicax — 110 ¢hopnHTOB 3a ToM. 3aKasbl NPUHUMAET npeg-
npusATMe MO BHeELWHeA Toproene KHAM n raseT «Kultdra» (Budapest, V1., Sztalin at 21.
Tekywmin cyet Ne: 43-790-057-181) mnm ero 3arpaHuW4Hble MpeacTaBUTENbCTBA M YMOMHOMO-
YeHHble.



INDEX AUTORUM

A
..................... 3l
B
..................... 133
C
Csaba, GY....ccooveurne .. 273, 361, 369
F
Felfoldy, L. J. M.
G

Gellert, J....ccoovu.
Gere, G.......
Gimesi, N.
Guba, E......cocue.

Hajossi, GY....c.....
Hortobagyi, T. ...

Iskum, M. i 273

Juhdsz, L.,

Kardos, J.....ccco....
Kis Bagoly, R. ..
KisS, Tiveeiiiinenen,
Kramli, A.............

Lantos, J.....cco....

Parducz, B............
Pozsar, B. I.........

Stur, Jaeeeeeee,
Szabd, A.....cce...

Székely, Gy.........
Szende K............
Szentagothai, J. .

Vadasz, J...........

Woynarovich, E..

.................... 19

1, 185. 193, 197







INDEX

Kramti, A—Lantos, J.—Stur, J. Die Wirkung von Redoxsystemen auf den Stoff-
wechsel von Mikroorganismen. I. Die Wirkung des C-Hamins auf die Atmung der
Hefe — [elicTBMe OKMCNNTENIbHO-BOCCTAHOBUTEIbHBLIX CUCTEM Ha OGMEH BeLLeCTB
MuKpoopraHusmoB. |I. — The action of redox-systems on the metabolism of
LT Tod 0T T o= YT ] o RS SRRN

Gimesi, N. I. Kolloidchemie der Hé&mateinate und ihre Rolle in der Mikrotechnik
— KonnongHas xvmus remaTtemHaToB M UX PO/ib B MUKpOTexHUke — The colloidal
chemistry of hemateinates and their role in microtechnics.......cccocoeveivrivcivivsienenen.

Kardos, J.—Kis Ragoty, R. Studies on the extracellular developmental possibilities
of mitochondria in the cells of plants — WccnegoBaHusi BO3MOXHOCTen BHe-
K/IeTOYHOr0 PasBUTUSE MUTOXOHAPUIA pacTUTeNbHbIX KNeTok— Untersuchungen tber
die extrazellulare Entwicklungsmdghchkeiten der Mitochondrien der pflanzlichen
ZRIIE bbb bbb bbb bbbt

Abranam, A. Microscopic innervation of the cornea with reference to the neural con-
nections of the fibrocytes — Mwukpockonuyeckas MHHepBaLMSA POroBuLbl C 0CO6GbIM
YUYeTOM HepBHbIX cBs3eli tunbpountoB — Die mikroskopische Innervation der
Hornhaut mit Ricksicht auf die Nervenverbindungen der Fibrozyten.................

Gettert, J. Die Ciliaten des sich unter der Flechte Parmelia saxatilis mass, gebildeten
Humus — WHdgy3opun rymyca, obpasoBaBLuerocs noj nvwanHukom Parmelia
saxatilis M ass. — The ciliates of the humus under the lichen Parmelia saxatilism ass.

Gimesi, N. . — Pozsar R. |I. About the physiology of protoplasmic movements —
O dwmsmonorun aemxkeHns uutonnasmbl — Uber die Physiologie der Zytoplasma-
LTl TN ] o ST

Balazsy, L. Experimentelle Beeinflussung der Gewebequalitdit des Amputations-
stumpfes — SKcneprvMeHTaIbHOe BO3AENCTBME HA KAYecTBO TKaHW ammyTalMOHHOM
Kynbtn — Experiments influencing the quality of the tissue of the amputation
STUITI P ettt et e85 s 8 b e85 £h bbbttt nree

WoynaROVICH, E. Biologische Beobachtungen im Zusammenhénge mit der kinstlichen
Zichtung von Fischen — Buronornyeckne Ha6noAeHUs B CBA3W C UCKYCCTBEHHbIM
pasmHoxeHnem pbl6 — Biological observations in connection with the artificial
pPropagation OF FISN e

VADASZ, J. — JUHASZ, |. Plasma globules arising from Salmonella entcritidis under the
influence of penicillin and their reversion to the original bacillary form — O6paso-
BaHWe niasmaTu4yeckux LwapmukoB n3 Salmonella enteritidis nopg gelictBreMm neHu-
LUMAINHA U NX pereHepaumsi B K/eTodHyto (opmy — Die Bildung von Plasma-
kugeln aus Salmonella enteritidis auf Wirkung von Penicillin und deren Riickblildung
IN DAZIHAIE  FOIM bbb bbbt

19

31

7

113

133

149



Kramli, A.—Lantos, J.—Stur, J. Die Wirkung von Redoxsystemen auf den Stoff-
wechsel von Mikroorganismen. Il. Redoxpotential-Untersuchungen am Hefe-C-
Hamin-komplex — [eicTBMe OKUC/INTENIbHO-BOCCTAHOBUTE/IbHBLIX CUCTEM Ha 0OMeEH
BELLECTB MUKpoopraHuamoB. Il. ViccnegoBaHusi OKMCAUTENIbHO-BOCCTAHOBUTE/IbHOIO
noTeHuMana B KOMIMJEKCE APOXOKen-C-remmHa The action of redox-systems
on the metabolism of microorganisms. Il. Oxydation-réduction potential investiga-
tions on the yeast-C-haemine-ComMPIEX......ccoiiieiireiiiiissieie s

Kramli, A.—Lantos, J. Die Wirkung von Redoxsystemen auf den Stoffwechsel von
Mikroorganismen. 11l. Einwirkung von Thioglykolsdure auf die Ergosterinpro-
duktion in Hefekulturen — [eiicTBMe OKUCINTENbHO-BOCCTAHOBUTENIbHbLIX CUCTEM
Ha 06MeH BeLlecTB MUKpoopraHusmoB. I1l. BAusiHMe TUOT/IMKONEBO KUCNOTbI Ha
NpoAYKLWIO 3procTepnHa B KynbTypax Apox>keih — The action of redox-systems
on the metabolism of microorganisms. Il1l. Effect of thioglycolic acid on the
ergosterine production iN Yeast CUITUTES....covciiiieiiiseee e

Kramli, A.—Szabs, A. Die Wirkung von Redoxsystemen auf den Stoffwechsel von
Mikroorganismen. 1V. Verdnderung der Riboflavinproduktion in geschittelten
Kulturen von Eremothetium ashbyii — [eiicTBMe OKUCINTENIbHO-BOCCTAHOBUTE b~
HbIX CUCTEM Ha O06MeH BeLLeCTB MMKPOOPraHm3MoB. IV. V3meHeHWe MpoayKuun
pubonaBnHa BO B360MTaHHbIX KynbTypax Eremothetium ashbyii — The action
of redox-systems on the metabolism of microorganisms. 1V. The change of ribo-
flavine production in shaken cultures of Eremothetium ashbyii ........ccccceevrriiinnnnnas

Hortobagyi, T. Algenteratologien im Seston des Balaton und ihre entwicklungsge-
schichtlichen Beziehungen — Cnyyan TepaTonormm BOAOPOC/EN M3 CECTOHA 03.
BanatoH M wnx 3HayeHne B wncTopuM pas3BuTMss — Les algues tératologiques
dans le seston du Lac Balaton et leur importance du point du vue de I’évolution

Szentagothai, J.—Székely, Gy. Zum Problem der Kreuzung von Nervenbahnen —
O npobnemMe nepekpeLMBaHnA HepBHbIX NyTeir — On the problem concerning
the decussation Of NErve PatNWaY S ...

Kiss, I. Das Entstehen von Zellen aus Plasmateilchen pflanzlicher Mikroorganismen —
Mpeo6pa3oBaHWe MiasMaTUYECKUX 4YacTWL, — PacTUTe/lbHbIX  MWUKPOOPraHW3MoB
B KneTkm — The development into cells of the plasma particles of plant micro-
OFQANISITIS  oiutveueteiteterestetes et st e e ettt ete s e e te s e s s etese s bbesese s s eaesese b eseseasssesasesseseseasanenens

Gere, G. The examination of the feeding biology and the humificative function of
Diplopoda and Isopoda — WccnepgoBaHue 6uonorum nutaHus Diplopoda n Isopoda
N nx ponm B rymmgmkaumm — Untersuchung der Ernahrungsbiologie der Diplo-
poden und Isopoden und ihre Rolle in der Humifikation.......ccoceoniiieinnciiiniscnnnns

Csaba, Gy.—lIskum, M. Reaction of newborn rats to the heterologous transplanataion
of Ehrlich’s mouse-ascites tumour — PeaKunsi HOBOPOXAEHHbIX KpbIC Ha reTe-
poTpaHcrNaHTaLuIo acMTUYecKol onyxonn 3pnauxa 6enoi Mbim — Reaktion der
neugeborenen Ratten auf die heterologe Uberimpfung des Ehrlichschen Ascites-
TUMOKS B IMIAUS. ...ttt ettt ettt ettt

Hajossi, Gy.—Guba, F. Das submikroskopische Zellmembran von Endamoeba blattae
Buatsch1i — CyBGMMKpOCKOMMYecKas KreToyHas obonodka y Endamoeba blattae
BUTsCHLI — Submicroscopic cell-membrane of Endamoeba blattae Butschui.........

PARDUC, B. Reizphysiologische Untersuchungen an Ziliaten. 1V. Uber das Empfindungs-
bzw. Reaktionsvermégen von Paramecium — WccnegoBaHue dumsnonornm Bos-
6y>XAeHNA pecHUYaTbIX HGY30puia. 1V. Bo3byanmocTb Tydenbkn (Paramecium) —
Studies on the reactions to stimuli in the ciliate infusoria. V. On the power

of response to stimuli Of ParameCiUmM .. ...
Ferenczy, L. Occurrence of antibacterial compounds in seeds and fruits — AHTUK-
6aKkTepuanbHble BelllecTBA B cemMeHax M nnogax — Vorkommen von antibakte-

riellen Verbindungen in Samen und Frichten ...

185

193

197

203

215

231

257

273

279

289



Ferfordy, L. J. M. Effect of narcotics and other poisons on the water retaining capa-
city of detached leaves — [leiicTBMe HapKOTMKOB U ApPYrnx SA0B Ha BOAOYAEPXKMU-
BatOLLlyt0 CMOCOBHOCTbL OTOPBAHHbIX SINCTLEB Die Wirkung von Narkotika und
anderen Giften auf die Wasserzuriickhaltung von gepflickten Blattern ...................

Gettert, J. Ciliaten des sich unter dem Moosrasen auf Felsen gebildeten Humus —
MHdysopun rymyca, o6pasoBaBLUErocs Moj MXaMW Ha ckanax The «liates
of the humus under the MOoSS-tUrf 0N FOCKS ...

COMMUNICATIONES BREVES

Ccsaba, Gy. Three phases in the life of heterotransplants..........ccccccocoeiviieieiicciei s,
szende, K. Physiological aspects of a rough form of Ustilago maydis...........cccceveiivrnriennns

csaba, Gy. Employment of anti-antisera for the reduction of incompatibility provoked
by heterotransplanation.........cccociiiieiiccc e

325

337

361
365






Al TA

BIOLOGICA

ACADEMI AE SCI ENTI AR UM
HUNGARICAE

ADIUVANTIBUS

A. ABRAHAM, B. FALUDI, B. GYORFFY, L HARANGHY, I. SZORENYI,
J. SZENTAGOTHAI, I. TORO

REDIGIT

R. MAUCHA

TOMUS VI

MAGYAR TUDOMANYOS AKADEMIA
BUDAPEST, 1956

ACTA BIOL. HUNG.






DIE WIRKUNG VON REDOXSYSTEMEN
AUF DEN STOFFWECHSEL VON MIKROORGANISMEN

I. DIE WIRKUNG DES C-HAMINS AUF DIE ATMUNG DER HEFE

A. Kramli, Judit Lantos und Judit Stur

CHEMISCHES UND BIOCHEMISCHES INSTITUT DER MEDIZINISCHEN UNIVERSITAT, SZECED
(VORSTAND: A. KRAMLI)

(Eingegangen am 28. Januar 1954)

Zusainmenfassung

Von den an Hefekulturen gebundenen Eisenporphyrinsystemen bewirkt das C-Hamin
eine betrachtliche Steigerung der endogenen Respiration und parallel hiermit wird das Redox-
potential des Systems verandert ; esist also der zwischen Redoxpotential und Atmung bestehende
enge Zusammenhang einwandfrei messbar.

Einleitung

Auf die biologische Bedeutung der Verbindungen vom Hé&mintyp hat
zuerst Grossberger [5] hingewiesen, der beobachtete, dass das Hé&min
fur das Wachstum zahlreicher Mikroorganismen im allgemeinen unentbehrlich
ist. Spéter teilte Davis [2] mit, dass B. haemophilius injluensae zumindest
zweier Faktoren bedarf, die nach dem Vorschlag von ThjOTTAs [9] dann als
Faktor X und V bezeichnet wurden. Von dem X-Faktor stellte sich spéter
heraus, dass er eigentlich mit dem H&min identisch ist. Nach Lwoff [8] ist
das Hadmin auch fir das Leben und die Fortpflanzung aérober Bakterien und
vieler Trypanosomen unbedingt erforderlich. Euler und Eriksson [4] fanden
bei der Prifung der Hefe auf ihren Eisengehalt, dass nach Zugabe von Eisen-
sulfat wé&hrend des Versuches der Gesamteisengehalt zunimmt und proportional
damit das Hd&mineisen abnimmt. Parallel hiermit I&sst auch die Atmung nach.

Das Eisenatom des H&mins ist autoxydabel und vermag infolge der
ValenzVerédnderung des Eisens die Sauerstoffibergabe zu katalysieren. KUHN
und Meyer [7] versuchten, die Oxydation vieler auch biologisch wichtiger
Stoffe mit H&min zu katalysieren. Dies gelang ihnen auch bei ungesdattigten
Fettsduren, Polyen-Farbstoffen vom Karotintyp und im Falle des Ergosterins.
Die Oxydation der Kohlenhydrate wird durch Hamin nicht beeinflusst, wahrend
Enolbrenztraubensdure die Sauerstoffaufnahme beschleunigt. Nach Kuhn
sind zur Entfaltung der katalytischen Wirkung ungesdttigte Bindungen nétig.

W arburg [10] hat die katalytische Wirkung des Ha&mins an kernlosen
Erythrozyten untersucht, deren Oberflache ndmlich nicht véllig fir die Oxyda-
tion ausgenditzt wird und fand, dass manche Stoffe vom H&mintyp die Atmung
der roten Blutkdrperchen auf das 20fache zu steigern vermdgen. Die Kata-
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2 A. KRAMLI, J. LANTOS und J. STUR

lyse ist seines Erachtens eine oberflachliche, da sie durch Narkotika gehemmt
werden kann. Eine Hemmung kommt auch durch Kohlenmonoxyd zustande.

Neaere Ergebnisse auf dem Gebiete der Antibiotikumforschung weisen
ebenfalls darauf hin, dass der Stoffwechsel der Mikroorganismen im Falle
geringer Verdnderungen der Redoxverhdltnisse grundlegend verdndert wird.
Besonders auffallend ist diese Verédnderung bei der Ziichtung von Streptomyces
griseus-Kulturen in Eisenfermentoren, wo sie hauptsdchlich in den Schwan-
kungen der Streptomycinproduktion zum Ausdruck kommt.

Auf Grund dieser Literaturangaben und der obigen Feststellungen nahmen
wir an, dass mit Hilfe des Hamins oder anderer ahnlicher Stoffe, die als zell-
gebundene Redoxsysteme funktionieren kénnen, auch willkirlich Abdnderungen
bzw. Steigerung des Stoffwechsels, resp. der Oxydationsfahigkeit gewisser
Organismen durchfuhrbar sein missten. Zur Entscheidung der Frage empfiehlt
sich — besonders in Anbetracht der leichten Zugdnglichkeit des Versuchs-
materials und der Reproduzierbarkeit der Versuchsergebnisse — der Hefe-
H&minkomplex als Modellversuch als am weitgehendsten geeignet. Unsere
Untersuchungen bezweckten die Erforschung des von Eisenporphyrinsystemen
auf die Atmung der Hefe ausgelibten Effektes.

Im ersten Teil unserer Versuche gelangte als Oxydationskatalysator
Chlorhd@min zur Anwendung, das aber wasserunlgslich ist und nur in alkalischem
Medium in L&sung Ubergeht. Nach diesen Versuchen wird die Hefeatmung
durch Chlorhdmin nicht nachweisbar beeinflusst bzw. es ergeben sich sehr
abweichende Resultate, was der hochgradigen Assoziation der Molekule zuzu-
schreiben sein durfte.

Aus diesem Grunde benutzten wir in unseren weiteren Versuchen wasser-
I6sliches C-H&min und gelangten zu folgenden Feststellungen :

1. In der ersten Versuchsreihe wurde untersucht, inwiefern die Atmung
der Hefesuspension durch das C-H&min beeinflusst wird. Beim Vergleich des
Sauerstoffverbrauches des Hefe-Hdminsystems mit dem einer gleichen
Bedingungen unterstehenden, Ha&min aber nicht enthaltenden Hefesuspension
fanden wir, dass das Hamin die Hefeatmung gleich zu Versuchsbeginn auf
etwa das IOfache erhdht (Abb. 1).

2. Die Anderung des Hefe-Haminverhéltnisses geht auch mit einer Ver-
&nderung der Atmungsgeschwindigkeit einher. Bei einem H&min-Hefe-Ver-
h&ltnis von 1:180, d. h. wenn das Hamin 0,0125-tel der Hefemenge betrdgt,
steigt die Atmung bereits in der ersten Stunde auf etwa das 10-fache. Wird
dieses Verhdltnis auf 1:160 reduziert, ist die Atmungssteigerung ebenfalls noch
nachweisbar, d. h. nach Zugabe von 0,0015g Hdmin zu 1 g Hefe kommt es noch
zu einer wahrnehmbaren Wirkung (Abb. 2).

3. Um zu entscheiden, ob es sich bei der gesteigerten Atmung nicht um
einen Peroxydaseeffekt handelt, haben wir das Ha&min 10 Minuten lang bei
100° C gekocht, aber auch so blieb die Aktivitdt in vollem Umfange erhalten.
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Durchwaschen der Hefe in physiologischer NaCl-Lésung liess das Ergebnis
unbeeinflusst.

Gleichzeitig mit den Atmungsversuchen wurde in einer anderen Versuchs-
reihe untersucht, welche Anderung der Redoxpotentialwert erfahrt, wenn der
Hefesuspension verschiedene Mengen H&min zugesetzt werden.

Abb. 1. Veranderung der Hefeatmung auf die Wirkung von C-Hamin. 1. Endogene Atmung der
Hefe. 2. Hefeatmung nach Zugabe von 75 y C-Hamin (Hefekonzentration : 0,012 g Trocken-
substanz/3 ml Kultur)

Abb. 2. Die Atmung verschieden konzentrierter Hefekulturen auf die Wirkung von C-Hamin.

la. Endogene Atmung der Hefe (0,06 g Ttrockensubstanz/3 ml Kultur), Ib. Verdnderung der

Atmung nach Zugabe von 75y Hamin. 2a. Endogene Atmung der Hefe (0,012 g Trockensubstanz/

3ml Kultur). 2b. Veranderung der Atmung nach Zugabe von 75 y Hamin. 3a. Endogene Atmung

der Hefe (0,024 g Trockensubstanz/3 ml Kultur). 3b. Veranderung der Atmung nach Zugabe
von 75 y Hamin

Ein Vergleich der mit der Zeit in Erscheinung tretenden Verdnderung
des Redoxpotentials des Hefe-Ha&minkomplexes mit den unter &hnlichen
Bedingungen gehaltenen Atmungen ergibt, dass die Herabsetzung des Redox-

1*



4 A. KRAMLI, J. LANTOS und J. STUR

potentials mit dem Anwachsen der Atmungsintesitdt auf das engste zusammen-
hdngt : wéahrend das Potential der Hefesuspension um 140 mV gesunken ist,
hat die atmungssteigernde Wirkung des H&mins ihren Hdhepunkt erreicht.
Nun beginnt das Potential etwa 30 Minuten lang allmé&hlich zu sinken, um
dann wieder anzusteigen und wahrend dieser Zeit ist die Atmungssteigernde
W irkung weniger ausgesprochen. Nach etwa 2 Stunden stellt das Potential sich
auf einen konstanten Wert ein, der aber um 20 mV niedriger ist als der Aus-
gangswert (Abb. 3). Obzwar die Atmung zu dieser Zeit schon etwas nachzulassen
beginnt, ist sie dennoch immer héher als die der hdminfreien Hefe.

urH
10 1
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Abb. 3. Zusammenhang zwischen Atmung und rH-Veranderung der Hefekulturen bei der C-Hamin

behandlung. 1. Veranderung der Atmungskurve auf die Wirkung von 75 y C-Hamin. 2. Ver-

anderung des rH der Hefe auf die Wirkung von 75 y C-Hamin (Hefekonzentration : 0,006 g
Trockensubstanz/3 ml Kultur)

Schliesslich wurde auch untersucht, bei welchem pH die Hefezelle die
grosste Aktivitdt gegenliiber Hamin entfaltet und wurde in der N&he des
neutralen Punktes am intensivsten gefunden.

Methodik und Versuchsergebnisse

Die zu den Untersuchungen benutzte reine Bé&ckerhefe Ill. Generation
bezogen wir aus der Budafoker Spiritus- und Hefefabrik. Nach grindlichem
Auswaschen in physiol. Kochsalzlosung wurden jeweils die entsprechenden
Suspensionen hergestellt.

Das Chlorhdmin wurde auf die bekannte Weise [11] aus Rinderblut
hergestellt und durch mehrmaliges Umlkristallisieren gereinigt. Das C-Hamin
wurde nach der Vorschrift von Barkan und Schales ebenfalls aus Rinderblut
isoliert und das so erhaltene Produkt im Beckmann-Spektrophotometer iden-
tifiziert, indem die h&mochromogene Reaktion mit Pyridin vorgenommen und
die Extinktion der erhaltenen Ldsung bei 1 cm Schichtdicke zwischen 500—600
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Millimikron untersucht wurde. Die gefundenen zwei Maxima, ein stdrkeres bei
533,2 und ein schwécheres bei 522,2 Millimikron, entsprechen den Literaturdaten.

Die Konzentration der C-Haminlosung wurde nach DE Snell [3] auf
Grund ihres Eisengehaltes bestimmt. Das Eisen wurde aus dem H&min mit
W asserstoffsuperoxyd abgespalten, mit Hydroxylamin zur Ferroform reduziert
und die Farbintensitdt des mit Orto-Phenantrolin gebildeten Komplexes im
Pulfrich-Photometer bei 1 cm Schichtdicke mittels S 52-Farbenfilter kolori-
inetrisch bestimmt. Die nach Barkan und SCHALES [1] zubereitete C-Hamin-
I6sung enth&lt grosse Mengen Eiweiss, welches mit Trichloressigsdure aus-
fallbar ist. Um etwaige Stdrungen durch das vorhandene Eiweiss zu ver-
meiden, haben wir die Lésung durch Zugabe von Trichloressigsdure (bis zu
etwa 10%) enteiweisst. Hierbei wird das H&min von dem ausgeféllten Eiweiss
adsorbiert, so dass die Ldsung selbst h&minfrei wird. Die Eluierung des adsor-
bierten Hdmins aus dem zentrifugierten, gewaschenen Niederschlag geschah
mit 96%igem Alkohol, in dem es vdéllig in Lésung geht. Nach Versetzen mit
Wasser wurde die alkoholische Lésung auf dem Wasserbade eingedampft.
Nach dem Austreiben des Alkohols lag das H&min in amorphem Zustand vor.
Die uberschissige Trichloressigsdure wurde durch mehrfaches Dekantieren
und Waschen entfernt, das H&min schliesslich in Natriumhydroxyd geldst
und mit Salzsdure neutralisiert. Die Konzentration der Lésung wurde kolori-
metrisch kontrolliert.

Die Atmungsversuche wurden nach der WARBURGschen Methode durch-
geflihrt. In je ein Geféss wurden insgesamt 3 ml in Phosphatpuffer (pH 7) her-
gestellte Flissigkeit gegeben, 1 ml davon war stets stabile Hefesuspension,
wdhrend die Menge des Phosphatndhrbodens und des ubrigen Substrates
variierte.

Weitere Versuche sollten entscheiden, ob unter den obigen Bedingungen
das H&min von der Hefe gebunden und ob die Bindung nach einer gewissen
Zeit gelést wird bzw. ob die Bindungsstdrke vom pH abhéngig ist.

Bei der Bestimmung wurden benutzt :

1. C-Ha&minlésung: 150y/ml

2. Hefe : dreimal mit physiologischer NaCl-Ldsung gewaschen und dann
mit physiol. Phosphatpuffer (pH 7,0) suspendiert. Die Konzentration wurde
mittels Trockensubstanzbestimmungen kontrolliert (in 10 ml 0,323 g).

Nach dem Abzentrifugieren der 10 ml Hefesuspension erfolgte Schiitteln
des Sedimentes mit 300y in 2 ml Puffer geldstem H&min und nach dem
Zentrifugieren Bestimmung des H&mingehaltes aus dem klaren Teil der Lésung.
Die Differenz zwischen dem eingetragenen und dem im Filtrat bestimmten
H&min ergibt die Menge des gebundenen H&mins.

Es zeigte sich, dass bei pH 7,0 ein Gramm Hefe 3745y Hé&min bindet
und bei pH 4,0 diese Menge quantitativ freigibt. 36 Stunden bei pH 7,0 gehalten
gibt die Hefe 283,7 y Hamin frei, 9,8 y bleiben also auch noch nach 36 Stunden



6 A. KRAMLI, J. LANTOS und J. STUR

gebunden. Demnach ist die Ha&minbindung einerseits vom pH und anderseits
von der Zeit abh&ngig. Bestimmung des H&mingehaltes &hnlich wie oben.

Redoxpotentialuntersuchungen. Zu den Messungen wurde in physiologischem
Phosphatpuffer (pH 7,0) suspendierte Hefe verwendet. Die Potentialmessungen
geschahen im Metrohm-Titriskop mittels einer Platinelektrode gegeniber-
geschalteten gesdttigten Kalomelelektrode. Die Yersuchsbedingungen wurden
so gewdhlt, dass sie denen der Atmungsversuche gleichkamen, weshalb bei
offenem System gearbeitet und durch einen magnetischen Ruhrer fir gute
Durchluftung gesorgt wurde.
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OEVNCTBUE OKWC/UTE/IbHO-BOCCTAHOBUTE/IbHbIX CWUCTEM HA OBMEH
BELWWECTB MMNKPOOPIrAHN3MOB I.

M3 cBSA3aHHbIX K APOXOKEBLIM Ky/bTypam CUCTEM XKeNie30nophnprHoB C-reMUH Bbi3blBaeT
3HAUNTE/IbHOE MOBbILLEHME IHAOTEHHOMO AbIXaHus, ¥ NapanienbHo C ITUM U3MEHSIETCA OKUC/U-
TeNbHO-BOCCTAHOBUTE/bHbIA MOTEHLMAN CUCTEMbI ; TakKMM 06pasoM [aeTcsi BO3MOXHOCTb C
YBEPEHHOCTbIO M3MEPSiTb TECHYI0 CBS3b MEXAY OKMC/WUTE/IbHO-BOCCTAHOBUTE/IbHBIM MOTEH-
LM1anom u AbIXaHuem.

THE ACTION OF REDOX-SYSTEMS ON THE METABOLISM OF MICROORGANISMS |

A. Kramli, J. Lantos, J. Stub

Out of the iron-porphyrin systems bound to yeast cultures, C-hemin produces a conside-
rable increase of the endogenous respiration and parallel with it the redox-potential of the
systems undergoes a change. Thus the close correlation between redox-potential and respira-
tion is incontestably measurable.

Andras Kramli, Szeged, Témorkény u. 2/c. Ungarn.
Judit Lantos, Szeged, Somogyi u. 6. Ungarn.
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Zur Verbffentlichung zusammengestcllt von B. I. Pozsar

(Eingegangen am 26. Marz 1954)

Zusammenfassung

1. Salze von starken Laugen und starken Sauren (neutrale Salze) bilden keine Farbstoffe-

2. Hydroxyde von einwertigen Alkalimetallen (Lithium-, Natrium-, Kalium-, Ammonium,
Hydroxyd) geben Farbstoffe neutraler Ladung mit molekularer Dispersion.

3. Calcium- und Barium-Hamateinate bilden einen Ubergangscharakter zwischen den
molekularen und kolloidalen Eigenschaften. Die zur Kolloidbildung neigende Tendenz der
Calcium- und Barium-Hamateinate wird durch die geringere Loslichkeit ihrer Salze begriindet.

4. Da Aluminiumsulfat, Ferrichlorid und Kaliumchromat gut hydrolisieren, ergeben sie
in sauren Losungen Farbstoffe molekularer Dispersion. In neutralen und basischen Losungen,
ferner bei Elektrophorese koaguliert sich der Farbstoff genau so wie bei htheren hydrolysierenden
Salzkonzentrationen.

5. Die positive Ladung erhélt das Aluminium-Hamateinat durch das freie phenolartige

Hydroxyl und das dissoziable Hydrogen des durch Sulfurieren (Isohamateinat) entstandenen
Derivates.

Einleitung

Es ist allgemein bekannt, dass H&matoxylin bzw. dessen Oxydations-
produkt, Hé&matein zu den wichtigsten Kernfédrbemitteln gehdrt. Die
Leukoverbindung ist das Hadmatoxylin (C16H 140e), welches aus dem Blutholz-
baum (Hé&matoxylon Campechianum L.) gewonnen wird. Hdmatoxylin kristal-
lisiert sich mit 3 Mol. Kristallwasser im quadratischen, mit 1 Mol. Kristall-
wasser im rhombischen System. Uber 120° C verliert es sein Kristallwasser.
Sein Schmelzpunkt liegt Uber 140° C. Es I6st sich in kaltem W asser langsam,
ist aber in warmem Wasser, Alkohol und Ather gut léslich. Die Fliche des
polarisierten Lichtes dreht es nach rechts um. Nach WIESNER [10] bleibt
Héamatoxylin — luft- bzw. wasserdicht geschiitzt — besténdig.

Was nun die Struktur, die chemische Zusammensetzung des Hdmatoxylin
betrifft, muss man wissen, dass es im Schmelzprodukt von Kalilauge Pyrogallol
(1—2—3 Trioxybenzol) und Protokatechusdure (3—4 Dioxybenzoeséure) liefert.
Das Hé&matoxylin-Molekil ergibt sich aus vier homozyklischen Ringen. Die
Umwandlung des H&matoxylins in H&matein wird so angenommen, dass die
im vierten Ring verlaufende Oxydation eine Chinonstruktur ergibt (H&ma-
teinisierung).
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OH
c O
HOC
Haemateinisierung
Hamatoxylin (C16H 140 6) Hamatein (CIBH12 6)

Das H&matoxylin oxydiert sich an der Luft, im Licht h6chstens an der
Oberfldche der Kristalle und auch dann sehr langsam. Die Rotfarbung ist das
Zeichen der Hamateinisierung. Durch Einwirkung von Sduren werden beide
Verbindungen gelb geféarbt. (Nach WIESNER wird Hdéamatoxylin, luftdicht
verschlossen, auch beim Tageslicht rot.) Hamatoxylin wird in wéssriger Ldsung
ziemlich schnell gelb, rot. Sehr wichtig ist der Umstand, dass die farblose oder
nur hellgelbe, wdassrige Losung des Hadmatoxylins sich durch Einwirkung von
elektrischem Strom am negativen Pol rot farbt! Die an der negativen Elektrode
vor sich gehende Farbverdnderung ist nicht anders zu erklédren, als dass durch
Oxydation eine Chinonstruktur entsteht. Daraus folgt wiederum, dass Hadma-
toxylin einen sauren Charakter besitzt : es enthélt finf phenolartige Hydroxyle.
Es dissoziiert nur schwach und langsam und die nachfolgende Oxydation ist
die Reifung desselben : die Héamateinisierung. Wahrscheinlich verwandelt
sich nicht das ganze H&m atoxylin und H&matein wird immer etwas Hdmatoxylin
enthalten Héamatoxylin ist also als eine schwache S&ure Hadmatein aber als
eine Saurerest zu betrachten. Wie wir sehen, ist Hamatein keine Salzfarbe ;
es ist aber farbig, eine aromatische Verbindung und adsorbiert sich stark.Je mehr
Benzolringe aber die aromatischen Verbindungen besitzen, desto stdrker adsor-
bieren sie sich (KruYT [7]). Dank diesem Umstand ist es ausser in der Mikro-
technik, auch in der Farbtechnik (Textilfarbtechnik) weitgehendst anwendbar.
Die echten Farbstoffe (Lack) sind die Salze des H&matoxylins : die Hdma-
teinate. Zum Anfertigen von Farben eignet sich H&matoxylin schon deshalb
besser als Hamatein, da sich letzteres in Wasser schwer I6st und man annehmen
kann, dass es auch wegen seines hoheren Oxydationsgrads stdrker zur Aggregation
neigt als H&matoxylin. Ausserdem ist es sehr wichtig, dass die Farbmolekilen
tiefer in die zu fa&rbenden Zell- bzw. Kernteile dringen, was bei Agenten moleku-
larer Grdssenordnung am erfolgreichsten ist. Deshalb sind die aus reinem
Héamatoxylin angefertigten Ldsungen womdglich vor dem Férben zu ultrafiltrie-
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reu, da Hé&rnateinat mit Molekulardispersion viel leichter in die zu farbenden
Gewebselemente diffundiert, als eventuell sein Aggregat. Es ist bekannt, dass
nur die weniger als 45 Atome enthaltenden Farbmolekile leicht durch die
Kolloidmembrane diffundieren. Bei 55 und 70 Atomen ist die Wanderung schon
langsamer und Uber 70 ist nichts mehr zu bemerken. Das H&matoxylin-Molekil
hat 35, Hd&matein 33 Atome. Schon bei einem Aggregat mit nur zwei Molekiilen
wadaren wir bei der Grdssenordnung von 68—70 Atomen und dadurch wéren
wir scharf an der Durchldssigkeitsgrenze der Kolloidmembrane ; das aber
wdre bei mikrotechnische und andere diffusen Farbungen keinesfalls vor-
teilhaft. (Kruyt [7]).

Unsere Versuche richteten sich auf die Feststellung des kolloidalen Disper-
sionsgrades der Hamateinate. Es wurden die Bedingungen der Entstehung der
Hé&mateinate und des Grades ihrer Dispersion untersucht, denn fiur die mikro-
skopischen Farbungen eignet sich die molekulare Grdssenordnung am besten.
W ir wollten die Eigenschaften der Hemateinate kennenlernen, um eine Erklarung
fir die in letzter Zeit Uberall angewandten Hamateinat-Kernfarbung zu be-
kommen.

Versuelismatcrial und Methoden

Bei den Versuchen wurde das 3 Mol. Kristallwasser enthaltende Hamatoxylin in 1/1000
Mol. Konzentration (0,358 g¢/1) gebraucht, da es farblos ist und sich in Wasser besser 16st als
Héamatein.

Es wurde untersucht, in Gegenwart welcher Kationé und Anioné aus der farbloser
Hamatoxylinldsung Farbe entsteht ; und in welchen Konzentrationen diese angewandt werden
mussen,um eine molekulare Dispersion der Ldsung zu bekommen. Die llamateinatbildung der
neutralen Salze (Natriumchlorid, Kaliumchlorid, Ammoniumchlorid, Calciumchlorid, Barium-
chlorid, Magnesiumchlorid, Manganochlorid ; Natriumsulfat, Kaliumsulfat, Calciumsulfat,
Magnesiumsulfat, Natriumnitrat, Kaliumnitrat, Calciumnitrat, Bariumnitrat, Strontiumnitrat,
Cobaltonitrit), der Alkalihydroxyde (Kaliumhydroxyd, Natriumhydroxid, Ammoniumhyd-
roxyd), der Erdalkalihydroxyde (Calciumhydroxyd, Bariumhydroxyd), der hydrolysierenden
Salze (Aliiminiumsulfat, Ferrichlorid, Kaliumchromat, Zinkchlorid) und der Anioné (Schwefel-
saure) wurden untersucht.

1. Beobachtet wurde, hei welchem Elektrolyt und bei welcher Konzentration desselben
der Farbstoff entsteht und welche Farbe er hat.

2. Ob der entstandene Farbstoff bei der Elektrophore neutrale, positive oder negative
Ladung hat. Die Untersuchungen wurden bei 4 Volt Spannung durchgefiihrt. Von ganz besonde-
rer Bedeutung sind die Falle, wo die Dispersion des Farbstoffes sich bei der Elektrophore ver-
andert.

3. Die molekulare Dispersion wurde mit Hilfe eines Kollodiumsacks oder mit dem Girnesi-
[Jitrafilter geprift! Es ware schwer, die kolloidale Groéssenordnung mit Zahlen zu bewerten,
da die Porengrosse der Kollodium- bzw. Ultrafilter nicht reproduziert werden kann. Bei Verbin-
dungen mit bekannter Molekulengrésse ist es aber méglich an ihrem Durchdringen bzw. R ck-
stand die Porengrdssc abzuschatzen, und so waren sie zu relativen Vergleichen gut brauchbar.
In r(rj]ehreren Fallen konnte die einfache Dialysierung auch mittels Flektrodialyse kontrolliert
werden.

Anfertigung und Gebrauch des Ultrafilters sind in friiheren Arbeiten angegeben [2, 3, 4,
5]. Das Bereiten des Kollodium-Dialysatorsackes sei hier kurz mitgeteilt.

Ein Reagenzglas wird in ein Becherglas das 4%iges blasenfreies Kollodium enthalt, so
getauscht, dass die Flussigkeit 8—10 cm Hdhe erreicht. Nach ungefahr 10 Sek. wird das Reagenz-
glas herausgenommen und — nachdem der Uberfluss abtropfte — mit der Offnung nach unten
gewendet, damit sich das Kollodium gleiclimassig verteile. Danach wird das Glas solange in
waagerechter Lage zugedreht, bis sich die Kollodiumhaut tiberall gleichmassig verteilt, die gleiche
Dicke hat. Jetzt kommt das lberzogene Glas fir 1—2 Min. in destilliertes Wasser. Aus dem
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Wasser genommen, wird es 3—5 Min. getrocknet. Der gut getrocknete Kollodiumiiberzug wird
in 80—90%igem Alkohol getaucht und dann mit sicherer Handbewegung abgezogen, nachdem
der obere, fester am Glas haftende Teil abgeschnitten wurde. Sowie der Kollodiumiberzug vom
Glas abgezogen ist, wird er mit einer entsprechenden Glasréhre 1—2 Min. zum Trocknen an der
Luft aufgeblasen. Bis zum Gebrauch ist der Kollodiumsack in sterilem Wasser zu halten. Zur
Fallung wird eine Pipette genommen, damit der Farbstoff nur auf den Grund des Sackes gelange
und nicht etwa am Inneren der Wand emporwandere. Dann wird die Offnung des Kollodium-
sackes mit einer Holzklammer zusammengedriickt und so in destilliertes Wasser getaucht, dass
das dussere Wasser nicht viel hoher stehe als der Meniskus der inwendigen Farbe. Wenn inner-
halb und ausserhalb des Sackes Platinelektroden angebracht werden, so kann man die Elektro-
dialyse anwenden. Die Sacke sind, wenn ausser Gebrauch, unbedingt in destilliertem Wasser
zu bewahren, um ein Austrocknen zu verhindern, da sich ihre Brauchbarkeit sonst stark ver-
mindert.

Versuchsergebnisse

Nicht eins der untersuchten neutralen Salze gab mit Hdmatoxylin von
1/1000 Mol. Konzentration ein solches Reaktionsprodukt, dass auf Grund seiner
Farbverédnderung eine eingehendere Untersuchung sich verlohnt hétte.

Die Hydroxyde der Alkalimetalle (Natriumhydroxyd, Kaliumhydroxyd,
Ammoniumhydroxyd) ergaben eine lebhafte violett-rote Farbung und auch
in sehr hoher Konzentration entstand kein kolloidaler Niederschlag. Hadmateinate
der Alkalimetalle sind sehr leicht und gut von den ersten Oxydationsprodukten
des Hamatoxylin zu unterscheiden. Im Laufe der Hadmateinisierung tritt nd&mlich
eine gelbe-gelblichbraune-kirschrote Verfadrbung ein, die Salze der Alkalimetalle
dagegen bewirken, dass die violett-rote Farbe dominiert. Letzteres konnte sowohl
am Kollodium als auch am U ltrafilter kontrolliert werden. In relativer Kennt-
nis der Porengrdsse konnte festgestellt werden, dass H&mateinat mit einem
Molekul entsteht. Der dialysierte Farbstoff ist elektrophoretisch indiffe-
rent, bewegt sich also weder zum positiven, noch zum negativen Pol. Wenn im
Reaktionsgemisch auch bisher noch unverdnderte Komponente Vorkommen,
dann bewirkt der elektrische Strom, dass die Kationen zum negativen Pol
wandernd, mit dem dort anwesenden Ha&matoxylin eine chemische Reaktion
eingehen. Es kann also nur eine erhdhte Farbstoffentstehung am negativen
Pol beobachtet werden, diese Erscheinung ist aber auf keinen Fall als ein elektro-
foretisches Wandern des fertigen Farbstoffes zu betrachten.

Auch die Wirkung der Hydroxyde von zweiwertigen Metallen (Calcium-
hydroxyd, Rariumhydroxyd) wurde untersucht. Beide reagieren mit Hamato-
xylin und H&matein und dadurch entsteht die fur die Alkalimetalle charak-
teristische Farbe. Auch reagieren sie auf die polarisierende Einwirkung von
elektrischem Strom bei der Elektrophorese indifferent. Der entstandene Farb-
stoff kann nur teilweise dialysiert bzw. durch den Ultrafilter durchgesaugt
werden; es kommt also sowohl die molekulare als auch die kolloidale Dispersion
vor. Wenn Calcium- oder Bariumh&mateinat Alkalilauge zugesetzt wird, dann
koaguliert sich der Farbstoff.
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Von den hydrolysierenden Salzen wird hier die Wirkung des Aluminium-
sulfates, des Ferrichlorids und des Kaliumchromates behandelt, wobei die
Umstdnde der Farbstoffentstehung beachtet werden. Aluminiumsulfat
hidrolysiert vollstdndig.

ALAS043+ 6H2 -——->2A1(0H)3+ 3H2S04

(Zur Bereitung von «H&malaun» wird in der Regel Alaun [K2A12(S04)4] ver-
wendet, die Anwesenheit des Doppelsalz-Komponenten, (vom Doppelsalz)
des Kaliumsulfates, hat aber keine Bedeutung, da dieses Salz kein
Hamateinat bildet. Der entstehende blaue Farbstoff diffundiert sehr rasch,
ist also von molekularer Dispersion. Wird der Farbstoff mit alkalischen Laugen
titriert, so gewinnt man ein unldsliches, irresolubles Koagulat. Der nach der
Ausflockung ultrafiltrierte Farbstoff ist neutral. Der molekulare Farbstoff
hat positive Ladung, da er zum negativen Pol wandert und sich, &hnlich dem
Eisenh&mateinat, koaguliert.
Ferrichlorid hydrolysiert stark :

FeCI3 (- 3H20 ——» Fe(OH)3 -(- 3HC1

Das entstehende Eisenh&mateinat ist trotz des charakteristischen kolloidalen
Zuges des riagierenden Eisenhydroxydes ebenfalls molekular. Der frisch
hergestellte Farbstoff ldsst sich gut filtrieren, adsorbiert sich spéter an der
W and des Filters und koaguliert endlich. Der blaue Farbstoffdringt in Anwesen-
heit von Salzsdure vollstdndig durch den Dialysiersack und den Ultrafilter,
ist also von molekularer Dispersion! Wichtig ist die Beobachtung, dass Eisen-
h&mateinat bei Elektrophorese zum negativen Pol wandert und sich dort koagu-
liert. Durch Zugabe von ein wenig Salzsdure erfolgt die Koagulation des frisch
angefsrtigten Eisenh&mateinats erst viel spéter.
Auch Kaliumchromat ist ein gut hydrolysierendes Salz

K2Cr04+ 2HaO ----- >H2Cr04+ 2KOH

und gibt mit H&matoxylin reagierend eine sehr intensive Farbstoffbildung.
Farbe und Dispersion des Farbstoffes hdngt von der Konzentration des Kalium-
chromates ab. Zu 10 ml 1/1000 Mol. Hd&matoxylin wurde in gesonderten Proben
mit steigenden Mengenl, 2, 3 ... 19, 20 ml 1/1000 Mol. Kaliumchromat
gegeben. In den ersten neun Proben ist der Farbstoff violettrot und hinterldsst
am Ultrafilter kaum einen Niederschlag. Aufwdérts von zehn bis zwanzig
dagegen ist der entstandene Farbstoff (dunkel) blau und seine Koagulation
vollzieht sich im Dunkel. Bei Elektrophorese wandert er zum negativen Pol.
Die Beschaffenheit des Farbstoffes ist also eine andere als die des durch
Kaliumhydroxyd entstandenen Kaliumh&mateinate.
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Die Hydrolyse des untersuchten Zinkchlorides ist nur eine teilweise

ZnCl2+ H2 —->ZnCIOH + HCI

und entsteht ein schdnes blaues Zinkhd&mateinat mit kolloidaler Dispersion.
Es ist nur nach Zugabe von Salzsdure im molekularen Zustand haltbar. Die
Sulfate von Eisen, Nickel und Kupfer, ferner das Natriumphosphat ergaben
kolloide Farbstoffe. Sie stimmten in allem mit Ferrichlorid, Kaliumchromat,
Aiuminiumsulfat tberein.

Merkwirdig ist,dass Lithium-, Natrium- und Kaliumcarbonat sehr schéne,
violette, dauerhafte, sich nicht niederschlagende Farbstoffe positiver Ladung
ergaben.

Endlich mussen noch die Isohd&mateinate erwdhnt werden. Sie entstehen
auf Einwirkung von cc Schwefelsdure als dunkelrdtlich-braune Farbstoffe, die
sich nach langerem Stehen in gldnzend gelben Sdulen kristallisieren. Der ent-
standene Farbstoff hat positive Ladung.

Das Ergebnis der Sulfurierung kann als Isoh&mateinatbildung betrachtet
werden. Die entstandene Farbe hat positive Ladung, was sich durch die Anwesen-
heit von freiem Hydrogenion erklart.

Auswertung der Versuchsergebnisse

Zwischen den Salzen starker Sauren und starker Basen, ferner dem als
eine schwache Sdure zu betrachtenden Hamatoxylin vollzieht sich keine che-
mische Reaktion, wie das auch gar nicht zu erwarten ist.

Die neutrale Salzbildung starker Basen ist von grosser Bedeutung. Es ist
von der im H&matoxylin entstehenden Salzbildung der phenolartigen Hydro-
xylionen die Rede. Bei der Bildung der Farbe ist ausser der Salzbildung auch
der Verlauf der Chinonentstehung wichtig, nachdem WIESNER [10] aus
Héamatoxylin im Vakuum farbloses H&mateinat erzeugte. Eben durch diesen
Versuch wird es wahrscheinlich, dass an der Salzbildung nur vier phenolartige
Hydroxyle teilnehmen, und das fiunfte Hydroxyl am vierten Ring bei der
Chinonisierung eine wichtige Rolle spielt. Da H&matoxylin positive Ladung
hat, Alkalihdmateinat elektrophoretisch neutral ist und sich gleichzeitig auch
die Farbenreaktion einstellt, kann vorausgesetzt werden, dass in den Alkali-
hamateinaten alle, also die vier freien phenolartigen Hydroxyle gebunden sind.

Hé&matoxylin 4KOH — -» K4H&dm ateinat -j- 4H2

Héamateinate von zweiwertigen Metallen sind der Koagulation gegeniuber schon
empfanglicher, was vor allem durch den tieferen Grad ihrer Léslichkeit begrindet
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ist. Dasselbe bestdtigt auch der Versuch, bei welchem mit Kaliumhydroxyd
eine Dispersionserhéhung im Calciumhédmateinat zu beobachten war. Aus
der chemischen Dynamik ist bekannt, dass im heterogenen Elektrolytgemisch
die Loslichkeit des einen Elektrolytes sinkt, wenn der Lésung in Gegenwart
gleicher Anioné ein anderer, sich besser l6senden Kation beigemengt wird. So
scheint es bereits durch die Senkung der Ldslichkeit erklarlich, dass durch
Kalilauge das Calciumhdmateinat zum groéssten Teil ausgeschieden wird, als
Anfangsgrad einer groberen Dispersion. Auf den Zusatz von Kalilauge kann
man bei der, die Kaliumhdmateinate kennzeichnenden Farbenreaktion auch
daraus schliessen, dass das besser losliche Kaliumhéamateinat entsteht, und so
die Loslichkeit des Calciumhé&mateinates sich noch vermindert, was die Koagu-
lierung zur Folge hat.

Mit Hd&matoxylin bildet das Aluminiumsulfat einen Farbstoff molekularer
Dispersion. Das Aluminiumh&mateinat hat positive Ladung, wandert bei
Elektrophorese zum positiven Pol und flockt sich dort aus. Alkalilaugen bewirken
ebenfalls eine Koagulierung des Farbstoffes. Danach kann man annehmen,
dass Aluminium sich mit drei phenolartigen Hydroxylen verbindet, wéhrend
das vierte Hydroxyl'frei bleibt. Die bei der Hydrolyse entstehende Schwefel-
sdure kann den Farbstoff in para (ortho)-Stellung sulfurieren. Die Entstehung
des Isohdmateinats ist gleichbedeutend mit dem Sulfurieren [6].

Die Reaktion kénnte in drei Gleichungen geschildert werden :

1. A12(S043+ 6H20 - *2A1(0H)3+ 3H2504
2. Hamatoxylin-(OH)4 -j-A1(0H)3----- >Al-Hdmateinat-OH -(- 3H20

ol oll

3. Al-Hamateinat

Die auf Einwirkung von Kaliumhydroxyd entstehende Koagulation ist
so zu erkldren, dass das Kaliumhydroxyd das frei gebliebene phenolartigem
Hydroxyl neutralisiert. Das in dem Isoh&dmateinat vorhandene dissoziable
Hydrogen wird ebenfalls durch die Lauge neutralisiert.

Ferrichlorid hydrolisiert vollstdndig, es werden also aus jedem Molekil
3 Mol. S&ure frei. Die geringe Koagulierung zur Zeit der Dialyse ist so zu erkldren,
dass die Diffusionsgeschwindigkeit des Hydrochlorids grosser ist, als die des
Eisenhdmateinate und dass es im neutralisierenden Medium koaguliert.
Letzteres wird auch durch die Beobachtung bekraftigt, dass der Farbstoff
durch Zusatz von Salzsdure besser dialysiert bzw. langer aufbewahrt werden
kann. Aus Basen entstandene H&mateinate sind neutral, die positive Ladung
des Eisenhdmateinate dagegen ist an die Gegenwart von freiem phenolartigem
Hydroxyl gebunden. Da Eisenh&mateinat den Ultrafilter sehr schnell durch-
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dringt, scheint es bestdtigt zu sein, dass ein Molekill Eisenhydroxyd sich mit
einem Mol. Hamatoxylin verbindet. Die bei der Hydrolyse entstehende Salz-
sdure dréngt die Dissoziierung des frei bleibenden pbenolartigen Hydorxyls
zurick.

Die Konzentration des Kaliumchromats beeinflusst Farbe und Dispersion
der entstehenden Farbe. Der Farbstoff hat positive Ladung, unterscheidet
sich also auch qualitativ vom — aus Kaliumhydroxyd gewonnenen — Kalium-
h&mateinat. Die bei der Hydrolyse entstandene Chromséure bildet vermutlich,
&hnlich der Schwefelsdure, Isohdmateinate. Zum frei bleibenden phenolartigen
vierten Hydroxyl tritt in para(ortho)Stellung eine Chromsdure ein. Vermutlich
verleiht das Chromat-lon infolge seines dissoziablen Hydrogen-lons der Ver-
bindung eine positive Ladung. Im Farbstoff bildet das in der Hydrolyse entste-
hende Kaliumhydroxyd ein Phenolat mit drei phenolartigen Hydroxylen.

Die Bedeutung der H&mateinate in der Mikrotechnik

Zum Schluss kommen wir noch auf die Bedeutung der Hamateinate in
der Mikrotechnik zu sprechen, indem wir die besonderen Eigenschaften der
Féarbungsmethoden zu erkldren versuchen. Unserer Ansicht nach binden sich
die Hamateinate nicht so sehr chemisch an die Bestandteile der Zellen, haupt-
sédchlich an die Kerne, als eher auf dem Wege der Adsorption. Der Nukleus, Salze
mit molekularer Dispersion und saurer chemischer Wirkung (Eisen Kalium-
Héamateinat), hdufen sich dort auf. Diese Ansicht wird durch die Tatsache
bekraftigt, dass das Hadmatein-Molekil von einem homozyklischen Viererring
aufgebaut ist (Kruyt [7], Bechhold [1], Staudinger [9], Meyer und
Mark [8]). Bechhold [1] z. B. erkldrt die Hamatoxylin-Farbung des Zell-
kernes auf die Weise, dass die stark sauren Nukleoproteiden die Beize (z. B.
kolloidales Aluminiumhydroxyd, Eisenhydroxyd, Eisenoxychlorid, Kalihydroxyd)
adsorbieren und diese mit dem sauren H&matoxylin eine Reaktion antritt.
Diese Deutung wére annehmbar, hat aber die Schwierigkeit, dass die fertigen
Héamateinate, die «Beize» schon enthaltend (nattrlich nur in Metall bzw. ihr
Kation), neutral oder sauer sind. Die H&mateinate farben den Zellkern gut,
ja sogar gewisse Strukturen des «basischen» Zytoplasmas. Wie wir ubrigens
gesehen haben, missten sie, aus hydrolisierenden Salzen angefertigt, zwar
eher das basische Zytoplasma als den sauren Kern farben, dies aber nicht tun.
Die Farbstoffadsorption des amorphen Materials ist viel starker als die der
grossen Kristalle. Dagegen ist es auffallend, dass die H&mateinat-Adsorption
von orientierten Mikrokristallstrukturen sehr gross sein kann, wie dies z. B.
die Zellulosefaser oder der Seidenfaden zeigt. Daraus aber folgt, dass der Zell-
kern die H&mateinate deshalb besser adsorbiert als das Zytoplasma, weil er
eine sehr feinkdrnige oder eine Fadenstruktur besitzt. Das bedeutet, dass er
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gegeniber dem Zytoplasma teilweise und im ganzen genommen Uber eine sehr
grosse Oberflache verfiigt. Nun ist auch zu verstehen, warum die molekularen
Farbstoffe sieh zu Farbungen eignen : weil sie ndmlich Uberall hineindringen
und sich durch Adsorption genligend gut binden.
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KONnongHAA XMMMnA TEMATEVMHATOB N UX POJIb B MUNKPOTEXHWKE

I H. 1. TMUMEWN 1

Mornekyna reMaToKCUINHA COLEPXUT YeTbipe FOMOLMKINYECKMX KOMbLAa U Ha BO3AyXe,
NIErKO OKUCMSETCs, YTO BCNeACTBUE 00pasoBaHNA XMHOHA COMPOBOXAAETCA LBETHON peaKLuei.
Mpun anekTpodopese GecLBETHbI FeMaTOKCU/IMH MepeMeLLaeTca K oTpuLaTesibHOMY MoJCcy U
NPYHMMaET XapaKTepHYK A5 remaTeMHa KpacHyl OKpacKy. JTO sBfeHue 06ycnoB/vBaeTcs
K/CAbIM ((heHO0BbIM) XapaKTepoM FMAPOKCUAbHBLIX FPynmn. ["'eMaTOKCUAWH, paBHO KakK 1 rema-
TENH CKJ/IOHHbI K 06pa3oBaHunto coneil. OAHaKo, BBUAY TOF0, YTO TO/IbKO MeMaTOKCUINH SBNseTCA
6ecuBeTHbIM, XOPOLLO PacTBOPMMbIM B BOfe 3KCTPaKTOM, aBTOP B CBOMX WCC/eA0BaHMAX MO
06pasoBaHUI0 KpacuTeneli U MX AMCMEPCHOCTU MPUMEHSN MpPexie BCero remMaTtokCwiuH. OT
OMo3HaBaHUA CBOWCTB remMaTeMHATOB aBTOP OXMWAas TeopeTMyecKoe O6bSACHEHWE 4acTo Mpu-
MEHSIEMO/i B MUKPOTEXHWKE METOAMKU OKpalLnBaHUS.

ABTOpP MPUMEHSA B CBOMX OMbITax FeMaTOKCUAMH B KOHUeHTpauun 1/1000 monb (0,358
r/n), cogep>awnii 3 Mons  KpuCTa/in3auMoHHoi Bogbl. OH nccnefoBan 06pasoBaHMe Kpacu-
Tefe U3 HEOPraHMYeCKMX COoMeR, M3 KUCNOT M OCHOBAHWI, LBET KpacuTesneld, HanpasieHne ux
3M1eKTPOGOPETUYECKOTO MEPEMELLIEHMA U CTeMeHb AUCMEPCHOCTU, Kak Mpu MOMOLM Auanunsa-
Topa C KONMOAWMMAHBIM MELLIOYKOM, Tak M pabotas ¢ npu6opoMm Ans ynbTpadunbTpaumm no
Mmvewn. KannmbpoBKy BennUMH nop ynbTpaguabTpa aBTop MNPOBOAWA NPU MOMOLLM COefu-
HeHW (KpacuTenen) C M3BECTHON BE/IMUMHON MOMEKYSbl, YUTO OH C YCMEXOM UCMOMb30Bas Npu
OTHOCUTENIbHbIX CPAaBHEHWUSIX.

HopmanbHble (HeMTpasibHbIE) X/I0PUCTbIE, a30TUCTble U Cyfb(aTHble COMM LUENOYHbIX,
LLIe/IOYHO3eMENbHbIX W 3eMe/lbHbIX METa/I/I0B He 06pasytoT KpacuTenei € remMaToKCUIMHOM.

MMAPOOKMCY  LLENOYHBbIX MeTaN/oB [faBa/v CBETN0 (PMOMETOBO-KPACHYK OKpacky, U
LLe/IoYN He BbI3bIBaIN KOoarynsumm KpacuTens Aaxe B Cyvae BeCbMa 60/bLUON KOHLEHTpauum.
Mpy nomowm ynbTpapunbTpaLMm aBTOpP YCTaHOBWS, YTO KpacuTe/lb WUMEET MOJSIeKYNSPHYIO
BE/IMUMHY. Ha OCHOBaHUWM 3MeKTPO(OPETUYECKOr0 WCCNeLOBaHUSA, KpacuTeNlb SABNSETCA Hel-
Tpa/ibHbIM, TO €CTb OH He MepeMeLlaeTcs HU K NOMIOXKUTENIbHOMY, HA K OTpuuaTe/lbHOMYy Mo-
ntocy. lMonydyeHHble Br3HepOM B BaKyyMe reMaTeMHaTbl LLENOYHbIX MeTas1oB bbuin HecuBeT-



16 N. I. GIMESI

HbIMW, YTO 3aCTaB/iIAEeT npegnonaraTtb, YTo0 B MOJIEKY/1IE KPacuUTensa CBA3bIBa/INCb YETbIPE aToMa
Kanna, TaK KaK KpacuTeslb SI'IeKTpO(*)OpeTVILIECKVI ABNAETCA HEIZTpaﬂbeIM.

FemaTtokennuH + 4 KOH —» K4 rrmatemH + 4H20

CMAPOOKMCH  LLIENIOYHO3EMENbHBIX METAa/I/IOB AaloT CUHWE KpacuTenu, oT4yacTu Mofe-
KYNSIPHOW, a 0T4acT! KO/JIOUAHON AMCMEPCHOCTbIO. [Anann3vpoBaHHbIA KpacuTeNb Npu anek-
Tpodopese He nepemelaetcs. lMog AeicTBMEM efKMX LUeMOYeli AUCMEPCHOCTb KpacuTensi BHe-
3aMHO MOBbLILAETCS. 3TO 06BLACHSETCSH pasHMLeli pacTBOPMMOCTM FeMaTeMHATOB LLUEMOYHbIX U
LLIeNI0YHO3EMENbHbIX METas/IoB.

Cpean rvgponuavp” loWwmur coneld, aBTop 3aHMMasicsl MpeXpae BCero ¢ 06pasoBaHMeEM
KpacuTenen n3 cynbara antoMUHKSA, COMM XJI0PUCTOrO >Kenesa M Xxpomarta Kanus. BaxHbim
CBOICTBOM SIBMISIETCA, UTO BCE TPU KpacuTensi NepemeLlatoTcsl Mog AeCTBMEM 3/1EKTPUYECKOrO
TOKa K 0TpuLaTeslbHOMY MOJIOCY, TO eCTb OHU MMEKT MOSIOKMTEeNbHbIV 3apsad. Ha oTpuuatens-
HOM MOJIHOCe KpacuTe/lb KoarynvpyeT Mnpy o6pasoBaHuMM 0Cafika, TOUMHO TaK XXe, KakK B C/ydae
[06aBNeHNA eAKMX LUeMoYeil. 3TN KpacuTenn MMeT B 06LEM MOMEKYSIPHYHO AMCMEPCHOCT,
KOTOPYH MOXHO COXpaHATb fA06aBfeHMeM KUCNOT (CONSIHOW KMCMOTbl, CEPHON KMCOTbI).
YacTMUHYI0 Koarynsiuuio B KOHLE Ananusa (ynbTpapuibTpauusi) MOXKHO 06bSACHUTL TeM, YTo
CKOpPOCTb Andy3nMm KUcNoT 60/blle CKOPOCTU Anddy3un Kpacuteneid. Mpu 06bACHEHUN 3TOro
SABJIEHUSA HEOOXOAMMO YUUTbIBATb [OBO/IbHO XOPOLLUYIO FMAPOSIN3YEMOCTb NMPUMEHSIEMbIX COJeEN,
a C [pyroii CTOPOHbI, CMNOCOOGHOCTb KWUCIOT (Hanpumep, CEpHOI KMUCNOTbl) 06pa3oBaTb M3orema-
TenHaTbl (XKeNnTOBAaTO-KPacHCBaTbI KpacuTenb), (BW3Hep), UTO MOXHO paccMaTpuBaTb Kak
cynb(oHMpoBaHMe. B NpucyTCTBMM KUCIOT MOXHO MNpPU MOMOWM YNbTpadunbTpauun, BHe
BCAKWX COMHEHWIA, YCTaHOBUTb MOJIEKYNSIPHYH AMCMEPCHOCTb KpacuTeneid, M3 4Yero MOXHO
3aK/1H0UYNTh, YTO Moc/e 06pa3oBaHMA XTHOHA TPU M3 YeTbIpeX OCTaBLUMXCA CBOGOAHbIMM (heHo-
NOBbIX MMAPOOKNCE CBA3BLIBAKTCS C AaHHLIM KaTMOHOM B (hOpMe reMaTenHaTa, B TO BPemsi Kak
YeTBepTas OCTaeTcsl CBOGOAHOW M B Mapa WM OpPTO MOSIOXKEHUWU MOMyHaeTcs M3oreMaTemHart.
3TUM MOXHO 00BACHUTb He TONbKO MOJSIEKYNSIPHYK AUCMEPCHOCTb, HO W MOMOXUTENBHbIN
3apsaj, Kak M Koarynsauuwo npu anekTpodopese.

B MUKpOTEXHVKe MPUMEHSIOTCS, FNaBHbIM 06pa3oM, reMatevHaTbl BblLLeNPUBeAeHHbIX
TpPex XOpoLWOo rMAPOAU3NPYOLWMX coneil. Kpacutenn ¢ MOMoXWTeNbHbIM 3apsifoM, Nojo6HO
KUCNoTaMm, BeCcbMa 6bICTPO NMPOHMKAKT B K/ETKM W afcopbupytoTcs CTPYKTYPHO AuddepeH-
LMpoBaHHbIMW 3/ieMeHTamu. o MHeHVIO aBTOpa, B KpacuTene, B MepBYyl0 ouepefb, WUrpaet
ponb agcopbuus, u, noxanyi, TONbKO BTOPUYHO-XMMUYECKAsi CBSI3b. ALCOP6LMOHHAs Cnoco6-
HOCTb KpacuTeneli BecbMa 3HauuTeNlbHa U cornacHo Bexonbay, Kpyiity, Meliepy, LUTayamH-
repy v T. . MOXHO MEXAY YMCIIOM FOMOLMK/NYECKUX KOJMeL, KpacuTeneli U nUx agcopobuueit
BbISIBUTb /IMHeliHyl0 CBSi3b. B aMOpHbIX CTPYKTYPHbIX 3/leMeHTax afcopbums KpacuTeneit
ropasjo CuabHee, YeM Ha MOBEPXHOCTU HACTOSLLUX KPWUCTAINOB, HO OHa 60/bLle BCErO MpPosiB-
NSIETCS Ha OPWEHTMPOBAHHbIX Mapa (MeTa) KPUCTa/NIMYeCKUX 3/IEMEHTAX C YNbTPacTpPyKTYy-
poi (Hanpumep, BOJIOKHO LeN/0/I03bl, LenKoBas npska). ITuMm, Noxanyn, 00bACHAETCS, UTo
remMaTteMHaTaMu allOMUHUSA U T. [i. MHTEHCMBHEE BCEro OKPaLUMBAOTCS MMetLLMe YNbTpacTpyK-
TYPY A4PO K/ETKU, CTEHKA KNeTKM U T. 4. OHaKo, MoKa elle 0CTaeTcs HeBbISICHEHHbLIM BOMpOC,
noyemy reMaTemMHaTbl U KWUCNOW peakumeld (C NONOXMTENbHbLIM 3apsiioM) OKpalluBatoT, B MNep-
By ouepefb, KWCMOe A4PO K/ETKM, a He OCHOBHYIO LIMTOMa3My.

THE COLLOIDAL CHEMISTRY OF HEMATEINATES AND THEIR ROLE
IN MICROTECHNICS

I N. I. Gimesi J

The hematoxylin molecule contains 4 homocyclic rings and oxydizes easily when exposed
to the air, which, owing to the formation of a chinone structure, is accompanied by a colour reac-
tion. By electrophoresis the colourless hematoxylin travels to the negative pole and assumes a
red colour characteristic of the hematein. This phenomenon is accounted for by the acid (phenolic)
character of hydroxyl-radicals. Both hematoxylin and hematein are liable to salt formation.
Since, however, only the hematoxylin dissolves readily in water and is colourless, therefore in
our investigations on colour formation and dispersity we dealt in the first place with the latter.
We expected to arrive at the theoretical explanation of dyeing processes frequently applied
in microtechnics by the ascertainment of the properties of hemateinates.

In our experiments the hematoxylin containing 3 mal mineral water was used in a 1/1000
mol (0,358 g/1) concentration. We investigated the dye formation of anorganic salts, acids and
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bases, the colour of the dye, the direction of its electrophoretic travel and the degree of its dis-
persion by means of both the collodium dialysator-sack and the ultrafilter of Gimesi. The pore
dimension of the ultrafilter has been calibrated with compounds (dyes) of known molecular
size, and this procedure could be well used for relative comparisons.

The neutral chloride, nitrate and sulphate salts of alkaline-, alkaline earth- and earth-
metals did not form dyes with hematoxylin.

The hydroxydes of alkaline metals gave a bright violet-red colour and even very strong
potassium concentrations did not cause dye-coagulation. By means of the ultrafilter we were able
to ascertain that the dye is of molecular size. The dye is electrophoretically neutral, hence it
does not move either towards the positive or the negative pole. Wiesner’s alkali-hemateins prepa-
red in vacuum were colourless, and from this fact it may he concluded that since the dye is electro-
phoretically neutral, all four hydroxyls are bound by potassium in the dye molecule

hematoxylin + 4 KOH----- > K4 hematein « 4H2

The hydroxydes of alkaline earth metals are blue coloured and form dyes of partly
molecular and partly colloidal dispersion. The dyalised dye does not travel electrophoretically.
Due to the effect of potassium hydroxyde the dispersion of the dye suddenly increases, which
may be explained by the divergent solubility of alkaline and alkaline earth hemateins.

Among the hydrolysing salts we dealt first of all with the dye formation by aluminium
sulphate, fe Trichloride and potassium chromate. An important feature is that, due to the action
of the electric current, the three dyes travel to the negative pole thus they have a positive charge.
On the negative pole the dye coagulates leaving some precipitate, just as in the case of alkali
hydroxydes. The dyes are generally of molecular dispersion, this can be preserved by the addition
of acids (hydrochloric acid, sulphuric acid etc.). The partial coagulation of dyes at the completion
of the dialysis (ultra filtering) can he explained by the fact that the diffusive rate of acids is
higher than that of dyes. In order to explain the phenomenon we must take into consideration
that, on the onehand, the salts employed hydrolyse extremely well, on the other, that acids (e. g.
hydrochloric acid) might form isohemateinates (yellowish-reddish dye) (Wiesner), and this may be
regarded as sulphonization. In the presence of acid til : molecular dispersion of dyes might be
indubitably ascertained by means of an ultra-filter ; from this fact it may be concluded that
from the four phenolic hydroxyls that remain free after the formation of chinone, three are bound
in the form of hemateinate by the cation under discussion, while he fourth remains free and
isohemateinate is produced in the para or ortho position. Herewith may be explained both the
molecular dispersion and the positive charge, as well as the coagulation occurring at electropho-
resis.

In microtechnics chiefly the hemateinate of the above mentioned three well hydrolysing
salts is used. The dyes with positive charge, similarly to acids, penetrate swiftly into the cells and
become absorbed in the differentiated elements. In our opinion it is adsorption which plays
primarily a role in the dye and only in the second place the chemical bond. The dye possesses
extremely high adsorbing capacity since, according to Bechhold, Kruyt, Meyer, Staudinger
etc., a direct correlation is demonstrable between the number of homocyclic rings of the dye and
the adsorption of the latter. The adsorption of the dye is considerably higher in amorphous struc-
ture elements than on the surface of true crystals, but it is highest in the ultrastructural viz.
directed para(meta) crystal elements (e. g. cellulose fibre, silk thread). This it may account for
the fact that the ultrastructural cell nucleus, cell wall etc. are stained most intensely with alumi-
nium, etc. hemateinates. For the time being, however, the question remains unsolved why it is
not the basic cytoplasms, but the acid cell nucleus that the acid dye hemateinates in the first
place.

Béla PozsAR, Budapest, V., Szalay u. 10—14., V1/38
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Summary

Micro-cinematographic observations showed that the mitochondria in the internal epider-
mal cells of the onion bulb exhibited definite motility and that such spontaneously moving
mitochondria were equally demonstrable in extracellular onion juice.

Culture tests revealed that microorganisms of the same type and exhibiting the same spon-
taneous movement grew from onion juice obtained under sterile conditions. Their relations to
the onion cells could not be clarified.

The microorganism obtainable from Datura stramonium seeds was demonstrated to
exert an atropinelike, acetylcholine-inhibiting action on the isolated frog heart, up to the fif-
tieth subculture of the strain.

On the basis of these experiments, close biological and biochemical correlations are
assumable between the microorganism and the life processes of the plant cell.

Introduction

Growing attention is being devoted to the problem of the physiological
significance of mitochondria, particularly since the isolation of cell fractions
helped to reveal that mitochondria, in addition to being morphologically differen-
tiated structural formations common to all living cells, represent biochemically
organized fermentation units which catalyse oxydative phosphorylation proces-
ses and are of great importance in the various synthetic reactions connected
with them [2].

Mitochondria are accordingly not only structural but also functional
units within the cellular system. The increasing interest in them is not of a purely
biochemical character but is also coming from quarters of general biology,
for there arise a number of biologically essential questions, viz. : — (i) To
what extent are those morphological and functional units of the cell system
dependent for their lives on the cellular milieu? (ii) Are they capable of extracel-
lular development as maintained by Enderlein [12, p. 77], Schanderl [24, 25],
Seyfarth [21], Wallin [27], and several other authors? (iii) Having once
escaped from their cells, can they be incorporated into others again as is assumed

*On the basis of a paper read in 1952 at the first congress of Hungarian Microbiologists
and in 1954 at a conference of the Hungarian Academy of Sciences, discussing living proteins

2*
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by Lettre [9] in respect of the tumour-cell mitochondria labelled with P 32? The
question as to whether extracellular development is or is not possible is closely
connected with the fundamentally important biological problem of bacterial
symbiosis. From their pertinent studies Pek10O [15], Seyfarth [22], Koch [7]
and Leiner [11]concluded that in plants and certain animal species the decision
whether the obligate intercellular microorganisms were symbiontic bacteria or
mitochondria often proved very difficult, if not impossible, and depended on
further research to be carried out with such methods as had more conclusive
force than morphological or culture studies.

Experimental results

When, in 1948, we began to study mitochondria in plant cells, we first
turned our attention to their intercellular behaviour. Basing ourselves on the
results obtained from these morphological examinations, we thereafter proceeded
to dealing with the specific activity displayed by microorganisms obtained
from plants.

From the internal epidermis of onion bulbs small pieces, 0,5 cm2in size,
were cut off and studied like hanging-drop preparations, with racked down
condenser. It was found that in onion bulbs dug up a long time before the
plasma in the cells of the inner epidermis contracted, detached itself from the
cell membrane, and surrounded the nucleus in the form of a mass of granules
(Fig. 1). Onstaining the preparation with Janus green diluted to 1 :10 000 the
granules became exceedingly conspicuous which proved that they were iden-
tical with the mitochondria and were not granules that had formed while the
plasma was shrinking. On adding, dropwise, a hypotonic solution (sterile distilled
water) to the cells of shrunken plasma the following observation could be made.
With plasmalysis starting, the aggregations of mitochondria broke up into
smaller masses assuming the shapes of clusters or tetrads each of which, after
some time, subdivided into still smaller groups yielding eventually forms of
coccus, diplococcus, rod, and rods arranged in chain. (This phenomenon bears
resemblance to the process in which objects frozen in ice gradually reappear,
during thawing, in their original shapes).(See Fig.2.) The coccoid and diplococcoid
mitochondria could easily be observed under the microscope, being rather
conspicuous, even without any staining, in the plasma undergoing lysis. The
rods and the rods in chains required closer inspection in order to be perceived
since they usually were only to be found in a deeper layer of the plasma from
which in colour they differed but by a shade. They are best studied under the
phase-contrast microscope.

Observations showed that the coccoid and diplococcoid forms began to
exhibit motility before the currents in the plasma, started, and that their paths,
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Fig. la. The shrunken plasma detaches itself from the cell membrane and, in shapeless form,
settles around the nucleus. Unstained, x 800
Fig. Ib. Shrunken plasma of granular structure. Unstained, x 1000
Fig. 2. Mitochondria beginning to appear independently owing to plasmalysis. Unstained, x 1000
Fig. 3. Black lines show definite progressive movement of the coccoid mitochondria from one
place to another, x 1000. Exposure 40". Unstained
Fig. 4. Micro-cinematographic pictures of intercellular movement of rod-shaped mitochondria.
The individual pictures were taken at intervals of about 0.4 seconds, during which time the
mitochondria definitely changed their position. Unstained, x 1000
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although short, were measurable, but of unpredictable direction. Fig. 3, made
with an exposure of 40 seconds, appears to prove beyond any doubt that this
movement was not the Brownian or molecular movement. The short route,
on the other hand, speaks against a movement due to cytoplasmic currents.

The rods and rods in chain were equally observed to begin moving before
the currents in the plasma started, yet their movement differed fundamentally
from that of the coccoid forms. It is characteristic of their movement that they
advance by bending their body, face about, adhere with one end, and exhibit
a groping mov ment (Fig. 4).

Micro-cinematographic pictures were taken of this spontaneous, inde-
pendent movement.

W hen studying the mitochondria of the epidermal cells of the onion bulb
it was further found that mitochondrial movement was partly active and partly
passive, the latter being due to the presence of currents in the plasma. Our
own investigations of mitochondrial motility and the experimental findings
of others — Szilvasi [23], Burcik [1], Robbins [19] — proving that it
was possible to culture microorganisms from plants, almost automatically
brought up the question as to whether the coccus and rod forms living in the
cells and exhibiting motility might be microorganisms. To decide this question,
a series of inoculation tests were undertaken under sterile conditions. In order
to destroy the microorganisms adhering to the surface, the onion bulb was
kept for ten minutes in a 20 per cent antiformin solution and then soaked
for three minutes in 90 per cent alcohol, which was later burned off. There-
after the onion bulb was cut at a line two to three millimeters above the root
zone, with a sterile blade. A whitecoloured milky juice was seen oozing from
the cut surface. On inspecting this under sterile conditions with the hanging-drop
technique under the microscope the same forms could be observed that had been
noted within the cell. In other words, the forms of coccus, diplococcus, and rod
were present also in the juice (Fig. 5). The presence of extracellular rod-shaped
mitochondria in the juice of the onion bulb has likewise been observed by
Pernek and Pfefferkorn [16] (Fig. 7).

The juice, obtained with the above-described technique and containing
great masses of mitochondria, was then inoculated into various culture fluids
(3 per cent dextrose bouillon, 2 per cent glycerine bouillon) at pH 7.2. Following
incubation for from 24 to 48 hours at 37° C. turbidity of the media in the tubes
indicated multiplication of a microorganism. Thereupon the microorganisms
grown in the fluid medium were streaked over a solid culture medium. On
studying these streak cultures it was found that the isolated colonies were of
identical character. Ever so often repeated -culture tests invariably yield
a microorganism of the identical morphological properties. Positive results
were obtained in 90 to 95 per cent, provided a fluid medium was used for the
first inoculation with onion juice.
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The microorganism was found to grow in exceedingly mucous, non-hae-
molysing, grayish-white, bright colonies. Stained preparations ofisolated colonies
revealed, in 24 to 48 hour cultures, Gram negative microbes in forms of rod
and rods in chain. In hanging drops these microbes were observed to be moving
about actively and independently. Characteristic of their movement was that.

Fig. 5. Forms to be found in onion juice (coccus, rod). Unstained, x 1000
Fig. 6. Rod-shaped microorganism grown from the onion. Stained with Janus green, x 1000
Fig. 7. Electromicroscopic picture of rod-shaped mitochondrion in the juice of the onion bulb
From Pkrner and Pfefferkorn’s cOmmunication

they advanced by bending their body, were capable of retracing their path
without turning about and also of making 180° turns. They stained vitally with
Janus green (Fig. 6).

To decide the origin of the microorganism obtainable from the onion juice
(whether extra- or intercellular infection, symbiosis, or mitochondrion) is a
m atter accompanied by many difficulties, and culture tests will not suffice to
clarify the problem convincingly. It was thought that it would be an indication
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of a closer relation between the plant and the microorganism, if the latter
were found to form some constituent part similar to a product of the plant
used as starting material. Accordingly, the experiments were extended to test
this speculation. For this purpose a plant with a highly characteristic cons-
tituent, which it was easy to demonstrate with a biological method, was judged
to be most suitable. It was along these lines of thought that the final decision
fell upon the seed of the Jimson weed (Datura stramonium) for the bacterial
culture tests. The underlying concept was that the bacterium possibly obtainable
from it might reveal atropine or some other substance of atropinelike action.

After being soaked for five minutes in a 20 per cent antiformin solution,
the datura seeds were kept for three minutes in 90 per cent alcohol after which
the alcohol was burned off their surface. Following this pre-treatment, the seeds
were triturated under sterile conditions and from the triturate hanging drops
prepared and stained with Janus green revealing forms of coccus, diplococcus,
rod, and rods in chain in them.

The sterile triturate of pH 7.2 was inoculated into a 4 per cent dextrose
bouillon and incubated for 24 hours at 37° C. Diffuse turbidity in the tubes
indicated multiplication of a microorganism. In the bacterial culture coccus
and diplococcus forms were seen developing into rods and rods in chains,
respectively, which in hanging drops exhibited intense motility. In cultures
several days old there were only spore-shaped forms visible. The forms of the
microorganism that had not yet formed spores were Gram negative and stained
vitally with Janus green. In streaks on blood agar plates, colonies of an identical
character were found. Isolated colonies turned grayish-white after 12, and
greenish-brown after 24 hours. After cultivation for 96 hours the greenish-
brown colour turned a brownish-black. The experiments were repeated several
times, the Datura stramonium seeds invariably yielding microorganisms of the
above-described morphological properties.

In the course of the experiments the following additional observations
were made.

A slightly alkaline aqueous emulsion of datura was shaken with chloroform,
the chloroformic part separated and the chloroform evaporated. W hat remained
was the aethereal, oleaginous substance of an odour of menthol, known from
the literature [28]. On repeating the experiment with the microorganism, the
same oil of the odour of menthol could be demonstrated.

Examinations under the fluorescence microscope showed that the sub-
stance of the seed and the microorganism, or the substance produced by it,
gave a greenish-blue fluorescence.

W ith a view to deciding whether the microorganism possessed any atropine-
producing capacity the following experiment was carried out. A strain cultured
for 24 to 48 hours on blood agar was scraped off and emulsified in 3to 4 ¢c. cm.
of distilled water. Above a flame this was then heated to boiling, and thereafter
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Diagrams 1 and 2: Acetylcholine-inhibiting action of bacterial filtrate,
from the 10th, 20th, 40th, and 50th subcultures
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centrifuged. Dragendorff’sreagent was added to 1c.cm. of the solution so
obtained, and this yielded a positive colour reaction. Tests to control this
method of demonstrating alkaloid were invariably carried out with an aqueous
extract of datura seeds, or with commercial atropine.

To some degree these tests suggested the presence of atropine-like sub-
stances, but to see clearly in the matter more reliable biological assays appeared
to be necessary.

Cultures of 24 hours were scraped off the plates and emulsified in distilled
water. Titrations with the solution so obtained were made on isolated frog heart
prepared according to the method of Stratjb. In the test frog heart stopped in
diastole by acetylcholine the bacterial filtrate teas found to re-start full action
(Diagram 1 and 2). (The consecutive titration experiments showed that it was
comparatively difficult to have the substance washed out from the frog heart.)
The next step was to exlude experimentally any supposition that the active
principle derived from the seeds and possessing the acetylcholine-inhibiting
effect demonstrated in the isolated frog heart, had really been transferred
with the loop from the culture fluid inoculated with the substance obtained
from the seed. To this end, fifty passages were made with an hypodermic
needle from colonies isolated from agar plates, and the fiftieth subcult ure was
observed to have the same acetylcholine-inhibiting effect as the microorganism
derived from the first inoculation. On this basis, any supposition to the above
effect seems to be definitely excluded.

Following our observations of the effect on the isolated frog heart, some
additional experiments were carried out for control purposes. From pathogenic
strains (Prodigiosus, Staphylococcus mucosus, Staphylococcus haemolyticus,
Pyocyaneous, Coli asrogenes, and Escherichia coli) solutions were prepared with
the above-described method and titrated in the same manner as the micro-
organism cultured from datura, islone of these strains examined for control
showed any acetylcholine-inhibiting effects.

The following procedure was adopted for the elimination of possible ionic
action. A bacterial mass equal to that used for titration was ashed and there-
after titrated in an amount of water corresponding to that employed for titration.
On titration no effect whatsoever was noticed.

The acetylcholine-esterase effect was excluded by the boiling process
during the preparation of the solution.

These observations appear to render probable the assumption that the
microorganism obtainable from datura seeds produces an atropinelike substance.

Discussion

Our observations on the mitochondria in the epidermal cell of the onion
bulb confirm other authors’ statements that in addition to their passive
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movement due to the presence of currents in the cytoplasm, mitochondria are
capable of spontaneous movement (Lundegardh [3, p. 235], Boresch [3, p.
235], Seyfarth [22], Schanderl [25, 26]).

The fact that it is possible to grow microorganisms from seeds seems to
speak very much in favour of the idea that what is confronting us here is not
a primary infection originating from the soil, but perhaps a cyclosymbiosis
of the cell and the microorganism that has developed in the course of genera-
tions. Support is lent to this conception by all the experimental results which
prove that from sterile cultures of yeast cells and moulds bacterial forms develop
spontaneously or are obtainable either by means of chemicals or by ultrasonic
action. Our own experiments carried out on Mucor racemosus confirm these
results. To-day, these «autolysate» phenomena are quite well known in the
production of antibiotics (Schanderl [25], Seyfarth [20, 21, 22], Keleti [6],
Jonas [5]).

Bacteriologists generally take exception at observations of this kind,
contending that the microorganisms obtained are due to infected air in the
laboratory. Several facts observed appear to contradict this contention. Thus,
consecutive inoculations from different plants carried out in tile same room
yielded microorganisms of different morphological characters. Inoculations
from the same plant species repeated several times in the same room invariably
yielded the same species of microorganism. The product having an «atropinelike»
biological effect demonstrable up to the fiftieth subculture in the bacterial
strain obtained from datura seeds, greatly contradicts any assertions of a mere
secondary «infection» independent of the life functions of the plant. The observa-
tions made would rather be indicative of a close functional (biochemical) relation
between the plant and the microorganism that can be grown from it. At present,
there is no answer to the question in what manner the bacterial metabolic process,
which as has been seen is accompanied by the production of an «atropinelike»
substance, is linked up with the formation of a similarly active principle in the
seed of the plant. Attempts to evaluate these correlations lead us onto a territory
in biology where, apparently, we shall have to modify our present biological
outlook in many respects, and remodel it according to the results of future
research work.

There are numerous data in the literature concerning peculiar and often
very surprising forms of specific intercellular symbiosis not only in plants but
also in certain animals. Arthropoda if deprived of their symbionts are known
to lose their capability of further development, their procreative power, and
some of their specific fermentative activities (Peklo [15], KOCH [7], PIERAN-
TONI [17], Puchta [18]).

Our observations on datura seeds, fitting in with the concepts of specific
symbiosis of plant and bacterium, show the great extent to which synergism
of host and symbiont can develop. The same is shown by the observation of
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other authors that in certain phases of his life the intercellular symbionts are
from the outset indispensable to the host. Under these circumstances Peklo’s
[15] question is certainly justified: «Microorganisms or Mitochondria?» But
this question would be an obvious one even if the microorganisms we have
to do with were exogenic and of specific symbiontic character, because they
perform functions vital to the cells, just like the mitochondrial system of the
cell itself. There are authors — Enderlein [12, p. 77], Jonas [5], Schanderl
[24, 26], Seyfarth [20, 22] — who hold the view that mitochondria are
capable of extracellular development and can transform into microorganisms
in the bacteriological sense of the word. However, further studies are required
before this point can be cleared up.

LettrE’s observations [9] also appear to show that the mitochondrion’s
life is not exclusively dependent on the cell. He inoculated mice that had an
unlabelled tumour with mitochondria from radioactive P32 tumour cells. In
from 3 to 5 hours it was found that the mitochondria had been selectively incor-
porated into the cells of the unlabelled tumours whence it was not possible to
remove them even by washing with isotonic solution.

Recently, LEINEK [10, 11] reported that rabbit serum immunized with
Pelomyxa palustris homogenizate was found to agglutinate the symbiontic
microorganism grown from Pelomyxa.

The literary data referred to in this paper and our own experimental
findings would appear to show that there is intricate synergism possible between
the organism of the symbiont and that of the host; further, that in some
fundamental physiological and even genetical functional processes the major
importance attaches to symbiontic action. Thus we are brought to face a problem
which may be regarded as the fundamental problem of modern biology, namely
that of the biological unit of cellular organisation, its subdivision into or regres-
sion to units of a lower order.
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MCCNEQOBAHNA BO3MO)1§HOCTEIZ BHEK/IETOYHOIO PA3BUTUNA
MUTOXOHAPUWN PACTUTEJIbHbIX KJ/IETOK

A KAPACLL, | P. KVLLI-BArOW

B xoge M3yueHUs MUTOXOHAPWIA PacTUTeNbHBIX KIETOK aBTOpbl HaGMlogam 1 gmken'
pOBaIM  MMKPOKUHEMATOrpagMuecKUM/  CheMKaMyl, UTO MUTOXCHAPWUU KIETOK BHYTPEHHErO
anugepMuca Niyka MpOsIBASKOT OXWUB/IEHHOE aKTUBHOE [ABWKEHME, U YTO ABVKYLLMECH MUTO-
XOHZPWUM MOXHO BbISIBUTb TAKXKE U BO BHEK/IETOUHOM COKE J1yKa.

OnMbibl M0 Ky/MbTUIMPOBAHUIO BbISIBWIM, YTO U3 CTEPU/IHO B3ATOr0 COKAa JflyKa Bbife-
NSNINCb  MUKPOOPraHU3Mbl OfiHAKOBOTO TUMA, MPOSIBASOLLVE MOZOGHbIE ABWXXEHUS, OfHAKO,
He Y4a/loCh BbISICHATb MX CBSI3W C KIETKaMM JyKa.

B OTHOLLEHMM MWKPOOPraHWM3MOB, PasBOAMMbIX M3 cemMeHM Datura stramonium, MOXHO
BbUI0 Ha cepale MSrylKy BbIsBUTb 40 50 maccaxka LUTaMMa aTponMHOMOZo6HOe, TOpMO3siLLee
aUeTUNIXONMH JelAiCTBMe. Ha OCHOBaHUM MOJYyYeHHbIX aBTOPaMM Pesy/bTaToB MOXHO Mpef-
nonaratb TECHble GMONOTMYECKME U GUOXVMMUUECKIME CBSI3U MEXAY >KM3HEHHBIMM MpPOLEccamm
MUKPOOPraHU3MOB U PacTUTE/IbHBIX  KJIETOK.



30 J. KARDOS and R. KIS BAGOLY

UNTERSUCHUNGEN UBER DIE EXTRAZELLULARE ENTWICKLUNGSMOGLICH-
KEITEN DER MITOCHONDRIEN DER PFLANZLICHEN ZELLE

J. Kardos und R. Kis Bagoly

Im Laufe der Untersuchung tber die Mitochondrien der pflanzlichen Zelle wurde beobach-
tet und auch mikrokinematographisch festgehalten, dass die Mitochondrien der inneren Epider-
miszellen der Zwiebel eine lebhafte aktive Bewegung ausflihren und dass sich diese bewegenden
Mitochondrien auch im extrazelluldren Zwiebelsaft nachweisen lassen.

Zuchtungsversuche ergaben, dass sich ein Mikroorganismus identischen Typs mit ahn-
lichen Bewegungserscheinungen aus dem steril behandelten Zwiebelsaft ausziichtete, doch
konnten seine Beziehungen zu den Zwiebelzellen nicht geklart werden.

An dem vom Samen von Datura stramonium gezlichteten Mikroorganismus lasst sich
bis zur 50. Passage des Stammes eine azetylcholinhemmende, atropinartige Wirkung auf das
Froschherz nachweisen.

Auf Grund dieser Untersuchungsergebnisse darf man eine enge biologische und biochemi-
sche Korrelation zwischen dem Mikroorganismus und dem Lebensprozess der pflanzlichen
Zelle annehmen.

Jozsef Kardos, Pécs, Kdrbonctan, Hungary.
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Summary

The corneal innervation in fish, frogs, snakes, tortoises, birds and mammals has been
studied with the use of Bielschowsky-G ros’s and Bielschowsky- Abraham’s methods of
impregnation, and the following has been found.

1. Forming smaller and larger trunks and bundles, the nerve fibres pass from the ring-
shaped scleral nerve plexus in a radial arrangement into the cornea at the corneo-scleral junction.

2. The stratified, radially and centrally running flattened nerve trunks give off an in-
creasing number of branches, frequently exchange their fibres, and finally form plexuses which,
closely interlaced, are arranged as superposed fibre-systems between the laminae of the sub-
stantia propria.

3. Having gradually emerged from the bundles and plexuses and given off in many cases
vertical side branches, the non-medullatcd fibres change into conspicuously beaded — sometimes
very tortuous — terminal fibres which form parallel — sometimes intersecting — patterns in
frogs, snakes and tortoises.

4. The terminal fibres in the cornea of fish, amphibians and reptiles can be traced far in
their course between the collagenous bundles and fibrocytes without observing any close connec-
tion between the fibres and the said bundles or fibrocytes. Sometimes, in amphibians and rep-
tiles we find neural patterns which seem to show the intensively varicose terminal fibres to enter
the corneal corpuscles ; pictures of this kind are, however, not quite convincing.

5. The fine terminal nerve fibres in the cornea of birds and mammals enter the fibrocytes,
and travel on in the cytoplasm of the processes, to terminate freely here and there either in the
perikaryon or in one of the processes. Terminations usually assume the shape of compact ter-
minal beads the size of which is always superior to that of the varices along the fibres. The nerve
terminals are sometimes joined to the axis-cylinder of the parent fibres by pedicel-like pieces
of fibre.

6. Neural connections being as described, the fibrocytes, standing for interstitial cells,
may be taken for stimulants with the function of transmitting to the nervous system the changes
in pressure occasioned by processes of hydration or dehydration in the substantia propria.

7. We may regard the innervated fibrocytes as receptor organs called to regulate the
cornea’s lymphatic circulation — and thus nourishment and secretion by raising or
reducing blood pressure in the capillary loops.

8. Nerve fibres form particularly rich plexuses at the junction of the substantia propria
and the anterior epithelium, and we find a fair number of closed networks of nerve fibres in such
plexuses.

9. After entering the epithelium, nerve fibres pursue courses parallel to the surface in
the lower layers, and form plexuses, even reticula, in the upper ones. Intraepithelial fibres emer-
ging from or independent of the said mesh — or networks travel between the cells up to the
uppermost layers where they form terminal beads between cells.

10 In the cornea of any of the mammals examined, | have been unable to detect sensory
terminal organs such as were reported first by Dogier and later by Egorow.

Introduction

Last year, apart from neurohistological studies of another kind, | was
much concerned with the microscopic innervation of the various layers in the
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eyes of vertebrata. Starting my investigations with the chorioid coat of birds
I went on to examine the innervation of the sclerotic coat and the cornea. The
eyes of birds had scarcely been subjected to examinations of this kind, and so
it is only natural that | was able to find many new and surprising appearances
in all layers. |1 was struck by what I found with respect to the relationship
between corneal corpuscles and nervous system : it was ascertained beyond any
doubt that there exists an intimate connection between the said corpuscles and
the nerve fibres. A multitude of preparations has convinced me of the fact
that the nerve fibres pass through the corneal corpuscles, string them up in the
form of beads, and that, moreover, some of the fibres appear to end in the
corpuscles by forming terminal knobs. This seemed to he something unusual,
the like of which | had never seen in the course of my investigations into
fibrocytes, neither had | come across literary contributions in this respect;
these observations gave an entirely new aspect to my knowledge of and ideas
about the innervation of the connective tissue, and threw a new light on the
corneal corpuscles, their position and mainly their function. In order to ascertain
whether one had to do here with a general rule governed by the physiology
and phylogenesis of the eye, | examined the neural relations of the cornea
taken from various groups of birds and all available vertebrata, with special
regard to the corneal corpuscles and the intraepithelial nerve fibres. It is intended
to give in the following an account of the results of these investigations.

Material and methods

As material, | have used the eyes of diverse vertebrated animals, from fish to mammals.
The technique of the examinations was to remote the eye from the fresh carcass, to put it in a
10 per cent solution of neutral formalin and to leave it there for weeks, even months because
we found that a prolonged immersion in formalin makes the material more suitable for neurolo-
gical investigations. This done, the cornea was excised, or if it was a large one, cut into four to
five pieces out of which frozen sections were prepared. Sections were mostly made tangentially
as it was thus that we obtained the nerve trunks and nerve plexuses in the most satisfactory
manner, and were able to observe the fibrocytes in the relatively largest area. The thickness
of the sections varied between 20 and 40 // ; with a view to trace also the finest ramifications of
the nerve fibres, 5 /i sections too have been made. Most of these very thin sections impregnated
quite as satisfactorily as the thicker ones. Though the tangential sections lent themselves very
well to the solution of all neurological problems we prepared cross sections as well so as to be
able to subject also the arrangement and path of the intraepithelial fibres to a close scrutiny :
the thickness of such sections was from 5 to 10//. With one exception, we used the Bielschowsky—
Abranam method [1, 2, 4] of impregnation ; provided the sections and the treatment had been
flawless we obtained brilliant pictures with this method ; the pictures were so satisfactory that
in their possession | venture to give due answers to nearly all problems arisen.

Pisces

Using the above mentioned method, we have examined the cornea from
carps (Cyprinus carpio L.) and pikes (Esox lucius L.). As far as can be ascertained
from the scanty literature at my disposal, as also from the findings of KRAUSE
[11], the fish-cornea is relatively thick around the periphery, and becomes



MICROSCOPIC INNERVATION OF THE CORNEA 33

gradually thinner towards the vertex. The main part of its substance is formed
by the substantia propria corneae composed of parallel, laminated connective
tissue. The fibrocytes, called also connective tissue corpuscles, or simply corneal
corpuscles, lie between the laminae. The substantia propria, covered distally
by the anterior corneal epithelium, is composed of 6 to 8 rows of cells in pikes ;
the two outer rows are formed of extremely flat cells. The epithelium passes
at the corneal limbus into the epithelium ofthe conjunctiva. Between the anterior
epithelium and the substantia propria we find Bowman’s membrane which,
becoming gradually thinner towards the periphery, continues in the conjunctiva
membrana basalis. Descemet’s membrane is lacking. The substantia propria
is bordered by a one-layered squamous epithelium towards the anterior
chamber.

The cornea is abundantly supplied with nerve fibres. Arriving in smaller
or larger bundles from the sclera to the corneal limbus, the fibres — still in
bundles — travel in a radial arrangement towards the centre, and interlace
there to form plexuses. While there are thinner and thicker fibres in the plexuses,
all of them are smooth-edged and non-medullated. The bundles give off more
and more branches in their distal course, and, reaching the junction between
external epithelium and substantia propria, form a loose meshwork. As regards
the relation of this plexus to the epithelium and the epithelial cells themselves,
I shall revert to this question when dealing with the species of higher orders
later in this paper. Large fibrocytes, that is corneal corpuscles, with anastomizing
processes are clearly observable in the substantia propria. We can see a lesser
or greater quantity of thin, sometimes strongly varicose, fibres running between
them. The investigations made so far have not revealed any intimate connection
to exist between the cells and the fibres in question (Fig. 1).

Amphibia

I have examined the corneal innervation in the bull-frog (Rana ridibunda
Laur.). The cornea is curved, its anterior epithelium is squamous and arranged
in several layers. The lowermost layer of the epithelium is composed of cuboidal
cells. This is followed by 1to 3 layers of flattened cells. The substantia propria
is somewhat thicker than the epithelium. Bowman’s membrane is lacking.
The substantia propria consists of 20 laminae running parallel to the corneal
surface. The laminae are held together by a cementing substance . They are
formed of bundles of connective tissue which too are bound by a cemen-
ting substance. The'corneal corpuscles lie between the laminae, and polynuclear
wandering cells may frequently be observed among them. Here, too, the fibrocytes
have processes, although differing from those in fish. The fibrocytes are rather
elongated, the number of processes less ; the latter are thick, shorter, have a
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blunt ending, and seem to be shrunk in the preparations. Anastomizing cells
can rarely be seen. Laminae and bundles are closely joining with one another*
giving thus a homogeneous appearance to the entire substantia propria.

Fig. 1. Cyprinus carpio L. : corneal innervation. Nerve plexus in the substantia propria : a)
thick fibre, b) thin fibre, ¢) neurofibril, d) varix, e) connective tissue nucleus. Bielschowsky-
Abranham’s method. Microscopic magnification 400 X. Photographically reduced to 1/2

The substantia propria is followed by DeSCEMET's membrane of 2 [x
thickness : it consists of a homogeneous, finely fibrillated substance without any
cells. The membrane is marked off towards the anterior chamber by a layer
of squamous epithelium. The cells of the latter are quite flattened so that their
diameter amounts to a fraction of a micron only. Most of the cells have the.
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shape of pentagonal or hexagonal plates and are held together by a blackish
cementing substance.

Passing into the basal substance from the sclera the nerve fibres form a
rich meshwork especially in the vicinity of the anterior epithelium. The fibres

Fig. 2. Rana ridibunda L. : corneal innervation. Nerve plexus in the substantia propria : a)
nerve bundle, b) thick fibre, c) ramification, d) thin fibre, e) terminal fibre, f) connective tissue
nucleus. Biecschowsky-Abraham’s method. Microscopic magnification 100 X.

Photographically reduced to 1/2

of the plexus have different calibres : some are thick, and most of these are
varicose, being fibrillated here and there. Dichotomizing repeatedly, the thick
fibres change into fine terminal fibres; they sometimes form loops and are
sometimes running on between the co inective tissue cells in directions at right
angle to their original course. The general neural pattern appears to be much

3*
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richer than that observed in the same layer of the corresponding organ in fishes
(Fig. 2). We can see very fine branches to emerge from the bundles : they pursue
courses parallel to the laminae, frequently form right angles, give off collateral
branches here and there, and terminate as very fine and free end-fibres. Although

Fig. 3. Rann ridibunda L. : Corneal innervation. Nerve fibres in the substantia propria: a)

thick fibre, b) branching, c) thin fibre, d) terminal fibre, e) corneal corpuscles, f) bundles of

connective tissue. Bielschowsky— Abraham’s method. Microscopic magnification 200 X.
Photographically reduced to 1/2

these terminal fibres are drawing quite near the corneal corpuscles in some
instances, none of our preparations has yet revealed any close relation to exist
between the two elements. The general neural picture allows of no definite
conclusion as to whether the central lamellated layer and for its individual
elements, the connective tissue fibres and the fibrocytes, are possessed of a sepa-
rate, specific nervous supply (Fig. 3). Bearing in mind the conditions observed



MICROSCOPIC INNERVATION OF THE CORNEA 37

in the species of higher orders the fibrocytes may be supposed to have their
own neural connections also in the amphibians ; the preparations — which,
as has been said above, are quite flawless — admit, however, of no definite

Fig. 4. Rana ridibunda L. : corneal innervation. Plexus of nerve fibres in the substantia propria :

a) thick fibre, b) thin fibre, c) branching, d) terminal fibre, ) corneal corpuscle, f) process of

connective tissue cell. Bielschowsky—Abraham’s method. Microscopic magnification
200 X. Photographically reduced to 1/2

conclusions in this respect. The mere fact to have found some of the fine nerve
fibres passing above several of the fibrocytes would not justify to claim the
existence of some sort of intimate connection between cells and fibres.

On the other hand, there are also histological pictures in which not only
the processes of the fibrocytes are well visible but also anastomoses can be
observed. Although the plexus of nerve fibres is much denser in such cases,
their plexiform character remains unchanged notwithstanding the appearance
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of peculiar, sporadic, wide-meshed netlike formations which a careful observation
will invariably reveal to be composed of not anastomizing nerve fibres running
beneath and above one another. Pictures of this kind, especially in view of the

Fig. 5. Rana ridibunda L. : corneal innervation. Nerve fibres in the anterior epithelium : a)
nerve fibre, b) epithelial cell, ¢) corneal corpuscle. Bieeschowsky—Abraham's method.
Microscopic magnification 200 X. Photographically reduced to 3/4.

great number of nerve fibres, invite the assumption that here, too, there may
exist a close relation between nerve fibres and fibrocytes, although we have
not yet been able to demonstrate this connection (Fig. 4). Such theory seems
to be supported by Boeke—H eringa (1923) and Boeke (1935) who, working
on frogs, found the nerve fibres to enter and terminate in the plasm of the
corneal corpuscles. Our impregnation in this case was not complete, and this
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fact may account for the divergence of the findings ; it is, on the other hand,
also possible that Boeke’s intracellular endings were artefacts.

Though multiplying in the subepithelial connective tissue, the nerve
fibres form only a loose meshwork from which extremely fine branches pass
among the epithelial cells. Apart from them, we have also found fibres which
run in the lowest epithelial layer, and may form, with the adjacent similar
fibres, a plexiform arrangement (Fig. 5).

Reptilia

Of the reptiles, we have examined the cornea from grass-snakes ( Tropi-
donotus natrix L.) and pond-tortoises (Emys orbicularis L.). The cornea of these
animals, as of the reptiles in general, is strongly arched and becomes thicker
towards the limbus. Its main component part is the substantia propria corneae
which is disposed in laminae also in this case. A cementing substance serves
to join the laminae and to form bundles of connective tissue fibres. While
Descemet’s membrane is not conspicuous at the vertex, its fine elastic fibres
come to view on the periphery if stained with resorcin-fuchsin. The thickness
of, i. e. the number of layers in, the anterior epithelium is variable : it is com-
posed, as a rule, of two to three layers of cuboidal epithelial cells. The cornea
is bounded by an exceedingly thin squamous epithelium towards the anterior
chamber.

The general neural pattern resembles that of the amphibians. The nerve
fibres are plexiformly arranged in the substantia propria, especially in the
upper part thereof; it is a wide-meshed, richly fibred plexus in which the
fibres of varying thicknesses intersect each other. The thin nerve fibres spring
from the trunks or the parent fibres at right angles : this phenomenon is even
more characteristic in this case than in that of frogs. This break at right angles
can be observed to repeat itself several times in the course of a single fibre.
Nerve fibres are particularly thin in the cornea of the grass-snake : they form
a fine plexus, and show many oval, sometimes hollow, varices in their course.
Although there are many intersections, the plexiform fibres invariably retain
their independence and never fuse with one another, not even in the terminal
systems (Fig. 6).

We find a rather similar arrangement in the cornea of the tortoise, with
the possible difference thatthe fibres are considerably thicker and more numer-
ous ; this may be dependent on the thickness of the cornea. | have been unable
to detect any intimate connection between corneal corpuscles and nerve fibres
either in the grass-snake or in the pond-tortoise (Fig. 7). The shape ofthe corneal
corpuscles seems to be better circumscribed than that in the amphibians ;
processes are better observable and their anastomosis more pronounced than
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in the amphibians hut less complete than in birds. As a matter of fact, corneal
innervation in frogs and reptiles shows a striking resemblance, while — at the
same time — the fibrous pattern of the reptilian cornea is structurally similar

Fig. 6. Tropidonotus nitrix L. : corneal innervation. Nerve plexus in the substantia propria :

a) nerve fibre, b) branching, c) terminal fibre, d) corneal corpuscle, €) connective tissue nucleus,

f) corneal lamina, g) bundle of connective tissue. Bielschowsky— Abkaham’s method. Micro-
scopic magnification 200 X. Photographically reduced to 1/2

also to that of the birds. Phylogenesis is positively reflected by the innervation :
the neural picture of a cornea will decidedly reveal if the cornea was taken from
an amphibian, a reptile, a bird, or a mammal ; even related species can be
distinguished. It should be added that differences due to a higher place in the
scale of animal species are quite conspicuous only in the corneal innervation
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of birds. In any case, whatever the connection between nervus oculomotorius,
ganglion ciliare and nervus nasociliaris, the corneal fibres both in reptiles and
Amphibia must be assumed to be exclusively sensory organs which may have
a trophic, and possibly a tactile, function in the substantia propria, while

Fig. 7. Emys orbicularis L. : corneal innervation. Nerve plexus in the substantia propria :

a) nerve fibre b) neurofibril, c) terminal fibre, d) branching, e) connective tissue nuclei.

BiELScHowsKY—Abraham’s method. Microscopic magnification 300 x. Photographically
reduced to 1/2

they positively serve to perceive pain in the anterior epithelium. Had we suc-
ceeded in finding a close relation between fibrocytes and nerve fibres, we should
be justified to regard the fibrocytes as sensory — or receptor — organs destined
to register the degree of pressure in the lymphatic system. However, in lack
of a support given to such theory by microscopic observations, and in view
of anatomical findings, we have to discard any such hypothesis. We should not
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be surprised if subsequent investigations were to reveal new appearances in
this connection, for — excellent as our method has proved to be in every respect—
it is quite possible that, in its present form, our technique is not yet perfectly
suited to reveal the finer neural ramifications in the cornea of the lower species
of animals. | want to stress this point because we have been able to impregnate
with our method very fine and complicated systems in birds and mammals
the like of which could never be revealed in any other organ either by us or
other investigators. It is, on the other hand, quite possible that there exist no
such systems in the species ; of lower orders we must not forget that the con-
formation and the structure of the eye, the manner of life and the phylogenesis,
are all closely interlinked factors which may have served to develop the finest
structures and most intricate neural connections in the respective organs of the
highest species only.

Avcs

I have examined the cornea from hens (Gallus domesticus BttlSS), turkeys
(Meleagris gallopavo L.), guinea fowls (Numida meleagris L.), pigeons (Columba
livia domestica Om), geese (Anser domesticus L.), black headed gulls (Larus
ridibundus L.), buzzards (Buteo buteo L.) and spotted owls (Syrnium aluco
L.). — Corresponding to the variously formed eyes as shaped in the course of
time by the mode of life of the different birds, their corneas are widely differing
both in size and shape. Arched as a rule, the cornea reveals considerable morpho-
logical divergences in the different groups as regards convexity, extent and
thickness. These differences are, no doubt, rooted in the manner of life as also
in ecological conditions. While in some birds the cornea hardly stands out of
the bulb’s contours, it is highly convex in others. Then again, the protrusion
of the cornea is connected with a partial lengthening of the sclera, as is the case
in the well known telescope eye of the owls, whereas, in other birds, the sclera
forms no part of the convexity. There are many transitory forms between these
types. The size of the cornea depends on whether the edge of the bulb (sulcus
sclerae, in man) is preceded by a part of the sclera, or if the cornea begins imme-
diately at that edge. Irrespective of whether there is a broad sclerotic part on the
anterior surface of the bulb or not, differences can be seen according to whether
the cornea emerges in a highly convex or a flattened form. This may depend
on the size of the lens since highly convex eyes have always large lenses, the
lenses themselves being also highly convex, whereas flattened corneas are accom-
panied by smaller and much flatter lenses. The cornea of birds has a diameter
of 5to 6 mm ; itis thinnest at the vertex and thickest at the limbus. It is, like
the cornea of all vertebrates, composed of anterior epithelium, substantia propria,
Decemet’s membrane and posterior epithelium. The anterior epithelium
consists of 4 to 5 squamous epithelial layers. The upper part of the lowest layer
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is cuboidal, and this is followed by a layer of columnar cells, the cells in the
other layers being flattened. Leaving the sclera, the epithelium passes into
the stratified columnar epithelium of the conjunctiva. The bulkiest part of
the cornea is the substantia propria which is composed also in this case of
laminated connective tissue running parallel with the surface. Besides collage-
nous fibres there are also elastic fibres in the laminae, the latter being however
confined to the corneo-scleral junction. Between the laminae we find corneal
corpuscles of great extent, provided with processes : fusing with one another the
latter form a protoplasmatic network which pervades the whole membrane.
Descemets’s membrane is very thin and stains with resorcin-fuchsin. The
posterior epithelium has one layer only, with flattened cells, which reach into
the anterior chamber.

The nerve fibres of the cornea rise from the nervi ciliares breves and the
nervi ciliares longi, and all of them pass from the sclera into the substantia
propria. As regards their origin, a part of them is composed of the axons of the
unipolar cells of the ganglion ciliare, while another part are sensory fibres of the
nervus trigeminus, which fibres, after avoiding the ganglion ciliare, get into
the path of the postganglionic fibres as nervi ciliares longi. Since our know-
ledge of the structure and function of the cornea leaves no doubt that it contains
nothing but sensory fibres, one might be justified — until the pertinent experi-
mental investigations will have taken place — to regard all corneal nerve fibres
to be of trigeminal origin and to belong to the terminal fibre-system of the
ramus nasociliaris. It is often asserted, and also quite well possible, that there
are, or may be, sensory fibres among the sympathetic, or in the present case
rather parasympathetic, fibres the cells of which are disposed between the
motor or secretory cells one by one or in groups. Provided this hypothesis is
correct, these fibres, being postganglionic parasympathetic fibres, perform a
sensory function in all corneal layers.

The nerve fibres, crossing over from the sclera, reach the substantia propria
elliptically at the corneal limbus. They form smaller and larger trunks in the
substantia propria and these trunks give off branches in their course ; the nerve
bundles so formed cross each other’s path, and — as a result — present the
appearance of genuine reticula the very structure of which seems to «short
circuit» nervous stimuli. And yet, these are no reticula in reality : a careful
observation will always show that the fibres, much as they seem to form reticula,
invariably pass beneath and above one another without ever anastomizing, so
that no continuous reticula can be formed. We found no difficulty in impreg-
nating this generally very rich system. Bielschowsky—Abraham’s method
[1, 2, 4] reveals the nerve fibres in the corneas of a great diversity of birds
satisfactorily and selectively especially if the material had been fixed in formalin
for a sufficient length of time, and if both formalin and ammonia were in perfect
condition. However, it is only fair to record that it has not always been possible
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to demonstrate the finer structures, precisely those the demonstration of which
gave me the impetus to make a systematic investigation into the corneal inner-
vation ; | have found that even where it was possible to obtain the desired
pictures, their quality differed according to the particular bird examined*
I want this to be understood, as many a bird-cornea has been impregnated
by us without being able to trace any intimate connection between corneal
corpuscles and nervous system. There were nevertheless quite a number among
the many preparations which — when placed under the microscope — revealed
neural pictures such as none of our investigations had revealed to us in this
field, and which seemed to be unusual from the point of neurology, pictures
that inspired us to a still more thorough study of the problem and to investiga-
tions into the real conditions with the aid of comparative material.

Corneal corpuscles with many processes were as a rule well observable
in pictures of this kind ; we could also see that most of these elements formed
anastomoses with similar adjacent elements. Smaller and larger nerve bundles
were also clearly traceable : they were seen to give off single fine branches
which, while ramifying now and then, were running on in the connective tissue
in most cases, forming sometimes almost regular squares in that tissue. The
fibres of these nerve bundles were definitely seen to pass through the plasm,
and sometimes through the very nuclei of the connective tissue cells, whereas
— in other cases — they were observed to surround the cells almost completely.
Pictures of this kind are really unusual and may, when first seen, set neuro-
histologists thinking ; any doubts are, however, soon suppressed, since the
impregnation in most of our preparations is perfect to such a degree that there
remains no place for any doubt as to the exceedingly fine and peculiarly coursing
fibres being genuine nerves and nothing else (Fig. 8). | feel justified in making
this statement because, in flawlessly impregnated preparations, the nerve
fibres which appear as beaded neurofibrils and become pitchblack when stained
with gold, can precisely be distinguished from the thicker, paler, alveolarly
structured and well traceable fibrocyte-processes.

The abundance of the nervous supply, and especially the presence of fine
varicose fibres is sometimes quite astonishing. Pictures of low magnification
reveal fibres in such numbers that — but for the technically perfect separation
of anastomoses and nerve fibres — one should feel inclined to regard the latter
as anastomoses, i. e. simple threads of cellular processes running parallel to the
collageneous fibres of the accidentally impregnated laminae. Seeing such
pictures for the first time one is assailed by doubts which soon cease in view
of the aforementioned complete and convincing separation between connective
tissue and neural elements. Even after having convinced oneself in this respect
one is inclined at first sight to take pictures of even as low magnifications as 200
X to represent fibres with the apparent tendency to form networks. However,
a more careful observation of these pictures of low magnification will reveal
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beyond any doubt such vast numbers of very fine, beaded nerve fibres travelling
along the axes of the collagenous laminae that the whole picture seems to be

Fig. 8. Gallus domesticus B biss : corneal innervation. Nerve plexus in the substantia propria :

m) nerve bundle, b) nerve fibre, c) branching, d) intercellular plexus, e) nerve terminal,/*

corneal corpuscle g) connective tissue nucleus. Bielschowsky—Abraham’s method. Micro-
scopic magnification 200 X. Photographically reduced to 1/2

almost inconceivable and hardly credible. Sporadical, fine branches leave the

fibres : they almost invariably spring at right angles from the parent bundle.
We have mentioned a similar pattern in the amphibians and reptiles. Although
the whole system of these fine fibres is actually arranged in a netlike mesh-
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work, there can be no doubt as to its being a plexus; this is clearly demonstrated
in the drawing illustrating the cornea of a goose (Fig. 9.).

Pictures of a higher magnification are even more convincing, for the
course of the fibres can be well traced in highly magnified sections. Such pictures
invariably reduce the apparent reticula to plexuses which pervade the substantia

Fig. 9. Anser domvsticus L. : corneal innervation. Nerve plexus in the substantia propria:

a) nerve fibre, hJ varix, c) branchmg, d) termination, e) connetive tissue corpuscle, f) cellular

process. Bielschowsky— Abraham’s method. Mlcroscoplc magnifiaction 200 X. Photographi-
cally reduced to 1/2

propria in great abundance and closely attach themselves to the corneal corpusc-
les by means of terminal fibres. This attachment may be of many kinds. In the
majority of the cases, the nerve fibre simply enters, and sometimes passes
through the plasm of the corneal corpuscle, whereas, in other cases, it links
up two or more cells along an anastomosis. However, it may be, one thing is
sure, and this is that there exists a very close relation between corneal corpuscles
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and nerve fibres. The unravelling of this intimate connection is, of course, far
from being easy. One is never sure if the fibre travels on the cellular surface
or in some groove on the cell, or else, actually passes through the protoplasm
and, at that, not only through the perikaryon but also through the anastomoses
by which the cells are fused. The solution of the problem is difficult from one
point of view and simple from another. It is difficult, for — as has been said —
it is always uncertain whether the fibre under examination is travelling in the
cellular plasm or on the cell’s surfaceonly.lt is also possible —a theory advocated
by several authors past and present — that there exists a shallow or deep
groove on the surface of the cells and of the anastomizing processes ; this
groove would be sharply delimited inwards, i. e. toward the protoplasm. If
this theory is correct, we have really a case of a mere superficial contact before
us, governed by the physiological principle of the parallel-contact. — The
problem in question is, on the other hand, easy to solve as our sole clue is given
by the adjustment ofthe microscope. If at a given adjustment we can well observe
the nucleus and, at the same time, clearly see the nerve fibre in the protoplasm,
we are justified to affirm that the nerve fibre is actually in the protoplasm
of the cells, especially in the present case where the nuclei are centrally
arranged as a rule. On this basis, it must be accepted as a fact that —
as far as the cornea of birds, geese and hens in particular, is concerned

(these were our best preparations) — the nerve fibres are actually in the
cytoplasm of the corneal corpuscles (Fig. 10). The possibility of the exis-
tence of the above mentioned preformed grooves — the depth of which
comes near the nucleus — can, cf course, not be excluded in this case
either.

It has already been mentioned that also the differences in staining prove
the aforementioned fibres to be nerve fibres. In order to remove any possible
doubt that may nevertheless arise in this respect | was at pains to select neural
pictures in which the connection of the fine fibres with the parent nerve trunks,
i. e. their projecting from them, was perfectly observable. | have found quite
a number of such pictures, and they have absolutely confirmed that the thin
fibres traverse the cellular processes, and pass also through the cells crosswise
and lengthwise, sometimes in the immediate vicinity of the nucleus. It was
further revealed that, bending over from the plasm of a cell, the fibres enter
the plasm of the next cell, then again that of the next, and so forth (Fig. 11).
Smaller or larger nodules were seen along the path of the fibres : we found
most of them to lie within the area occupied by the cell-protoplasm or the
main process. The nodules in question may be nerve terminals. Such conception
too may be erroneous since their number is limited and because one can never
tell for sure whether they really represent nerve-endings or just varices. Anyway
the probability of the nodules being terminals is neither more nor less than
that of their being varices. This question has been the subject of heated conten-
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tions for a long time. KUHNE (1862) found the nerve fibres to terminate in the
protoplasm of the fibrocytes. While Waldeyer and lzquierdo (1880), Lip-
man (1869) and Keonigstein (1875, 1877), agreed with Kuhne’s findings,

Fig. 10. Anser domesticus L. : corneal innervation. Nerve fibres in the corneal corpuscles : a)

nerve fibre, b) branching, c) nerve fibre in the cytoplasm, d) nerve terminal, €) corneal corpuscle,

f) cellular process. Bieeschowsky—Abraham’s method. Microscopic magnification 400 X
Photographically reduced to 1/2

other investigators were of a different opinion, e. g. Engelmann, Koelijker
(1848, 1866), Petermoeller (1869), Hoyer, Ranvier, Dogiel, Virchow and
AttiaS [6] who disclaimed any such intimate connection between corneal
corpuscles and nerve fibres. In a paper, published in 1910, VIRCHOW decidedly
declares that nerve fibres do not terminate in the protoplasm of fibrocytes.
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Of the more recent investigators, Boeke—H eringa, (1923) and Boeke (1935),
having worked on the the cornea of frogs, affirmed that the nerve fibres enter,

Fig. 11. Gallus domesticus L. : corneal innervation. Nerve fibres in the corneal corpuscles:

a) bundle of nerve fibres, b) nerve fibres, c) terminal fibre, d) nerve terminal, ) corneal cor-

puscle, f) cellular process. Bielschowsky—Abraham’s method. Mlcroscoplc magnification
600 X. Photographically reduced to 1/2

and terminate in, the protoplasm offibrocytes. Referring to mammals, R eiSEK
(1936—37) found that the nerve fibres pass into the cytoplasm of corneal
corpuscles and are forming terminal reticula in them. Again, Nageotte—GuYON
(1926) and also Martinez (1940) denied the intraprotoplasmatic ending
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of nerve fibres. Moreover, Martinez denies altogether that the nerve fibres
of the substantia propria have free endings. He thinks that, without having free
terminations, the terminal branches of the fibres pass into one another and
form an extracellular network. Zander and Weddel [13] who studied
the nerve fibres in the cornea from sharks, frogs, guinea-pigs, monkeys and
man with methylene blue stain, impregnation as also under phase-contrast
conditions, suggest that «the findings of BOEKE and Reiser are artefacts
resulting from shrinkage during the course of preparation of the tissue for
microscopical examination as well as non-specific impregnation methods».
They hold the view that the nerve fibres of the substantia propria terminate
on the surface of fibrocytes or, in some cases, on that of histiocytes which latter
— though few in number — can be found in the cornea. Zander and Weddel
refuse to postulate any close relation between fibrocytes and nerve fibres. They
suggest that the fine fibrils springing from the terminal plexuses of the substantia
propria end freely, in the form of clearly observable terminal beads which are
usually preceded by a string of similar beads. Recently, JABONEROand Lorente
[10], having worked on human eyes, took a firm stand in favour of the theory
of intraprotoplasmatic termination. Their drawings seem to be conclusive,
although we still cannot discard the possibility of the existence of grooves or
plasma-depressions.

Microscopic pictures of a higher magnification furnish a specially strong
proof for the close connection of fibrocytes and nerve fibres in the cornea of
birds. The course of the fibres is clearly traceable in these pictures, and even
the entire system of a single fibre can often be observed (Fig. 12). It is quite
clear from the figure that, after successive and repeated multiplications, the
fibres end in rich terminal plexuses which involve nearly all fibrocytes within
their area. Some parts of the branch system are strongly varicose : they are
drawing so close to the cell plasms and the processes that the resulting pattern
forces us to suppose them to be actually in the protoplasm or, else, to postulate
a close contact between them if only on the surface of the protoplasm. This
applies still more to the very fine, likewise varicose, fibrils which disappear
here and there as rounded-off terminal ramifications in the plasm of the fibro-
cytes. We can also observe in the drawing smaller or larger nodulous or trian-
gular swellings both at the points of division and elsewhere. They are sometimes
entirely in the cell bodies, and definitely appear to be real terminations.

Still higher magnifications and extremely careful observations reveal
genuine nerve terminals actually seated in the plasm of the corneal corpuscles.
Essentially, these endings are terminal beads the like of which are well known
from the sites of sensory nerve terminals, especially from the epithelia. Their
structure is closely knit ; although no fibrillation can be seen in them they
have the characteristic appearance of terminations. True, we have also seen
intraprotoplasmatic endings structurally similar to those described above
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Fig. 12. Gallus domesticus L. : corneal innervation. Terminal plexus system of a single nerve
fibre in the substantia propria: a) nerve fibre emerging from trunk, b) ramification, ¢) branch-
ing, d) terminal fibre, e) nerve fibre in the corneal corpuscle,/ corneal corpuscle, g) conn ective
tissue nucleus.

Bielschowsky—Abraham’s method. Microscopic magnification 1200 X.
Photographically reduced to 1/2
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in which a careful micrometric observation revealed a fine fibril to leave the
terminal bead although the latter definitely looked like a veritable ending ;
the fibril becomes thicker in its course, and may be traced to a long distance
even in its collateral branches. Appearances of this kind may well give rise to
doubts as to whether the structures described above are endings or not. After
careful consideration of all these circumstances we venture to suggest that
— as far as birds are concerned — there exist formations which have the
appearance of nerve terminals but that they occur very rarely and cannot be
said to be conclusive in every case (Fig. 13). The truth of this statement is well
illustrated by Figure 13 which shows two large corneal corpuscles and part of
a nerve plexus. It will be seen at first sight that the fibres of the terminal plexus
pass through the body of the fibrocytes, arborize round the nucleus, and follow
the anastomoses along nearly their whole length. It is also visible that while
the fibre forms a knob in the protoplasm this thickening means no termination
as the fibre runs on in the form of a fine connecting piece which links it with
the adjacent fibre element. It is because of pictures of this nature that one has
to be cautious and wary in forming definite conclusions regarding nerve terminals.
A further appearance well observable in the figure is the free ending of the nerve
fibre, a characteristic feature which seems to point to its intraprotoplasmatic
position. Duly emphasizing the above reservations, we have to accept as facts
that, first, some fibres of the terminal plexus travel in the plasm of fibrocytes
in the substantia propria of the birds’ cornea, and that, second, some of these
fibres have their ending in that same plasm. In no other way can the place and
position of the fibres, as they appear under the microscope, be interpreted.
It is, of course, quite possible that there is a preformed groove on the surface
ofthe cells for the fibres to run in, and this may be true also of the nerve
terminals which would then be seated in a depression of the plasm. Such a
possibility cannot be disregarded but the picture seen under the micros-
cope points, in our opinion, rather to an intraprotoplasmatic position of the
nerves.

Dealing with corneal innervation it would be a mistake to mention only
the above described rich sensory plexuses pervading the substantia propria,
without noting another plexus which, supplying the epithelium with sensory
nerves, spreads immediately under the anteroir epithelium and pervades also
the lower layers thereof. The plexus in question, with intricately interlaced
fibres, is comparatively dense and may be said to be composed of two main
parts one of which is a coarser plexus immediately beneath the epithelium,
between the epithelial cells and the substantia propria, the other of them being
a more loosely structured plexus in the epithelium itself. Their positions qualify
both of them clearly as sensory organs. The latter has been the subject of many
researches (Fig. 14). | shall revert to this question in connection with the cornea
of mammals.
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Fig. 13. Gallus dornesticus L. : corneal innervation. Nerve fibres and endings in the substantia

propria : a) nerve fibre, b) branching, c) nerve terminal, d) nerve fibre in the corneal corpuscle,

e) corneal corpuscle, f) cell nucleus, g) cellular process. Biki.schowsky— Abraham’s method.
Microscopic magnification 1800 X. Photographically reduced to 2/3



54 A. ABRAHAM

Fig. 14. Gallus domesticus L. : corneal innervation. Nerve plexus in the basal layer of the anterior
epithelium : a) nerve fibre, b) mesliwork of nerve fibres, c) epithelial cell. Bietschowsky-
Abbaham’s method. Microscopic magnification 400 X. Photographically reduced to 1/2

Mammalia

I have studied the corneal innervation in rabbits (Oryctolagus cuniculus
L.), cats (Felis domestica L.), pigs (Sus scrofa domestica L.), cattle (Bos taurus K.),
stags (Cervus elaphus L.), and horses (Equus caballus L.), The cornea of mammals
is strongly curved. It is of variable thickness: thinner — as a rule — around
the vertex, it becomes thicker towards the periphery [9]. It is disposed in the
following layers :

1. anterior epithelium, 2. substantia propria, 3. lamina elastica posterior

(Dbscemet’s membrane), 4. endothelium or posterior epithelium. The anterior
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epithelium consists of several squamous epithelial layers, and their number
varies according to groups and species. There are 7 to 8 layers at the vertex
of the anterior epithelium in dogs, cats and pigs, 10 in sheep and goats, and as
many as 13 in horses and cattle. The boundary between epithelium and sub-
stantia propria runs in a straight line ; there are no papillae. The lowest of
the epithelial layers is composed of high, columnar cells the nuclei of
which are oval and basally seated. The cells of the layers above the cylind-
rical one are polygonal, with ball shaped nuclei. The cells in the upper rows
are flattened, with elongated nuclei. There is no hornification in the epithe-
lium.

The substantia propria consists of bundles of doubly refractive connective
tissue ; these bundles resemble collagenous fibres but yield chondrin if boiled.
The fibrillae are parallel to one another as also to the corneal surface. With
some exceptions, the bundles are arranged in laminae. Such a vast number of
fibres pass between the contiguouslaminae in the cornea of cattle that the laminar
structure is altogether lost from view. The large corneal corpuscles are seated
between the laminated connective tissue-bundles ; the processes of these
corpuscles form anastomoses.

DeSCEMET's membrane (lamina elastica posterior) is bright and homo-
geneous ; it disintegrates into fine laminae if boiled, and stains dark blue if
treated with resorcin-fuchsin. The thickness of the membrane varies according
to species : itis — as a rule — thinner at the vertex and becomes thicker towards
the periphery. DeSCEMET's membrane, and the entire cornea, is rimmed
towards the anterior chamber by a layer of squamous epithelium, i. e. the
posterior epithelium (endothelium cameras anterioris). It contains angular cells
with elongated nuclei, and intercellular passages between the cells.

The nerves of the cornea arise from the plexus ciliaris. Smaller and larger
bundles of nerve fibres pass from the sclera into the cornea, and form a ringlike
meshwork towards the corneal limbus in the sclera (plexus annularis)y. This
plexus sends forth smaller and larger trunks which, after anastomizing with the
nerves of the conjunctiva, enter the cornea elliptically and segmentally. Pursuing
a radial course, the entering branches have a flattened shape and are disposed
in several layers. The flat branches of these layers travel towards the centre,
multiply repeatedly and send their fibres to the adjacent branches : the resulting
pattern is a wide-meshed meshwork which was described in detail by the old
authors and has recently been investigated thoroughly by Reiser [12].
The occurrence of smaller and larger triangular laminae is particularly charac-
teristic of this plexus : they appear at every point of bifurcation (Fig. 15).
Seen for the first time, the triangular plates give the impression of nerve cells
but higher magnifications will invariably reveal them to be anuclear laminae
containing a fine plexus the nerve fibres of which remain on the same side no
matter how often they pass to and fro.
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The fibres in the plexuses are non-medullated, and Schwann’s nuclei
are well observable. The arborization has a characteristic pattern in the cornea
of cattle, stags and horses. It is striking how much neural pictures reflect the
affinity between diverse species. A fine fibrillation has frequently been observed

Fig 15. Bos taurus L. : corneal innervation. Nerve bundles and plexuses in the substantia

propria : a) bundle of nerve fibres, b) nerve fibre, c) plexus of nerve fibres, d) nerve fibre lamina,

e) Schwann’s nucleus, f) connective tissue nucleus. Bielschowsky-AbrahAm’s method.
Microscopic magnification 150 X. Photographically reduced to 1/2

in the corneal plexus of cattle, stags and horses, and we could also observe that,
after having run to some distance, some of the fibres recurto their parent-trunk.

The nerve trunks and trunklets break up into very fine, scarcely visible
varicose fibrils, and they pervade the entire substantia propria, especially at
the edge of the anterior epithelium, in vast numbers such as are unparallelled
anywhere else in the peripheral nervous system (Fig. 16). The course of these
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neurofibrilla-like fibres is usually straight and only rarely curved ; it occurs
sometimes — especially in cats — that the collateral branches leave the axis-
cylinder at right angles : we have seen the same phenomenon in frogs, snakes
and birds. The fibres can be traced to a long distance under the microscope,

Fig. 16. Bos taurus L. : corneal innervation. Nerve plexus beneath the anterior epithelium :

a) nerve fibre, b) varix, ¢) ramification, d) corneal corpuscles, e) connective tissue nucleus.

Bielschowsky-Abraham’s method. Microscopic magnification 200 Xx. Photographically
reduced to 1/2

and even their finest ramifications are open to observation. The thick fibres
in the system have no characteristic features (Fig. 17) ; they frequently form
bends in their course, and are generally in a close relation to the coinsal corpus-
cles in which some of them seem to terminate. This is still more so in the case
of the fine varicose fibrils : their behaviour is the same as in birds, viz. hens and
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geese, that is, they penetrate the corneal corpuscles to travel on in the processes
until reaching the adjacent, then the next, cell and so forth ; in this manner
whole cell-systems are laced into morphological and physiological units. Patterns
of this kind are clearly visible in cats, and more especially in cattle and horses

(Fig. 18).

Fig. 17. Felis domestica L. : corneal innervation. Nerve fibres in the substantia propria: a)

thick fibre, bj thin fibre, ¢) varix, d) nerve fibre in the corneal corpuscles, €) corneal corpuscle,

f) connective tissue nucleus, g) anastomosis. Bielschowsky— Gross’s method. Microscopic
magnification 200 X. Photographically reduced to 1/2

The problem becomes difficult only when, here too, the question is raised
whether the fibres in question terminate in the protoplasm of the cells or not.
This presents the most difficult and, from the point of neurology and physiology,
also the most important and most cardinal problem of the corneal innervation.
So far, more than 300 publications dealing with corneal innervation in animals
and man have appeared, and several of the recent papers attempted to tackle
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the said problem without having brought about a uniform standpoint, and it
does not seem probable that a complete agreement be reached in the near
future as it is unavoidable that each investigator should evaluate his observa-
tions in accordance with his own individual conceptions, prejudices etc. The

Fig. 18. Bos taurus L. : corneal innervation. Plexus of nerve fibres in the substantia propria :

a) nerve fibte.ii! varix, c) nerve fibres in the corneal corpuscles, d) corneal corpuscle, e) connec-

tive tissue nucleus,/! cellular process. Bielschowsky-Abraham’s method. Microscopic magni-
fication 900 X. Photographically reduced to 1/2

questions arising with regard to the innervation of the cornea, especially the
nervous supply of connective tissue cells, may be classed under the following
heads : 1. What is the role of the nerve fibre system in the cornea? 2. Do the
nerve fibres enter the connective tissue cells? 3. Do the nerve fibres terminate
in the protoplasm? 4. What is the physiological function of the connective
tissue cells in the cornea?
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Utilizing the recent literature, and based on our first-class preparations,
I am attempting to furnish answers to these questions.

1. What is the role of the nerve fibre system in the cornea? The system
of nerve fibres in the cornea constitute necessarily a sensory system, for the
cornea is devoid of any tissues that could function as effector-or secretory organs.
If, notwithstanding the fact that no medullary sheaths can be observed, the
said fibres represent organs of sensation, then the extreme richness of the neural
pattern must surely possess a special significance in the life of the substantia
propria which not only supports but also nourishes the cornea, as it holds in
its hollows the liquid it receives by way of diffusion from the terminal arteries
of the sclera, and presses the superfluous part of this liquid, together with the
decomposition-products, form its cavities into the terminal veins of the sclera.
Adopting the phraseology of Jabonero, it is the substantia propria which
effects hydration and dehydration, supplying nourishment in this way to all
histological elements of the cornea, and, as has been said above, it is likewise
the substantia propria which drives decomposition products into the capillary
loops. This will explain the abundance of nerves and convince us that the nerve
fibres serve as genuine sensory organs ; looking at the matter from this angle,
all corneal nerve fibres should be regarded as being of trigeminal origin. W hat
has been suggested in the foregoing applies, of course, to mammals and birds
alike.

2. Do the nerve fibres enter the connective tissue cells? It is clear from all
cornea-preparations that the nerve fibres run both beneath and above the
connective tissue cells : this is not only in animals of higher but — as has been
demonstrated above — also of lower species. It has moreover been ascertained
that in birds, chiefly hens and geese, further in certain mammals — such as cats,
cattle, stags and horses — the fibres, after having entered and traversed the
connective tissue cells, travel on in the processes ; it has furthermore been
observed in many preparations from horses that the nerves terminate in the
cell-plasm (Fig. 19). Of course, microscopic pictures of this kind may also be
interpreted differently : there are those who hold that the nerve fibres, although
actually reaching the surface of the cells and their processes, are not getting
into the protoplasm, so that there can be no question of their ending therein.
No doubt, such a standpoint too may be justified with certain reservations,
and we have seen that quite a number of authors, past and present, are in favour
of it. However, if we go by the criteria presented by microscopic pictures we
must — I think —necessarilyreach the conclusion (and I, for one,have definitely
reached it) that the nerve fibres pass into and run in the protoplasm.
I have already mentioned that this opinion of mine is founded upon the fact
that by bringing the cell-nucleus into focus also the nerve fibre becomes clearly
visible in the cell. This being so, there is no choice left : as the nucleus is seated
in the plasm, so must be the fibre too.



MICROSCOPIC INNERVATION OF THE CORNEA 61

3. Do the nerve fibres terminate in the protoplasm? This is still a rather

controversial question. Some of the recent authors think to solve the problem
by postulating terminal reticula ; others refuse to believe in terminations,
while some of the latest authors are completely convinced that —in man —the

Fig. 19. Equus caballus L. : corneal innervation. Nerve terminal in the corneal corpuscle : a)

nerve fibre, b) neurofibril, ¢) varix, d) neurofibrillar interstitial lamina, ) corneal corpuscle,

f) nucleus, g) cellular process, h) anastomosis, i) intracytoplasmatic nerve terminal in the

corneal corpuscle. Bielschowsky-Abraham’s method. Microscopic magnification 300 x . Photo-
graphically reduced to 1/2

fibres pass through the connective tissue cells and their processes, and actually
terminate in them. | have already referred to such terminations in connection
with birds, and we must postulate them still more in the case of mammals.
It is quite true that the nerve endings in question are not frequently seen and,
if seen, not always convincing in this group either ; yet, we have found a great
many intraprotoplasmatic nerve formations in the cornea of horses which were
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unmistakably terminations. One of them is shown in Fig. 20. The highly mag-
nified drawing presents the terminal arborization of a nerve fibre which closely
follows one side of the cell body, and it can clearly be seen that one of the
branches of the ramified terminal nerve ends in a regular terminal bead within

Fig. 2C. Equus caballus L. : Nerve terminal in a corneal corpuscle, a) thick fibre, b) branching,

¢) terminal fibre, d) nerve terminal, e) corneal corpuscle, f) nucleus, g) cellular process,

Bielschowsky-Abraham’s method. Microscopic magnification 1350 x. Photographically
reduced to 3/4

the cellular process. We have two unquestionable facts in this cases : a) the
nerve has a termination, b) the termination is in the protoplasm.

There is a fair number of similar nerve endings in the cornea of horses
as is proved by Fig. 21 which presents fine nerve fibres attached to the
cell-plasm from various sides ; we also see that each ofthe two terminal branches
of a véry fine fibre joins the cell-protoplasm by a different type of end formation.
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(Fig. 21). The end formation seen to be placed in the pocket of a process is a
typical one, the like of which occurs in epithelia, connective tissue membranes

Fig. 21. Equus caballus L. : corneal innervation. Nerve terminals in a corneal corpuscle : a)

nerve fibre, b) varix, c) nerve terminal, d) corneal corpuscle, €) connective tissue nucleus,/)

cellular process. Bielschowsky-Abraham’s method. Microscopic magnification 900 X.
Photog raphically reduced to 3/4

etc., while the other presents a less usual pattern : the nerve fibre divides into
two branches in the protoplasm, and both of them disappear in the plasm without
special organized endings. It seems to be certain that the nerves really terminate
in these cases, and that this occurs in the cell itself. Having examined human
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eyes (1953), Jabonero and Lamberto advocate the same theory. The three
pictures published by them in this respect demonstrate fibre endings that do
look like veritable nerve terminals. Of course, doubts may still arise because,
unfortunately, no distinctive traits are visible such as invariably characterize
fine terminal nerve systems. Nevertheless, forming my opinion by the conditions
found in the cornea of birds, | took — before ever having read Jabonero’s
paper — the standpoint that «The existence ofthe own innervation ofthe connec-
tive tissue cells is proved in the lamina propria of the cornea. The fine varicose
fibres pass through several cells with which they form a physiological unit, to
terminate on the last cell of the eventually branching series.» [5, p. 125.] | am
still in favour of this standpoint. It should, of course, be understood that I do
not consider the number of terminations sufficient in comparison with the
multitude of nerves, although, with the usual methods, terminations of this kind
are far from appearing in great numbers in other parts either.

4. W hat is the physiological function of the connective tissue cells in
the cornea? This question has been the subject of controversies for a long time.
Assuming that the nerve fibres — or part of them at least — terminate in the
cells, Boeke who also studied the microscopic innervation of the cornea
termed then «nerve-cell-like cells» distinguishing by such term the fibrocytes
of the cornea from genuine fibrocytes, and giving thus to understand that he
did not regard the former as genuine connective tissue cells but took them for
cells with the properties of nerves. Regarded in this sense the corneal fibrocytes
are identical with Cajal’s interstitial cells having the function of transmitting
stimuli from receptor organs to the nerve fibres. I do not know of any other
organ in which nerves terminate in connective tissue cells, consequently it is
quite reasonable to regard the corneal fibrocytes as being essentially different
from other connective tissue cells without, in my opinion, being justified to call
them nerve cells: at most they should be termed sensory cells, in the same
way as is done in other cases. From this it would follow that the cells in question
are in fact stimulants because — as has been noted also by Jabonero — the
stimulus, which cannot be but the abundance or lack of fluid, acts in the present
case on the fibrocytes instead of directly affecting the nervous system. In this
sense, corneal fibrocytes may indeed stand for sensory cells with the function
of not only registering the measure of dehydration or hydration but also influen-
cing that measure by restricting or dilating the corresponding blood vessels
by way of reflexes through the vasomotor system of the capillary loops of the
sclera. Thus, by giving off or taking up the necessary amount of water, they
are keeping the water supply of the substantia propria always at the required
level.

We propose to deal now with the innervation as observed in the outer
edge of the substantia propria and in the anterior epithelium. As regards the
former, we have not found a specially rich nervous supply either in the ver-
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tebrates of the lower species or in birds, and the same may be said to apply to
the majority of mammals. | was, however, struck with what | had found in
horses and, to an even higher degree, in cattle. Immediately beneath the epi-
thelium, at the edge of the substantia propria — a part which is much denser

Fig. 22. Equus caballus L. : corneal innervation. Plexus of nerve fibres beneath the anterior

epithelium: a) thick fibre, b) branching, c) ramification, d) varix, €) corneal corpuscle, f)

connective tissue nucleus, g) cellular process, h) anastomosis. Bielschowsky-Abraham’s
method. Microscopic magnification 900 X. Photographically reduced to 1/2

than the central parts and responds to impregnation in a different way —1 observ-
ed in these animals a nerve plexus of a density the like of which | have never
seen during my research-work of a few decades although | have had occasion
to carefully examine thousands of preparations (Fig. 22). Some of the fibres
forming the plexus are thicker : after repeated multiplication, they pass into a
msystem of very fine terminal branches. The connection of these final branches
with the thicker parent fibres is clearly observable even in microscopic pictures

5 Acta Biologica VI/1—2
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of low magnification ; the branch system in question is so fine that its beaded,
nodulous fibrils cannot be adequately reproduced in drawings. The microscopic
picture reveals an almost endless number of very fine, clearly traceable fibres
that form a veritably junglelike plexus. | want it to be understood quite clearly

Fig. 23. Bos taurus L. : corneal innervation. Reticula of nerve fibres in the outer part of the

substantia propria : a) nerve fibre, b, bx, 62, 6): reticulum 1 ; b, 64, hs: reticulum Il ; 2 65

65: reticulum 111; c) corneal corpuscle, d) cell nucleus, e) cellular process. Bielschowsky-
Abbaham’s method. Microscopic magnification 200 X. Photographically reduced to 1/2

that what we see here is a plexus and not a rete !'It is true that there occur also
a few genuine reticula imbedded in the plexuses the latter are composed of
intricately intersected but always independent fibrils. This is particularly the
case with cattle where the subepithelial plexus is much denser than in horses.
Fig. 23 shows three closed reticula. These are genuine reticula as their fibres
are actually anastomizing so that the conduction of stimulus in them has no
definite direction any longer. | regard this as a very significant phenomenon
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for this was actually the first instance in which | became aware of nets
(retes) existing side by side with meshworks and terminal meshworks (plexu-
ses) in the nervous system. | want to stress this point because the terms
«plexus» and «reticulum» are frequently confused in literature although — as
will have been understood from the aforegoing — there are but very few pic-
tures in which genuine retes can be detected. This may, of course, follow from
the fact that reticula are naturally arranged in several planes, and that thus it
happens but rarely that a microscopic picture should show more than one of
them, even if the picture has been taken from an area as richly provided with
plexuses as the subepithelial layer in the cornea of mammals. Anyway, the
occurrence of genuine reticula in the preterminal portion of the fibre system
favours the theory — supported also by the preparations — that reticula may
occur in the epithelium itself.

The said plexus extends unto the epithelium ; moreover, the fibres
immediately below the epithelium and those in the lowest epithelial layer
pursue a course which is almost exactly parrallel to the surface, in the same
manner as has been described in frogs and birds. Such patterns are best visible
in tangential sections that are somewhat oblique, and thus reveal — partially
along the lowest epithelial layer — also the nerve fibres in the uppermost part
of the substantia propria (Fig. 24).

It has repeatedly been proved even by older authors that, arising from
the upper part of the subepithelial plexus and passing through the border mem-
brane, small bundles of nerve fibres (rami perforantes) enter the epithelium,
and that, ramifying in the basal layer, they again form a plexus. Although
these findings can be accepted by and large, my own investigations have proved
that those concerning the existence of «rami perforantes» are unjustified. | think
the literature owes this conception to corneal pictures prepared with GolgTs
method and stained with vital methylene blue, for the interpretation of pictures
of this kind requires thick sections. My own preparations, being thin frozen
sections, show no penetrating branches (rami perforantes). What we see in
them is that the very granularly shaped fibres of the subepithelial plexus enter
the basal epithelial layer, take there — as a rule — a course that is parallel to
the surface, divide into branches, and assume around the cells of the basal
layer a plexiform pattern the structure and richness of which is almost identical
with any other portion of the subepithelial plexus. The plexus in question may
be somewhat less dense in structure but is, on the other hand, more confused
owing to the great number of nuclei. This is a fact, and it applies in general to
the cornea of all vertebrates. So far so good. If we go further the question becomes
more difficult because, to quote Reiser, «Die Erforschung der intraepithelialen
Nervenversorgung ist bisher am wenigsten erfolgreich gewesen.» The reason
why no exact knowledge in this respect has been reached is — also according
to Reiser — that «zahllose technische Schwierigkeiten versperren den Weg.»

5*
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Indeed, there were technical difficulties in the past, and they unfortunately
exist in the present too. It is due to them that in spite of the great number of
literary contributions there is still so much incertitude and vagueness concerning
corneal innervation. We have nevertheless been successful in making prepara-

Fig. 24. Felis domestica L : corneal innervation, a) Nerve fibres in the basal epithelial layer,

b) nerve fibres in the top layer of the substantia propria, c) epithelial cell, d) nucleus of epithel-

ial cell, e) corneal corpuscle,f) cell nucleus,g) cellular process. Bielschowsky-Gross’s method.
Microscopic magnification 400 X. Photographically reduced to 1/2

tions from the cornea of horses, cattle and stags which are such as to help us
to solve the greater part of the problems presented by the anterior epithelium.
The anterior epithelium of the cornea is substantially a non-hornifying stratified
squamous epithelium. Therefore, if we disregard the otherwise peculiar and
unique structure and physiology of the cornea we ought to consider the innerva-
tion of the said epithelium from this angle. Doing so, the general neural picture
to be expected would be this : after shedding their medullary sheath, the nerve
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fibres enter the epithelium one by one or in groups, pursue in it a course at
right angles to the surface, and terminate freely in any of the layers, especially
in the upper ones, either in or between the epithelial tissue cells. There is no
intraepithelial ramification.We should be justified to find exceptions from these
rules in the following instances : the epithelium of the glans penis, the epidermis
of fish, and the epithelium of the thumb-ball in frogs (ABRAHAM [3]) where
intraepithelial fibres run parallel to the surface ; further the epithelium of the
soft palate in cattle, and the epidermis of the nasal skin in dogs where ramifica-
tions do occur. —W hat we actually find in the anterior epithelium of the cornea
is not the expected picture but an exceedingly rich nerve plexus which, in cattle
and horses, pervades the epithelium in its entire thickness. Before dealing with
this plexus in detail | want to refer to the investigations that have been made
in this field so as to give an appropriate background to the findings described
below.

COHNHEIM was the first to report on a nerve plexus beneath the anterior
epithelium of the cornea which was termed by him «subepithelial plexus».
Cohnheim and, later, Merkel and Attias found that the plexus in question
was really spread out below the epithelium, whereas Koelliker, Engelmann
and Crevatin affirmed that part of the plexus was spread over the lowest
epithelial layer as well. The controversy was settled by Ranvier who — before
examining it — isolated the whole of the epithelium from the connective tissue.
By doing so he was able to demonstrate that, as a matter of fact, a part of the
subepithelial plexus pervades the basal epithelial layer.

Later, Boeke studied the problem, and having worked on frogs and
birds, claimed that the nerve fibres «im Innern der Basalzellen des Epithels
ein engmaschiges sogenanntes basales Flechtwerk entstehen lassen.» Boeke’s
findings were confirmed by Reiser for man and animals alike. However,
as regards the neural aspects of the middle and upper epithelial layers — to
quote Reiser — «sind unsere Kenntnisse nur gering. Eine einheitliche Meinung
konnte bisher unter den Autoren nicht erzielt werden.» Reiser attributes
the failure to technical difficulties, especially to the fact that the cell boundaries
in thick sections respond very intensely to impregnation with silver salts
which «die exakte Beobachtung der gleichfalls schwarz gefdrbten Nerven-
formationen erschwert, oft sogar unmdéglich macht.» Again, in thin sections
it is rarely possible «die epithelialen INervenformationen Uber gréssere Strecken
zu Gesicht zu bekommen.» This is quite true and explains the diversity of
opinions about the innervation of the said epithelial layers. While neural reticula
in the middle layer have been described by Petermoller, Kleine, Ranvier
and Virchow, their existence was denied by Engelmann, Cohnheim
and Attias. Egorow [8], on the strength of investigations made with
methylene blue in guinea pigs, described from the epithelium six different
types of terminal formations and a type of terminal corpuscle. He thinks the
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latter to be identical with Eimer’s terminal corpuscle. Zander and Weddel
who in their investigations into the epithelium of the cornea used methylene
blue stain, impregnation and phase-contrast methods alike, observed two
types of nerve terminals. The first of them was a rarely visible, fine network
of terminal nerve fibres formed by the anastomosis of so called daughter axons
emerging from adjoining fibres. The second was a much more frequent type,
viz. a nerve fibre coursing upward among the epithelial cells and ending some-
where between the cells with aterminal bead ; this bead was usually larger than
those similarly shaped nodules which preceded it along shorter or longer portions
of the fibre’s course. Zander and Weddel found no neural end corpuscles
in the epithelium.

We see that the investigations made so far have the following result :
there is an intraepithelial plexus in the basal layer of the epithelium, and
the fibres of this plexus form a terminal reticulum or terminal bead either in
the cells (Boeke, Reiser) or between them (Zander and Weddel))
While | accept this finding as being correct in general, | must say that —in
spite of our flawless impregnations — we were unable to detect intracellular
terminations anywhere. We have, on the other hand, been successful in settling
the problems that had been left open by Reiser, viz. the question, what
happens to the nerve fibres in the middle and upper layers of the epithelium.
Here, too, there is a plexus with imbedded reticulum, exactly as in the sub-
stantia propria where it joins the epithelium. Both the middle and upper
part of the intraepithelial plexus were well impregnated in our thin and medi-
um-thin cross sections and tangential sections made from the cornea of cattle and
horses. Let us first describe the middle layer as seen in the cross sections. Fig.
25, including the epithelium from the lower third to the wupper third row, re-
veals the intraepithelial plexus quite clearly and thus serves to prove that the
plexus spreads over the entire epithelium. It is further clearly demonstrated
that the fibres of the plexus are ramifying over and over, and that there are
reticula within the plexus. These findings apply to the entire epithelium up
to the penultimate layer, as the nerve fibres are still frequent and well observ-
able in it. What we further see in the cross sectional pictures is that most of
the fibres take a more or less longitudinal course, although there are also a
few which pursue a course at right angles to the surface which latter they
actually reach in many cases.

Examining now the neural picture as it looks when the tangential sections
of the epithelium are impregnated (Fig. 26) we again find plexuses and reticula,
isolated or coherent parts of which are visible between the epithelial cells, presen-
ting invariably a granular appearance. The figure in question is an additional
proof of the fact that the fibres of the intraepithelial plexus mostly follow a
course which is parallel to the surface ; part of the fibres run, at the same time,
in all directions as can be ascertained from the shape, course and size of the
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libres illustrated in Fig. 25 anil 26. Looking at all these pictures it seems indisput-
able that the whole extent of the epithelium is pervaded by an exceedingly
rich and very fine nerve plexus which contains the right amount and qua-
lity of fibres for the epithelium to perform all required receptor functions.
There arises another important question in connection with the intra-
epithelial plexuses, namely the relation between their fibres and the cells.

Fig. 25. Bos taurus L. : Cross section of cornea. Nerve plexus and reticulum in the upper part

of the epithelium : a) nerve fibre, b) plexus of nerve fibres, ¢) reticulum, d) nerve terminal,

e) epithelial cell, f) cell nucleus. Bietschowsky-AbrahAm’s method. Microscopic magnification
1350 X. Photographically reduced to 1/2

The preparations give us unfortunately very few clues in this respect, this fact
being, of course, due to the very nature of the extremely rich intraepithelial
plexus : preparations — whatever the direction of the section — always contain
but a tiny part cut offthe plexiformly arranged system of fibres. In these circum-
stances it is, of course, hardly to be expected that precisely the terminal of any
fibre should get into the section, and not only that but get into it in such a
manner as to show the ending to be connected with the fibre itself. Given good
impregnation there will nevertheless occur a fair number of preparations of
this kind too. A fibre as that shown in Fig. 27 will reveal at the first sight that
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intraepithelial fibres reach up to the second top layer, terminating there — as
epithelial fibres generally do — between the cellsin the form of terminal beads.

Having now described the intraepithelial plexuses we ought to add that
there are literary data mentioning the occurrence of terminal nerve corpuscles

Fig. 26. Equus caballus L. : Tangential section of cornea. Nerve plexuses in the anterior epithe-
lium : a) nerve fibre, b) nerve plexus, c) nucleus of epithelial cell. Bietschowsky-Abraham’s
method. Microscopic magnification 900 X. Photographically reduced to 1/2

too in the cornea. The first notable report in this respect was that of Dogiel
[7]. Using methylene blue stain, he studied the innervation of the cornea
and the conjunctiva in man. As a result of his investigations he claimed the
existence of a great variety of richly fibred nerve terminals at the corneo-
scleral junction in the vascular zone, and illustrated his findings by very fine
drawings. Neither Zander—W eddel nor | could find these terminal cor-
puscles. I do not doubt that these neural pictures, found in whole preparations
of the cornea, were the results of misinterpretation, or else, they are artefacts.
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Fig. 27. Bos tnurus L. : Cross section of cornea. Intraepithelial nerve fibre: a) intraepithelial

nerve fibre, b) intraepithelial nerve terminal, c) epithelial cell, d) nucleus of epithelial cell.

Biklschowsky-Abraham’s method. Microscopic magnification 1300 X. Photographically
reduced to 3/4
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Having likewise used methylene blue stain, various types of neural end
corpuscles in the cornea of guinea pigs were described by EGOROW. The
finding of these corpuscles as also of the above mentioned Eimbr’s organ,
was simply due to mistake. Not a single one of the more than ten terminal
corpuscles can be detected in correctly made and critically evaluated prepara-
tions. The main cause of the misinterpretation was, no doubt, due to an indivi-
dual evaluation of the whole preparations ; it is, of course, quite possible that
artefacts are responsible for these sometimes really phantastic and sometimes
usually shaped terminal corpuscles the like of which we have never been able
to observe during our investigations although a very abundant material, including
comparative material, has been examined in their course. Our investigations
have led us to the conclusion that there are no terminal nerve corpuscles in the
cornea at all neither in the substantia propria nor in the anterior epithelium.

My sincere thanks are due to Aranka Stammer, my assistant, who helped to make
the preparations, further to E rzsébet Danos and Zenobia Msller, my collaborators, who
prepared the drawings.
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MWKPOCKOTIMYECKASA WHHEPBALIMA POIroBULIbI C OCOBbIM  YYETOM
HEPBHbIX CBA3EN ®UNBEPOLINTOB

A ABPAXAM

ABTOp YCTaHOBW/1 Ha OCHOBaHWW CBOWX WCCMEA0BaHWIA, MPOBEAEHHBLIX NPV MOMOLLM
MeTOA0B MMNperHaumn bunbliosckoro—Ipoc 1 Bunbliosckoro Abpaxam, B CBSA3W C MHHep-
BaLVeli poroBvUbl pbib, NAryLUeK, 3veld, yepenax, MTUL, 1 MIEKOMMTAIOLLMX HVKEC/IeLyroLLee :

1 HepBHble BOMOKHA pafvasibHO BCTYMatOT B POroBULY M3 KOMbLEBUAHOIO HEPBHOIO
CNNIETEHMS, PaCcMoIOKEHHOIO B CK/IEpPe Ha rpaHuLUe Moc/efHeli ¢ poroByUei B Buae 6onee wm
MeHee 60/bLUIMX CTBOrOB M MyYKOB.

2. TInockue HepBHble BOJSIOKHA, MPOXOAALLME CMIOUCTO, PaguasibHO WM LeHTPasibHO, Mo-
CTENeHHO Pa3BETBAITCS, HacTo 0OMEHMBAKOT CBOM BOJIOKHA, a3aTeM MepexofsT B Cr/IeTeHus,
KOTOPble, TeCHO CBA3bIBasCb APYr C APYroM, 00pasytoT OAWMH Haj ApYrvM CUCTEMY BOJIOKOH
MeXay nnacTUHKamMy napeHXMMbl Porosulbl (substancia propria corneae).

3. Be3MSIKOTHbIE HEpPBHbIE BOIOKHA MOCTEMEHHO BbICTYMAKT M3 MY4YKOB W CIIETEHWUIA,
06pasyloT YacTo BepTUKa/IbHbIE H0KOBbIE Pa3BETB/IEHNS, U NEPeXoSAT B MPpsiMble, NopasuTenibHO
y3/10BaTble, MHOFAA CU/IbHO M3BUIUCTbIE, KOHLIEBblE BOJIOKHA, 00pasylollMe Yy NATYLLEK,3Mei
N depenax napasifefibHble, 4acTo MepeKpeLLVBatoLLMeEC CUCTEMbI.

4. B poroBule pblb, 3eMHOBOAHbIX W MPECMbIKAIOLMXCA KOHLEBblE BOJIOKHA MOXHO
[aneKo MpocneaMTb MeXay Ko/lareHHbIMU BOIOKHaMU 1 gmbpoumTaMn 6e3 Toro, YTobbl OHU
BCTyNasiM BO BHYTPEHHIOID CBSAA3b C J10ObIM M3 MOCMELHUX. Y 3eMHOBOAHbLIX U Y MPecMbIKato-
LUMXCA UHorfa HabnofaloTcsd KapTWUHbI HEpBOB, FOBOPsLLME 3a TO, YTO CU/IbHO Y3/10BaTble
KOHLEBble BOJIOKHA BXOAAT B POroBMYHbIE TefbLa, OAHAKO 3TV KapTuUHbI He BMosHe ybeam-
Te/bHbI.

5. B poroBuLe MNTUL, U MNEKOMUTAIOLLMX TOHKUE KOHLEBbIE HEPBHbIE BOSIOKHA 3aXOAAT
B (h1bpoLUTLI, NPo6eratoT BHYTPUNIa3MaTUYeCK B OTPOCTKAX M CBOGOAHO KOHYAKOTCH MecTaMu
6o B Tene KIETOK, IM60 B OAHOM M3 OTPOCTKOB. B 6OMbLUMHCTBE C/ly4aeB OKOHYaHUA npes-
CTaBNSIOT COBOM M/IOTHbIE KOHLIEBbIE TO/IOBKM, KOTOPbIE BCErAa ropasfo GosbLue, Yem Y3e/kn B
BOMOKHax. OKOHYaHWSA CBSi3aHbl K OCEBOM MaTOYHOM HUTKE WMHOrAA MpW MOMOLLM KOPOTKOro
CTe6NeBUAHONO0 KyCKa BOJIOKHA.

6. ®U6POLMTLI, KaK MHTEPCTUUMA/IbHBIE KIETKW, MOTYT Mpy TakoM pacnpeae/sieHnm
HEPBHbIX CBS3eli MPeACTaBNATb COBOA CTUMYNATOPbI, MepefatoliMe HepBHOM CUCTEME ruapa-
TaUMOHHbIE U JervapaTaumoHHble W3MEHEHUS [aB/ieHUsl, NPOUCXOAsLLUMe B MapeHXMMe poro-
BULIbL.

7. VIHHepBUpOBaHHbIe (HMOPOLMTLI MOXHO PaccMaTpuBaTbh Kak PeLenTOpHble opraHbl
Takoli pednIeKTOpHOM [yruv, KOTOpasi MOCPEACTBOM MOBbILLEHUSI WM CHYDKEHUST KPOBSIHOMO
[l@aBNeHNst B KPOBEHOCHbIX COCyAax MET/M PerynpyeT COKOoOobpalleHVe PoroBuULbl U 3TUM
CaMbIM TaKXXe XOf MNUTaHUSA U Bbl4eNeHNs.

8. HepBHble BO/IOKHA 06pasytoT Ha rpaHuue napeHXMMbl POroBuLbl U MepefHero anu-
TeNMsA 0CobeHHO 6oraToe Crn/eTeHVE, BO BHELLHEN YaCTV KOTOPOro B 3HAYWTENIbHOM KO/IMYECTBE
BCTPeYatoTCs TakkKe 3aMKHYTble PETUKY/IMHOBbIE HEPBHbIE BOMOKHA.

9. BcTynarowime B anNWTENMIA HepBHble BOMIOKHA MPOGErardT B HYDKENEXalnx Crosix
napasinenbHO € NOBEPXHOCTLIO, & B BbILLENEXaLUyX OHW 06pasyloT He TO/IbKO CrIETEHUS, HO
Jaxke ceTyaTKy. BbiCcTynarowive U3 NOCNefHUX, WM MPOUCXOASLLME HE3aBUCUMO OT MOCNEAHUX
BHYTPUINUTE/INa/IbHbIE BOJIOKHA MPOXOAAT MeXAy KIeTKaMy U KOHYaKTCA B BEPXHUX C/I0SX
B BUOE MEXK/IETOUHbIX KOHLEBbLIX [OM0BOK.

10. B poroBuLax UCCMefoBaHHbIX aBTOPOM MJIEKOMUTAIOLLMX OH He 06HapY>XWa uyB-
CTBUTE/IbHLIX MYroBOK, 0 KOTOPbIX B CBOE BpeMs coobmnun [orenb, a rnocre Hero Eropos.

DIE MIKROSKOPISCHE INNERVATION DER HORNHAUT MIT RUCKSICHT
AUF DIE NERVENVERBINDUNGEN DER FIBROZYTEN

A. Abraham

Als Resultat seiner mit der impragnierenden Methode nach Bietschowsky—G rois und
BiELSChowsky —Abraham durchgeflihrten Untersuchungen tber die Cornea von Amphibiend
Reptilien, Vogeln und Saugtieren stellt der Verfasser folgendes fest :

1 Die Nervenfasern treten in Form von kleineren und grosseren Staimmen und Bindeln
aus dem sich an der Grenze der Sclera und der Cornea in der Sclera anordnenden ringférmigen
Nervengeflecht radial in die Cornea ein.
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2. Die geschichteten, radial und zentral verlaufenden flachen Nervenstimme verzweigen
sich allméahlich, wechseln haufig ihre Fasern und gehen dann in Geflechte tber, die eng miteinan-
der verknipft zwischen den Lamellen der Substantia propria mehrere Fasernsysteme bilden.

3. Die nicht markhaltigen Fasern verlassen allmahlich die Biindel und Geflechte, wobei
sie haufig vertikale Seitenzweige abgeben und gehen spater in auffallend gehdrnte gerade, manch-
mal stark gewundene Endfasern tber, die in Fréschen, Schlangen und Schildkréten parallele, oft
sich kreuzende Systeme bilden.

4. Die Endfasern in der Hornhaut von Fischen, Amphibien und Reptilien konnen
zwischen den kollagénén Bindeln und den Fibrozyten weithin verfolgt werden, ohne dass sie
mit diesen oder jenen in innere Verbindung geraten. Manchmal zeigen sich bei den Reptilien und
Amphibien Nervenformen, die daftir sprechen, dass die stark varikdsen Endfasern in das Horn-
hautkorperchen eintreten, doch sind diese Bilder nicht ganz Gberzeugend.

5. Die feinen Nervendfasern in der Cornea von Vogeln und Mammalien treten in die Fibro-
zyten ein, sie verlaufen intrazytoplasmatisch in den Fortsdtzen und enden stellenweise frei
entweder in dem Zellkérperchen oder in einem der Fortsatze. Die Endungen sind in der Regel
bedeutend grosser als die sich in dem Ablauf der Fasern zeigenden Varizen. Die Endungen
schliessen sich manchmal in einem kurzen stielartigen Fasernstiick an denMutterachsenfaden an.

6. Bei einem derartigen Stand der Nervenverbindungen, kdnnen die Fibrozyten als inter-
stitielle Zellen Stimulatoren sein, die die Hydratations- und Dehydratationsdruckanderungen
in der Substantia propria dem Nervensystem vermitteln.

7. Die innervierten Fibrozyten konnen als Rezeptororgane eines Reflexbogens be-
trachtet werden, die durch die Erhdhung oder das Sinken des im Gefassnetz herrschenden
Blutdrukes die Flissigkeitszirkulation der Hornhaut und hiermit den Gang der Erndhrung
und der Exkretion regeln.

8. Die Nervenfasern bilden auf der Grenze der Substantia propria und des vorderen
Epithels ein besonders reiches Geflecht, in dessen dusseren Halfte geschlossene Nervenfasern-
reticula in ziemlich grosser Zahl VVorkommen.

9. Die in das Epithel eintretenden Nervenfasern verlaufen in den unteren Schichten
parallel mit der Oberflache, doch bilden sie hoher auch Reticula. Die aus den letzteren austreten-
den oder die unabhangig von diesen stammenden intraepithelialen Fasern ziehen sich zwischen
den Zellen dahin und enden in den obersten Schichten in interzelluldaren Endknépfchen.

10. Sensorische Endkorperchen, wie sie einst von Dogiel und spater von E gorow
beschrieben wurden, hat der Verfasser in keiner einzigen der untersuchten Cornea von Sauge-
tieren gefunden.

Ambrosius Abraham, Szeged, Téancsics Mihéaly u. 2. Hungary.



DIE CILIATEN DES SICH UNTER DER FLECHTE
PARMELIA SAXATILIS MASS. GEBILDETEN HUMUS

J. Gellért

INSTITUT FUR BIOLOGIE UND PARASITOLOGIE DER MEDIZINISCHEN UNIVERSITAT, SZEGED
(VORSTAND : J. GELLERT)

(Eingegangen am 16. Juli, 1954)

Zusammenfassung

Die sich unter der Flechte angesammelte diinne Humusschicht bildet einen zeitweiligen
Mikrobiotop, in dem sehr reiche Mikrofauna lebt. Von den Ciliaten wurden 32 Spezies gefunden.
Die unter der Flechte gebildete Humusschicht ist primér das Ergebnis der Tatigkeit der Flechte
selbst, sekundar aber das der Gesamttatigkeit der darin lebenden Mikroorganismen. Trotz seiner
Ode gewahrlelstet der Biotop giinstige Bedingungen fir eine reiche Fauna. Als solche Bedingun-
gen missen vor allem das unter der Flechte gebundene Wasser, sodann der wahrend der Assimi-
lation der in Symbiose lebenden Alge frei werdende Sauerstoff betont werden (die Durchliftung
des Biotops). Unter diesen Bedingungen muss auch die aus der Lésungswirkung des Wassers und
der Pilzfaden stammende giinstige Salzkonzentration angefiihrt werden.

Die gefundenen Ciliatenarten passen sich in grésstem Masse den durch die Umgebung
gebotenen Bedingungen an : teils dem kleinen Wasserraum zwischen den Klumpen, teils der
Periodizitat des Biotops. Im allgemeinen sind sie sehr klein, ihr Kdrper biegsam, sie kapseln
sich schnell ein, schliipfen rasch aus und sind fahig, sich in der Zyste zu vermehren.

Die Einheit der Biozdnose offenbart sich deutlich in der Nahrungskette. Ein sehr Kkleiner
Teil erndhrt sich von Bakterien, ein grosserer aber von organischem Detritus, schliesslich zer-
stort ein anderer grosser Teil als Raubtier die vorherigen. Ihre Ernadhrungsweise gibt auch der
Morphologie ihrer Mundorganellen ein charakteristisches Geprage.

Der auf die Lésungswirkung des sich unter der Flechte angesammelten Wassers sowie
der Pilzfaden eingetretenen chemischen Zersetzung schliesst sich die Tatigkeit der Mikroorganis-
men an, deren Ergebnis die sich langsam anhdufende Humusschicht ist. Im Biotop leben in
sehr grosser Arten- und Individuenzahl Ciliaten, die im Laufe ihrer Stoffumsatzprozesse viele
Abbauprodukte der Humusbildung zufiigen. Die pulsierenden Vakuolen als Nierenorgane er-
héhen durch ihre Sekrete den Stickstoffgehalt des Humus.

Die eingegangenen Tiere figurieren als Humusbestandteile.

Aus dem Gesagten folgt, dass die Ciliaten des Bodens zur Urbodenbildung beitragen und
im Leben des Bodens eine nutzliche Rolle spielen.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit einer Gruppe der urbodenbildenden
Pflanzensukzessionen, den Flechten, bzw. mit den Ciliaten der sich unter den
Flechten anh&ufenden Humusschicht und mit deren Verhdltnis zu der Umgebung.
Um die Einheit des Lebewesens und seiner Umgebung kennenzulernen, muss
man erst Uber die durch die Umgebung gebotenen Bedingungen unterrichtet
sein.

Der Rahmen der Untersuchungen wurde durch die Parmelia saxatilis
MASS., gebildet. (Das gesammelte Flechtenmaterial wurde von dem Gymnasial-
direktor L. Garié bestimmt ; fir seine Freundlichkeit spreche ich ihm hiermit
meinen Dank aus.) Diese Flechte ist ein felsenbewohnendes, flaches, breites
Lager. Auf dem unteren Niveau des Thallus befinden sich kleine H&rchen, mit
deren Hilfe er sich auch an einer glatten Felsenfldche festklammern kann (Abb. 1).
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Die einzelnen Lager wachsen bis zu einer Grdsse von einer bis zwei Hand-
flachen. Laut Literaturangaben [13,20] kann die Lebensdauer des Lagers 40—50
Jahre betragen. Wéahrend dieser langen Vegetationszeit hauft sich zwischen dem
Thallus und der Felsenfidache eine Humusschicht, deren Dicke mit dem Alter
und der Ausbreitung des Lagers in geradem Verhdltnis steht. Diese Humus-
schicht gewé&hrleistet als Mikrobiotop einer reichen Fauna Lebensmdglichkeiten.
Von den Ciliaten allein wurden 32 Arten gefunden, doch waren auch Flagellaten,

Abb. 1. Haftharchen auf der unteren Flache des Flechtenlagers. Originalaufnahme, 18 X

Amdben, Rotatorien, Nematoden und Tardigraden in grosser Anzahl im Biotop vor-
handen.

Das Untersuchungsmaterial wurde an der siidwestlichen Seite des nord-
Ostlich vom Dorf Boldogk6varalja liegenden Hiigels Magoska gesammelt. Diese
Anhdhe ist der héchste Gipfel (737 m) des Gebirges von Tokaj—Eperjes im
Komitat Abauj-Torna. Die ganze Gebirgsgruppe von Boldogkdvaralja ist das
Ergebnis der im oberen Mediterran beginnenden und bis zur sarmatischen Etage
dauernden Eruption der Stérungslinie entlang. Vom Standpunkt der Gesteins-
kunde spielen die Pyroxenandesiten in der Struktur des Magoska die wichtigste
Rolle, sind jedoch in tieferen Schichten verhanden. Die oberen Schichten sind
von Hypersthenaugitandesit gebildet [2]. Das trockene Flechtenmaterial
wurde auf den von der Oberflache dieser Schicht vorspringenden grauen, rot-
lichgrauen Felsen in einer Hohe von ungefdhr 450 m gesammelt. Dieser Teil der
Gebirgsseite ist von einem Hochwald mit dichtem Unterholz, an manchen Stellen
mit dichtem Gebiusch bedeckt. Das erwéhnte Gestein tritt im Wald an die
Oberflache und bildet vielenorts in 1—2 m Hdhe hervorragende méchtige Fels-
blocke. Das Untersuchungsmaterial wurde auf diesen teils schattigen, teils den
Sonnenstrahlen stark ausgesetzten Felsblocken gesammelt.
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Aus der Sammelstelle der Flechtenlager und aus der Dicke der Humus-
schicht, die manchmal nur noch in Spuren vorhanden ist, folgt, dass es sich hier
um einen zeitweiligen Biotop handelt, der lediglich bei feuchtem, nieder-
schlagreichem W etter die zum aktiven Leben notwendige Feuchtigkeit
aufweist. Wir stehen also einem ziemlich éden Biotop gegeniber, und die
Frage taucht auf, welche Umstédnde die Entwicklung der Mikrofauna ermég-
lichen.

Vor allem scheint die Rolle der in Symbiose lebenden Alge wichtig zu sein.
Beim Assimilationsprozess der Alge wird Oxygen frei, und obwohl sich dieser
Vorgang hauptsdchlich auf der Oberflache des Flechtenlagers abspielt, muss er
doch mit der reichen Fauna des kleinen Wasserraums in Verbindung gebracht
werden. Der frei gewordene Sauerstoff wirkt in der Durchliftung des Humus
unter der Flechte mit und sichert dadurch einen glinstigeren, oxygenreicheren
Biotop.

Auch den Pilzfaden kommt eine wichtige Rolle zu. Es ist allgemein bekannt,
dass die Pilzfaden die Feuchtigkeit eindicken. Da das an und fir sich wenige
W asser eingedickt wird, ist die wichtigste Vorbedingung, ndmlich der W asser-
raum, gegeben. Ferner haben die Pilzfdden nebst ihren heterotrophen Eigen-
schaften die Fahigkeit, anorganische Stoffe aufzunehmen, welche sie durch
Sé&uren aus dem Material der Felsem l6sen. Dieser Ldsungsprozess bewirkt den
chemischen Abbau des Gesteins, was wiederum Bodenbildung nach sich zieht.
Den so gebildeten Boden beschitzt das Flechtenlager vor dem Auswaschen
durch das an der Felsenflaiche herunterrinnende Regenwasser. Die winzigen
Bodenkrumpen bieten einen ginstigen Rahmen zum Auffangen und Speichern
des Niederschlags, und wie wir noch sehen werden, kann sich bereits in dem
Kapillar-Adhdsions-W asserraum zwischen den Bodenkrumpen eine Tierwelt
entwickeln. Der so herausgebildete Biotop wird insofern vom Flechtenlager
beschiitzt, als das dichte Gewebe des Thallus sich gleichsam als eine wasser-
dichte Shicht (ber den Biotop ausbreitet und so die zur Entwicklung der Tier-
welt notige ld&ngere Lebensdauer des Wasserraums gewadhrleistet.

Unter den durch den Biotop gegebenen Bedingungen kann auch die
Salzkonzentration eingereiht werden. Das Regenwasser ist wegen seiner Weich-
heit ziemlich ungeeignet zum Leben, wéhrend spéter die Salzkonzentration des
W asserraums infolge der Lésungswirkung des Wassers und der Pilzfdden steigt
und dieser Umstand zur Entwicklung der Fauna glinstigere Bedingungen sichert.
Dies bestdtigt wohl die Beobachtung, dass sich in dem bei Regenwetter gesam-
melten Material unmittelbar nach der Aufweichung — als die Exzystierungszeit
im allgemeinen zu Ende war — weniger Arten befanden, spéter jedoch sowohl
die Individuen — vie die Artenzahl, und vor allem letztere, unglaublich ange-
wachsen sind.

Die Untersuchungen wurden von drei Hauptstandpunkten aus durchge-
fihrt : 1.Faunistik, 2. Okologie und 3. Urbodenbildung.
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Bei der faunistischen Aufzdhlung wird diesmal nur auf die Ciliaten einge-
gangen, wéhrend die mit ihnen in Biozonose lebenden librigen Mikroorganismen
nicht berthrt werden.

Die durch den Biotop gebotenen Bedingungen werden mit den darin
lebenden Organismen in Zusammenhang gebracht ; so erhalten wir ein Bild
darliber, welche Beziehung zwischen dem Lebewesen und seiner Umgebung
zustande kommt, wobei die Verbindung des Lebewesens mit dem kleinen W as-
serraum besonders bericksichtigt wird.

Vom Standpunkt der Urbodenbildung soll darauf hinweisen, dass die
Flechten wie in der Urzeit so auch heute bei der Bodenbildung eine Rolle spie-
len und durch diesen Vorgang einer reichen Mikrofauna einen Biotop geben, die
sich wiederum auf ihre Art und Weise in die Bodenbildung einschaltet.

Untersuchungsmethode

Es wurde stetst trockenes Material gesammelt. Das Material wurde in eine Petrischale
von 15 cm Durchmesser gelegt und mit soviel Leitungswasser aufgegossen, dass es den natiir-
lichen Feuchtigkeitszustand erreichte, der in der freien Natur beim Regenfall eintritt.

Zwecks Bestimmung der Belebung der enzystierten Tiere ndtigen Wassermenge wurde das
trockene Material in Petrischale auf ein feuchtes Filterpapier gelegt und die aufgesaugte Wasser-
menge aus dem Gewichtsunterschied des vorher gemessenen Lagers festgestellt. Wahrend des
Versuchs wurde standig kontrolliert, welcher Feuchtigkeitsgrad zur Belebungder Zysten genigt.
Um dies zu bestimmen, wurden Geschabsel von der durchfeuchteten unteren Flache des Lagers
genommen, auf einem Objekttragerglas mit Wasser verdiinnt und sofort untersucht. An Hand
dieses Verfahrens erhielt man nicht nur Angaben tber den nétigen Feuchtigkeitsgrad, sondern
auch die kirzeste Zeit konnte festgestellt werden, die zum Ausschliipfen der Zysten notwendig
ist. So war es auch mdoglich, die Reihenfolge der Erscheinung der einzelnen Protisten im Biotop
zu beobachten, was wiederum vom Gesichtspunkt der sich in der Lebensgemeinschaft des Biotops
herausbildenden Nahrungskette eine Bedeutung hat. Aus dem so eingebrachten und behandelten
trockenen Material konnten lange Zeit hindurch wiederholt Laboratoriumskulturen bereitet
werden. Eine langere Aufbewahrung des trockenen Materials verursacht keine Veranderungen in
der Zusammensetzung der Fauna. Bei sorgféltiger Lagerung kann auch eine eventuelle Infektion
durch fremde Zysten auf dem Luftwege vermieden werden. Im Falle eines extremen Biotops,
wie die Flechte, fihrt Ubrigens selbst eine Infektion durch fremde Zysten zu keinen falschen
Angaben, weil der an die Lebensumstdande des Biotops nicht gewohnte Protist unfahig
ist, sich zu vermehren, und in kurzer Zeit eingeht. Unabhangig davon wirde sich bei der
Untersuchung der wiederholt bereiteten Kulturen aus dem Material von denselben Gebieten
eine eventuelle Infektion unbedingt herausstellen.

Gegeniber den in der Literatur beschriebenen indirekten Methoden [3, 19] halte ich das
direkte Untersuchungsverfahren fur viel erfolgreicher, wobei im Interesse sowohl der qaulitativen
als auch der quantitativen Bestimmung die Lebewesen mit Mikroskop und Lupe unmittelbar
untersucht und gezahlt werden. (Auch Ge1er arbeitete mit einer dhnlichen Methode.) Der auf
die weiter oben beschriebene Weise eingestellten wilden Kultur wurde mittels Pipette Wasser
entnommen, in Embryumschale gegeben und mit Miskroskop untersucht. So konnten die Lebens-
ausserungen der Protozoen genau beobachtet werden, was vom Standpunkt der Wechselwirkung
zwischen dem Boden und den darin lebenden Mikroorganismen eine sehr grosse Bedeutung
hat. Zur Diagnostizierung der einzelnen Arten war eine vollkommene morphologische Aufar-
beitténg unvermeidlich, wobei verschiedene Fixierungs- und Farbungsverfahren angewandt
wurden.

Bei der quantitativen Bestimmung wurde folgende einfache Methode benutzt : Aus
der Kultur wurde mittels Pipette 1 ccm Wasser entnommen, auf Objekttragerglas in Kklei-
nen Tropfen verteilt (auf 5—6 Objekttrégerglasern je 16—20 Tropfen) und die
Anzahl der in den einzelnen Tropfen befindlichen Tiere (Ciliaten) mit einer Lupe
von zehnfacher Vergrosserung gezahlt ; durch die Addition dieser Mengen erhdlt man
schliesslich die Zahl der in 1 ccm Wasser befindlichen aktiven Protozoen. Wahrend der



CILIATEN UNTER FLECHTEN 81

Zahlung konnten auch die Massverhaltnissc der einzelnen Arten zueinander festgestellt werden.
Zur Elimination der Fehlerquellen wurde die Zahlung zweimal vorgenommen, das ganze Verfah-
ren, stets von 1 ccm ausgehend, mehrmals wiederholt und schliesslich die mittlere Proportionale
als Gesamtzahl genommen. In der Berechnung kann dadurch ein Fehler entstehen, dass die
Protisten in der Kultur nicht gleichmassig verteilt sind. Sie sammeln sich dort an, wo sie mehr
Nahrung bekommen. Wird zufallig einer solchen Stelle Wasser entnommen, erhalt man wesent-
lich hohere Zahlwerte. Durch die statistische Methode kann aber auch diese Fehlerquelle eli-
miniert werden. Wenn die Zéhlung wahrend der Lebensdauer der Kultur taglich vorgenommen
wird, erhdlt man ein Bild Uber die zahlenmassige Veranderungen innerhalb einer Feuchtig-
keitsperiode. (Diese Bestimmung wurde im Laufe der Untersuchungen nicht durchgefiihrt.)

Im Zusammenhang mit der Zahl der Protozoen hat ihre Verteilung vom bodenbiologischen
Standpunkt auf die Bodenmenge Bedeutung. Da die Humusschicht unter der Flechte, die den
Gegenstand der Untersuchungen bildet, sehr diinn ist, wurde die Zahl der Protozoen nicht auf
die Bodenmenge, sondern auf die Flache der Flechte umgerechnet.

Wahrend der Untersuchungen wurden die einzelnen Ciliaten lebend, fixiert und gefarbt
beobachtet. Als Fixationsmittel wurden tberwiegend eine 7%ige Sublimatldsung, in geringerem
Masse ein 1%iges Osmiumperoxyd verwendet. Bei Farbung der Praparate wurden das Getei—
HoRVATHsche [6] feuchte Versilberungsverfahren, die Opalblaufarbung nach Bresstau sowie
die nach dem Vorbild der Opalblau Methode ausgefiihrte Nigrosinfarbung benutzt.

Mit der Flechte als Biotop befasste man sich bisher nur wenig. Damit lasst sich erklaren,
dass unter den beobachteten Protisten ziemlich viele neue Arten, ja auch eine neue Gattung
gefunden worden sind, und deswegen wurde bei den Untersuchungen vor allem die Bestimmung
der Zusammensetzung der Fauna als Ziel gesteckt. Die Bestimmung der einzelnen Arten und
ihre Einreihung in dem KAHLschen [16] Protozoensystem verursachte sehr viele Schwierigkeiten.
Diese ergaben sich daraus, dass die Systematik der Protozoen noch viel zu wiinschen {brig
lasst. Sie verfugt nicht Gber auskristallisierte Methoden und unterscheidende Artenkennzeichen,
auf Grund derer zwei Arten mit volliger Sicherheit voneinander getrennt werden kénnten. Un-
vorhergesehene Schwierigkeiten stellen sich dem Forscher bei der genauen Bestimmung der
Protisten in den Weg, da sich diese als Lebewesen niedrigster Ordnung verandern. Es ist kein
seltener Fall, dass eine einzige Protozoenart in ein und demselben Biotop die extremsten Beispiele
der +, —Variationen vor uns erschliesst. Besonders gilt das fir die Hypotrichen. Im Laufe der
Untersuchungen konnte man sich immer mehr davon tiberzeugen, dass die Protisten zum grossten
Teil lediglich im Hinblick auf ihre Umgebung zu bestimmen sind.

Beschreibung und systematische Aufzahlung der gefundenen Arten

Im folgenden werden die gefundenen Arten in systematischer Reihenfolge
beschrieben. Da unter diesen viele neue Arten sind, ist deren morphologische
Beschreibung unvermeidlich. Bei den bekannte Arten wird natirlich nur auf
die eventuellen Abweichungen von den Stammformen hingewiesen, wdahrend
bei den vollkommen identischen lediglich der Name hervorgehoben wird, oder
was mit dem Biotop im Zusammenhang steht.

Ordnung Holotricha
Unterordnung Gymnostromata
Familie Holophryidae

1. Holophrya saginata Penard (1922). Anatomisch stimmt sie mit Penards
Stammform vollkommen {berein, ein Unterschied zeigt sich lediglich darin,
dass sie sich nicht mit Infusorien, sondern ausschliesslich mit Flagellaten ernéhrt.
Lé&nge 80 /1.

6 Acta Biologica VT/1—2
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Familie Spnlhididae

2. Spathidium spathuloides n. sp. Regelméssig krugformiges Tier. Der
Querschnitt des Kdrpers ergibt einen Kreis, die Halspartie ausgenommen, die
flach ist. Die normal entwickelten und gendhrten Formen werden durch das
Langenbreitenverhdltnis von 2:1 charakterisiert. Lange 35//, die uber-
nédhrten Formen werden bauchig, die ausgehungerten hingegen schlanker.
Die schmale Lippe biegt sich in einem Winkel von ungefdhr 35° zu der
Langsachse des Korpers. Spaltenformige Munddffnung. In der Kdorper-
mitte ein einziger ovaler Makronukleus mit einem runden Mikronukleus. Pulsie-
rende Vakuole terminal. Auf jeder Seite 7 Zilienreihen mit langen Wimpern.
Um die Munddffnung an der Lippe kurze Trichiten. Auf der linken Seite dorsal
3 Tastborstenreihen : die zwei inneren Reihen erstrecken sich nur der Hals-
partie entlang, wéhrend die dritte, dussere Reihe in der ganzen Lé&nge des
Kdorpers verlauft. Die Rorsten sind kurz und dichter als die Zilien. Gestalt
konstant. Plasma ganz hell, durchscheinend. Rewegung langsam. In Kulturen
bewegt es sich gewdhnlich im Detritus. Raubtier : seine Nahrung besteht aus
winzigen Cyclidien.

Seine Kdrperform dhnelt stark der des von Kahl verdffentlichten und von
Moody 1912 beschriebenen Sp. spathula. Auch die Zahl der Zilienreihen ist
identisch. Ein Unterschied besteht jedoch in den kleinen Kdrpermassen und dem
ovalen Makronukleus. Auf Grund der Ahnlichkeit erhielt es seinen Spezies-
namen und wurde systematisch — da Kahl die im freien Wasser lebenden und
die mocsbewohnenden Formen voneinander trennt — innerhalb der letzterwéhn-
ten Gruppe wegen seiner Nukleusform vor dem Sp. claviforme Kahl eingereiht.

3. Spathidium multinucleatum n. sp. Langgestreckte Form im Verhéltnis
3,5 : 1. Gestalt konstant, aber sehr biegsam. L&nge 80 fl. Die Halspartie neigt
leicht der Dorsalseite zu. Dorsalseite fast gerade, Ventralseite hingegen nach
vorne gewdlbt. Lippe schmal, nicht vorspringend. Spaltenartige Mund6ffnung
mit vertieften Mittelabschnitt. Die Lippe bildet kaum einen Winkel mit dem
Kdérper, darin lange Trichiten. 22 Zilienreihen mit undichten kurzen Wimpern.
Auf der linken Seite dorsal 3 Rorstenreihen : 2 Reihen erstrecken sich der
Halspartie entlang, die dritte, &ussere bis zum letzten Funftel des Kdrpers. Die
kurzen Borsten sitzen dichter als die Zilien. Innerhalb der drei Reihen sind sie
in den zwei kiirzeren dichter. Die Kerngerlstsubstanz ist, auf 30—32 winzige
Stiucke verteilt, im Kdérper verstreut. Pulsierende Vakuole ohne Nebenvakuolen
terminal gelagert, mit 4—5 Entleerungséffnungen. Plasma hell, von der Nah-
rungsmenge abhéngig von leicht brauner Féarbung. Trotz seiner konstanten
Gestalt ist es so biegsam, dass es sich vollkommen doppelt biegen kann. Die
Biegung erfolgt in Richtung der linken Seite der Halspartie, also der Seite mit
den Tastborsten ; bei dieser Gelegenheit hé&lt es stets irgendeinen Klumpen
zwischen den zwei Schichten des gebogenen Kdérpers, dann verschiebt sich die
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Krimmung immer mehr dem Hinterende des Kdérpers zu und so rollt es gleich-
sam den Klumpen, den es in der Biegung eingefasst hat, bis zum Ende des
Korpers. In Hinblick darauf, dass die Krimmung in Richtung der Seite mit den
Borsten erfolgt, ist wahrscheinlich, dass es wahrend der rollenden Bewegung den
Klumpen mit seinen Borsten betastet (!). Bewegung sehr langsam, schwankend,
bohrend. Halt sich im allgemeinen zwischen den Klumpen auf. Seine Nahrung
bilden kleine Protisten, vor allem Colpoden.

Im System wird es in die vielkernige Gruppe der moosbewohnenden
Spathidien neben dem Sp. lagenula Kahl eingereiht. Auf Grund seiner Kern-
gerlistsubstanz wirde es dem im freien Wasser lebenden Sp. plurinucleatum
Andre nahe stehen, doch besteht sein Kerngerlstsubstanz statt aus 20 aus
30—32 Sticken und seine Trichiten sind viel ldnger. Wegen der Trennung in
im freien Wasser lebende und moosbewohnende Gruppen wird es in letztere
eingereiht.

Abb. 2. Spathidium amphoriforme var. securiforme. Form B, nach Sublimatfixation
und BIitESSLAUschem opalblauem Verfahren. Ungefahr 500 X

4. Spathidium amphoriforme (Greef) var. securiforme (Kahi) Form B
(Abb. 2.). Die gefundenen Exemplare stimmen lediglich beziglich der Form, der
Zahl der Zilienreihen, der mdchtigen Mundéffnung und des Neigungswinkels
der Lippe mit KAHLs Variet4t Uberein. Gegeniiber der von Greef (1888) und
Penard (1922) beschriebenen Stammform Sp. amphoriforme schildert Kaht 2
Varietdten. Anscheinend handelt es sich um eine stark variierende Spezies. Auf
Grund der Ahnlichkeit zu der var. securiforme wird angenommen, dass es zu
dieser Varietdt gehort, doch muss es davon unterschieden werden. Deshalb
wird die KAHLsche Varietdt als Form A, die vorliegende als Form B bezeichnet.

Es hat eine breite Milchtopfform. Massverhdltnisse 2:1. L&nge 90—100 p
(die Kahlsche Varietdt ist 200—300 p lang). Lange, leicht gebogene Lippe,
spaltenartige Munddffnung mit kurzen Trichiten. Der mittlere Teil der Lippen
ist leicht konkav, das dorsale Ende etwas dicker. Im allgemeinen ein flaches
Tier. 40 Zilienreihen mit dicht nebeneinander sitzenden kurzen Wimpern. Auf
der linken Seite dorsal 2 kurze Tastborstenreihen und 1, die den ganzen Kdrper
entlang verlduft. Die Borsten sind kurz und sitzen sehr dicht. In der Mitte dos

6*
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Korpers U-formiger Nukleus mit Offnung nach vorne, an den Enden verdickt
ersich keulenartig. Der Nukleolus wurde nicht beobachtet. Terminale pulsierende
Yakoule mit 6—8 Entleerungséffnungen. Fillt sich stets von Nebenvakuolen
auf. Plasma hell mit leicht brauner F&rbung. Gestalt konstant, aber ziemlich
biegsam. Kann sich wie das Sp. multinucleatum doppelt biegen. Bewegung
ganz langsam, schwerfdllig. H&lt sich im allgemeinen zwischen den Klumpen auf.
Erné&hrt sich von kleinen Protozoen. Kommt nicht hdufig vor und vermehrt sich
nicht schnell.

5. Spathidium muscicola Kahl. Stimmt gewissermassen mit der Stamm -
form {berein, unterscheidet sich jedoch von dieser in vielen Beziehungen.
Gegeniuber dem Massverhéltnis von 4 : 1 der Stammform, wurde bei dieser nur
ein Verhdltnis von 2,5 : 1 gefunden. Ldnge 80 ju, L&nge der KAHLschen Form
160,1r. Gegentber der KAHLschen Form mit 24 Zilienreihen hat diese 30. Der
Nukleus ist dicker und nicht solang wie bei der typischen Form. Seiner pulsie-
renden Vakuole schliessen sich Nebenvakuolen an. In folgenden Beziehungen
stimmen sie Uberein : Fundstelle, Neigungswinkel der Lippe, Dichte und Lénge
des U-formigen Nukleus. Der Nukleolus konnte nicht beobachtet werden. An den
Zilienreihen sitzen die einzelnen Wimpern dicht beieinander. 7 Entleerungs-
6ffnungen. 2 kurze Tastborstenreihen und eine, die sich dem ganzen Kdrper
entlang zieht, mit dicht sitzenden Borsten. Plasma hell, mit blassgriundlicher
Farbung. Langsame Bohrbewegung. Halt sich zwischen den Klumpen auf. Seine
Nahrung besteht aus kleinen Protisten.

Tribus Pleurostomata
Familie Amphileptidae

6. Bryopliyllum loxophylliforme Kahi. Nur darin unterscheidet es sich von
der typischen Form, dass sein Nukleus nicht aus 30, sondern aus 36 Sticken
besteht und dass es sich nicht von Rotatorien, sondern von Algen, Pilzen und
pflanzlichem Detritus ern&dhrt. Die pulsierende Vakuole fillt sich von kleinen
Nebenvakuolen auf. Lange 130//.

Familie Tracheliidae

7. Dileptus conspicuus var. telobivacuolatus, n. var. (Abb. 3). Das Tier
stimmt in jeder Beziehung mit Kahls Form Uberein, dennoch musste es als eine
neue Varietdt beschrieben werden, weil seine beiden pulsierenden Vakuolen
terminal liegen, wogegen bei der typischen Form die eine Vakuole terminal, die
andere in Ho6he der Munddffnung dorsal liegt. Von den beiden Vakuolen ist die
ventrale stets kleiner, ihre Entleerungszeit betrdgt 40 Sekunden, wéhrend die
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dorsal liegende Vakuole grosser ist, mit einer Entleerungszeit von 55 Sekunden.
Gegeniber der 200 p langen Form von Kahl betragt die Lange des vorliegenden
Exemplares nur 110—120p. Plasma hell, blaulichgrin. Bewegung langsam,
schwankend. Raubtier : ernédhrt sich von Protozoen. Kommt nicht hdufig vor.

8. Dileptus arnericanus Kahl. Unterscheidet sich nur in den Kérpermassen
von der typischen Form. Die KAHLsche ist 190 p, diese bloss 60 p lang. Nahrung :
kleine Flagellaten. Sehr selten.

Abb. 3. Dileptus conspicuus var. telobivacuolatus n. var., nach Sublimatfixation. Ungefahr 330 X

Unterordnung Trichostomata
Familie Colpodidae

9. Colpoda cucullus O. F. Mualler. Stimmt mit der Stammform {berein,
istjedoch kleiner. Ihre Ladnge schwankt zwischen 40 und 70p. Bewegt sich schnell
zwischen den Klumpen. Nahrung : Kugelalge.

10. Colpoda steini Maupas. Ist mit der Form von Maupas sowie mit der
von mir beschriebenen Form aus der Moosdecke der Baumrinde vollkommen
identisch, aber kleiner. Maximale L&nge 20—25p. Plasma hell, durchschei-
nend. Bewegung sehr schnell, entschieden. Kommt sehr oft vor. Nahrung :
Kugelalge und Pilzspross.

11. Colpoda inflata Stokes. Stimmt mit dem Typus vollkommen (berein,
ist jedoch kleiner. Der Typus ist 44—80 p, diese hingegen 40p lang. Vermehrt
sich sehr schnell und kommt hdufig vor. Nahrung : Kugelalge.

12. Colpoda colpidiopsis Kah1.Ist mit dem Typus identisch. Bewegt sich
sehr schnell. Ldnge 40p, die des KAHLschen Exemplares 40—50p. Nahrung:
Bakterien.

13. Colpoda quinquecirrata n. sp. (Abb. 4). Sie hat in Seitenansicht eine
ovale, in Vorderansicht eine Flache Form, und zwar so, dass die linke Seite
ganz flach, die rechte leicht konvex ist. Das Vorderende spitzt sich etwas zu,
wéhrend das Hinterende abgerundet ist, mit einer kleinen Einbuchtung in der
Mitte. Auf dem prdoralen oder Stirnkamm 17 Rippen, sdmtliche am Ende je
einer Zilienreihe. Ldnge 50 p. Aufder rechten Seite wurden 29 Zilienreihen gezahlt.
Die Ziliatur ist sehr dicht. Mund6ffnung an der Grenze des vorderen Drittels.
Der flachen Form entsprechend, ist die Mundspalte auf der linken Seite ebenfalls
flach, auf der rechten im Bogen gekrimmt. Der linke flache Teil ist durch eine
vom Kodrper vorspringende Plasmaplatte begrenzt. Der kurze Schlund reicht bis
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zur Linie der Querachse. Die Mundorganellen sind von typischem Colpoda-
Charakter, mit einem unteren und einem oberen Zilienfeld. Auf der linken Seite
des unteren Zilienfeldes befinden sich an dessen dusserem Ende 5 starke zirrus-
artige Gebilde, die steif aus der Mundoéffnung hervorragen. Die finf Borsten
sind sowohl am lebenden als auch am fixierten Tier auf Grund der starken
Lichtbrechung sehr gut sichtbar. Die Spezies erhielt nach diesen Borsten ihren
Namen. In der Mittellinie des Korpers, etwas dorsal gelagert, ein nierenférmiger
dicker Makronukleus, in seiner Krimmung ovaler Mikronukleus. lhre einzige
pulsierende Vakuole vor der Einbuchtung am Kodrperende.

Abb. 4. Colpoda quinguecirrata n. sp., nach Sublimatfixation,
Nigrosin- und Versilberungsverfahren. Ungefahr 660 X

Plasma dunkel, von brdunlicher Farbung. Bewegung sehr schnell. Sie
bewegt sich im freien Wasserraum im allgemeinen mit der linken Seite nach
unten gedreht auf einer Kreisbahn, manchmal fuhrt sie eine Bohrbewegung aus.
Halt sich Uberwiegend zwischen den Klumpen auf. Mit der Bauchseite klammert
sie sich oft an einen grdsseren Klumpen und rotiert damit blitzschnell. Nahrung :
Alge und Pilzfaden.

Im System wird sie dank ihrer Ahnlichkeit neben der Colpoda patella K an1
eingereiht. Auch in der Munddéffnung der C. patella kann man (nach der Abbil-
dung k an1s) sechs herausragende Barthaare, Borsten finden. Diese sind jedoch
nicht so steif und nicht derart auffallend. Bei unseren Exemplaren ist auch die
Lage der Borsten im Verhdltnis zu dem unteren Zilienfeld anders, da sie alle auf
der linken Seite sitzen, wéhrend sich bei der C. patella das dussere Ende des
unteren Zilienfeldes mit der Ablaufslinie der Borsten trifft.
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14. Colpoda euryslorna GelIERT (1951). Die madchtige Mundspalte des
Tieres erinnert an die Munddffnung der Bresslaua. Sie kommt ziemlich h&ufig
vor und vermehrt sich schnell. Nahrung : kleine Colpoda steini [10].

15. Bresslaua discoidea Kahl. Die gefundenen Exemplare stimmen mit
Kahls Stammform Uberein. Lediglich in der Gestalt besteht ein Unterschied.
Gegenuber der kugeligen KAHLschen Form sind diese eher birnenférmig,
das Yorderende des Kdrpers ndmlich ist, dem mdchtigen vestibuldren Raum
entsprechend, breiter als das Hinterende. Die Masse sind etwas kleiner : 150—

Abb. 5. Woodruffia lichenicola n. sp., nach Sublimatfixation,
Nigrosin- und Versilberungsverfahren. Ungefahr 500 X

180p. Kaht erwdhnt keine pulsierende Vakuole. Eine interessante Erscheinung
wurde beobachtet, und zwar, dass das sich neben der stdtigen Vakuole den
ganzen Kdérper umwandernde pulsierende Vakuolen bilden [11]. lhre Nahrung
besteht Uberwiegend aus Colpoden.

16. Woodruffia lichenicola n. sp. Gegenlber den zwei in der Literatur
beschriebenen Woodruffia-Arten wurden unter der Flechte zwei neue Spezies
gefunden. Bei beiden Arten befindet sich die Munddéffnung im Gegensatz zu der
Stammform nicht auf der Seitenplatte des Schnabels, sondern an dessen Ende
[15, 16].

Die Woodruffia lichenicola n. sp. (Abb. 5) entspricht in jeder Beziehung
dem Genus-Charakter. Die Gestalt ist regelmadssig oval, das obere Ende springt
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vor. Am Ende dieses vorspringenden Teils finden wir die verhdlnissméssig grosse
Munddffnung. Die Oberfliche des Kdrpers ist mit einem dichten, aber kurzen
W imperkleid bedeckt. Die Zahl der Zilienreihen ist 40, seltener 36. Die Reihen
verlaufen schrdg. In der Mittellinie des Kdrpers dorsal ein runder Makronukleus
und daran geschmiegt ein linsenférmiger Mikronukleus. Pulsierende Vakuole
subterminal-ventral. Das obere Ende der Mund6ffnung ist breit und abgerundet,
das untere Ende schliesst einen spitzen Winkel ein. Auf der linken Seite liegen

Abb. 6. Woodruffia sinislromembranellata n. sp., nach Osmiumfixation
und Versilberungsverfahren. Ungeféahr 500 X

5 stark lichtbrechende Membranellen, von je 5 starken Zilien gebildet. Auf der
rechten Seite ein aus ganz dinnen Zilien bestehendes Feld, innerhalb dessen die
Zilien zur Mundo6ffnung im rechten Winkel verlaufende Reihen bilden. Das
rechtsseitige Zilienfeld erstreckt sich am Vorderende der Mundspalte auch etwas
auf die linke Seite. Von der Mundspalte ziehen Stiitzfasern in ektoplasmatischer
Lage ganz bis zur L&ngsachse. L&nge 70/u, doch kommen auch kleinere Exemplare
h&ufig vor. Plasma hell, durchscheinend, von blassgriiner F&rbung. Kdrper sehr
biegsam. Sie bewegt sich dusserst langsam. Schwimmt im allgemeinen auf die
linke Seite gewendet, fihrt manchmal eine Bohrbewegung aus. Vermehrt sich



CILIAT EN UNTER FLECHTEN 89

nicht schnell, kommt aber h&ufig vor. Ihre Nahrung besteht aus Algen und
Pilzféden.

Auf Grund der Mundorganellen reihe ich sie im System neben Woodruffia
rostrata Kahl [16].

17. Woodruffia sinistromembranellata n. sp. (Abb. 6). Gurkenférmiges

Tier, im Verhdltnis 3 :1 langgestreckt. Vorderende leicht gekrimmt. Das
W imperkleid ist sehr dicht, in ldnglichen schrdgen Reihen angeordnet. 24—26
Zilienreihen. An der Grenze des letzten Kdrperdrittels runder Makronukleus
mit ovalem Mikronukleus. In subterminal-ventraler Lage eine pulsierende
Vakuole. Die Mundéffnung befindet sich auf der rechten Seite des gekrimmten
Vorderendes des Kdrpers. Die Mundorganellen unterscheiden sich dadurch von
dem allgemeinen Typus, dass sich auf der rechten Seite statt des aus Reihen
bestehenden Zilienfeldes eine aus einziger Reihe bestehende undulierende
Membran befindet. Auf der linken Seite gibt es 10 Membranellen, von je 4 starken
Zilien gebildet. Beim dusseren Ende der Membranellen ist der Zusammenschluss
der am Ende der Peristomalzilienreihen befindlichen Wimpern sichtbar. Aus den
Basalkorpern zu urteilen, handelt es sich um die Verdichtung von 4—5 sehr
feinen Wimpern. L&nge 60—80//. Plasma hell, von grunlicher Farbung. Sehr
biegsam. Schwimmt stets auf die Seite gewendet. Bewegung langsam. Kommt
nicht hdufig vor. Nahrung : Kugelalge, Pilzfaden und Pilzspross.

Auf Grund der aus einer Reihe bestehenden undulierenden Membran auf
der rechten Seite der Mundoffnung reihe ich sie neben der 1V. metabolica JOHNSON
—L akson [15]. Wegen der linksseitigen Zilienverdichtung ist sie im System
daruber einzuordnen.

Familie Marynidae

18. Mycterothrix acuminata n. sp. (Abb. 7). Ein an beiden Enden
spitztes blattformiges Tier. lThre Lange betrdgt 20 bis 25//. Die eine Seite des
Hinterendes ist leicht eingebeult, und so endet der Korper, etwas zur Seite
gedriuckt, in einem spitzen Russel. Die Munddffnung befindet sich in der oberen
Héalfte der Einbeulung. In der zweiten Halfte des Kdrpers ist ein runder Makro-
nukleus mit Mikronukleus. Die pulsierende Vakuole befindet sich im Russel.
Das Wimperkleid besteht aus sehr langen, weit voneinander sitzenden doppelten
Zilien, in vier spiralartig verlaufenden Reihen angeordnet. Die am Ansatz des
Rissels befindliche Munddffnung ist leicht gebogen und setzt sich in einem von
hinten nach vorne ziehenden Schlund fort. Die Mundorganellen w'erden von einer
unteren und einer oberen Birstenorganelle (Zilienfeld) gebildet. Plasma ganz
hell, durchscheinend. Bewegung sehr schnell, bohrend. Kommt hdufig vor, ver-
mehrt sich aber nicht all zu schnell. Thre Nahrung besteht aus Bakterien.

Im System reihe ich Sie als erstes Glied der Familie Marynidae. Ebenso wie
die Maryniden hat auch dieses Tier eine endstdndige Mund6ffnung, und dem-

zuge-
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entsprechend zieht der Cytopharynx von hinten nach vorne. Der endstdudige
Russel ist ebenfalls ein Marynideneharakter. Die Gliederung der Mundorganelle
in eine untere und eine obere Burstenorganelle ist ein Kennzeichen der Maryni-
den, weist aber zugleich auf die Mundstruktur der Colpoden hin. Die doppelte
Ziliatur charakterisiert sowohl die Colpoden als auch die Maryniden. Im
Hinblick darauf, dass sie, von den Maryniden abweichend, kein Haus baut,
ihr Russel einfach ist, ohne Rand, und sie kein steifes Zilienknduel von Marynen-

Abb. 7. Mycterothrix acuminata n. sp., nach Sublimatfixation
und BRESSLAUschem opalblauem Verfahren. Ungefahr 1000 X

charakter trdgt, wird diese Form mit Ricksicht auf ihren Marynencharakter
als erstes Glied dieser Familie eingereiht [7].

Familie Trichopelmidae

19. Trichopelrna stenostomata Gellert. Stimmt in jeder Beziehung mit
dem von mir beschriebenen Form aus Baumrindendecke Uberein. Sehr kleines,
sich flink bewegendes Tier. Kommt H&ufig vor und vermehrt sich sehr schnell.
Die neu entstandenen Tiere sind 15—20p, lang, die ausgewachsenen 20—30//.
Ihre Nahrung besteht aus kleinen Flagellaten [8].

Unterordnung Hymenostomata

Familie Frontoniidae

20. Frontonia depressa Stokes. Siestimmtin allem, selbstin den Massen mit

dem Typus Uberein. Kommt h&ufig vor. Ldnge 60—70//. Sie erndhrt sich von
Kugelalgen in grossen Mengen.
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Familie Pleuronematidae

21. Cyclidium muscicola Kahl. Ist mit der Stammform vollkommen
identisch. L&dnge 15—20p. Bewegt sich sehr schnell. Kommt sehr hdufig vor und
vermehrt sich &usserst schnell. Nahrung : Bakterien.

Ordnung Spiroirtcha
Unterordnung Heterotricha

Familie Metopidae

22. Bryometopus pseudoichilodon Kahl. Stimmt mit der von Kahl
verdffentlichten Form (berein. L&nge 60 p. Bewegung sehr langsam, schwebend.
Nahrung : Bakterien.

Familie Spirostomidae

23. Phacodinium tnetchnikojji Certes. Ich beschrieb es bereits in einer
Arbeit, in der ich mich mit seinen von der Stammform abweichenden Kennzei-
chen befasste [9]. Ldnge 80—100p. Bewegung langsam, bequem. Es erndhrt
sich Uberwiegend von pflanzlichen Organismen und Bakterien.

24. Transitella lichenicola Gellert (1951). Ich beschrieb sie bereits als
neues Genus in einer Arbeit. Ldnge 70—90p. Bewegung langsam. Nahrung:
pflanzlicher Detritus [9].

Familie Bursariidae

25. Thylacidium typicum n. sp. Von diesem Genus ist in der zur Verfligung
stehenden Literatur eine einzige Art mit dem Namen Th. truncatum SCHEW.
berschrieben [16]. Die in geringer Anzahl gefundenen Exemplare wurden
anatomisch eingehend untersucht. Gegenlber der beschriebenen Stammform
scheint dieses eine typischere Thylacidium-Art zu sein, und wurde deswegen
als eine neue Art eingereiht. Ihr Habitus verdrdngt den der Stammform von
SCHEWAKOFF. Breite ovale Form. Lange 110—120p. Die Mundspalte erstreckt
sich auf das ganze vordere Kdrperdrittel, ist nicht so offen wie die der Stammform
und auf der linken Seite der Mundspalte gibt es keine eibauchende «Lippe».
Die Strudelorganelle auf der linken Seite ist fast in ihrer Ganze gedffnet ( Thyla-
cidiu/ncharakter) und ihr hinteres Ende biegt sich nur in geringem Masse zurick.
In der Mundgrube teilt eine Plasmamembran (Septum) auf der rechten Seite den
Raum in zwei (Bursariencharakter). Der &ussere Teil des vom Septum begrenz-
ten Ziliatur vollstdndig bedeckt (Bursariencharakter). Die Mund6ffnung setzt
sich in einem bis zur Mittellinie des Kdrpers reichenden kurzen Schlund fort.
Der Verlauf der Zilienreihen ist etwas schrdg, das Wimperkleid dicht. Im vor-
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deren Drittel des Kdrpers ein gebogener wurstartiger Makronukleus. Ein Mikro-
nukleus konnte nicht beobachtet werden. In der Kd&rpermitte eine einzige
pulsierende Vakuole mit kreisformiger Entleerungséffnung. Auf dem abgrunde-
ten Hinterende eine kleine Einbuchtung, wo sich die Afterspalte 6ffnet. Plasma
hell, durchscheinend, von blassgriiner Farbung. Bewegung sehr langsam, schwer-
fallig. Kommt sehr selten vor und vermehrt sich nicht schnell. Nahrung : Bak-
terien.

lin System wird es als eine typischere Art als die Stammform vor dem Th.
truncatum eingereiht, um so mehr als es auf Grund der Ziliatur des septalen
Raums auch der Bursaria nahesteht. Wegen der geschlosseneren Mund6ffnung
als die der Bursaria hat es einen Thylacidiumcha.rak.ter, aber noch mehr, weil
seine Schlundorganelle offener ist als die der Stammform.

Unterordnung Hypotricha
Familie Oxytrichidae

26. Paraholosticha lichenicola n. sp. (Abb. 8). Ovale Form. L&nge 100,«.
Das Vorderende ist in Hdhe der Strudelorganelle etwas eingebeult und dement-
sprechend verschmélert es sich vorne leicht. Hinterende abgerundet. Strudel-
organelle sehr entwickelt, reicht bis zur Grenze des vorderen Drittels. Von hier
biegt sie weit auf die andere Seite hinlber. Zahl der Membranellen : 34. Peristo-
male Lippe gerade, endet oben zugespitzt. Am Rand der Lippe zieht eine aus
sehr langen Zilien bestehende, adorale Membran, von der nach innen zu sich
von der Mitte der Lippenldnge bis zum Ende der Strudelorganelle die aus kurzen
Zilien bestehende endorale Membran erstreckt.

Die Anordnung der Zirren weist einen Paraholostichacharakter auf. Die
marginalen Zirren schliessen sich hinten nicht. Die rechtsseitige Randzirrenreihe
beginnt in Hohe des oberen Endes der Lippe, nahe dem Rand und endet hinten
subterminal. Die linksseitige Reihe geht vom Ansatz der peristomalen Lippe, in
Hohe der Mundoffnung, aus, zieht sich graduell neben den Rand und endet
hinten ebenfalls subterminal. Im Stirnraum, ganz vorne neben dem Rand, ein
aus 14—18 Zirren bestehender Kranz. Dahinter, ebenfalls im Stirnraum, 2 von
links nach rechts ziehende, von 3—4 Zirren gebildete kurze Reihen. Auf der
Bauchseite zwei schrdg verlaufende ventrale Reihen. Beide gehen von Hdéhe des
Vorderendes der peristomalen Lippe aus, aber lediglich die rechtsseitige erreicht
das Hinterende des Kdrpers, wahrend die linksseitige etwas friher endet. Unm it-
telbar neben dem Vorderende der pellikuldren Lippe steht ein einzelner Zirrus.
Auf der Dorsalseite 3 vollstdndige Tastborstenreihen. Transversale Zirren sind
nicht vorhanden. An der Grenze des vorderen und des hinteren Kdrperdrittels
je ein ovaler Makronukleus mit je einem Mikronukleus. Pulsierende Vakuole auf
der linken Seite in Hohe des Endes der Strudelorganelle. Entleerungszeit 8—10
Sekunden. Kdérper im allgemeinen hell, das Hinterende jedoch mit Nahrungs-
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Vakuolen voll und dementscprechend immer dunkler. Bewegung langsam,
kriechend. Vermehrt sich sehr schnell, kommt aber nicht allzu oft vor. Nahrung :
Kugelalge und pflanzlicher Detritus. Im System wurde neben der P. muscicola
Kahl eingereiht.

27. Paraholosticha nana n. sp. Form oval. L4&nge 60—70/t. Vorderende nach
rechts verflacht. Hinterende leicht flach. Die Strudelorganelle reicht bis zur

Abb. 8. Paraholosticha lichenicola n. sp., Ventralseite, nach Sublimatfixation
und Nigrosinverfahren. Ungefahr 330 X

Grenze des vorderen Kdorperdrittels, besteht aus 22 Membranellen und erstreckt
sich auf die rechte Seite des frontalen Raumes. Peristomale Lippe kurz, mit
leicht gekrimmtem oberem Ende. In der ganzen Ldnge der pellikuldren Lippe
aus kurzen Zilien bestehende undulierende Membran, darunter eine noch kir-
zere endorale Membran. Die rechtseitige Randzirrenreihe geht in Hohe des
Vorderendes derLippevom Rand aus und endet subterminal. Ebenso endet die
linksseitige Reihe, die am Ende der Strudelorganelle entspringt. Die Randreihen
sind hinten nicht geschlossen. Am Rand des frontalen Teils ein aus 14 Zirren
bestehender Kranz, dahinter zwei einzelne Zirren, am Ende der Lippe einer.
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Zwei schrdg verlaufende ventrale Reihen. Die rechtsseitige ist durchlaufend, die
linksseitige zieht sich lediglich bis zur Grenze des letzten Viertels. Auf der Dorsal-
seite 3 vollstdndige Tastborstenreihen. Transversale Zirren sind nicht vorhanden.
Auf der Grenze des vorderen und des hinteren Drittels je ein ovaler Makro-
nukleus mit je einem Mikronukleus. Pulsierende Vakuole auf der linken Seite
beim Lippenansatz. Plasma hell, durch die Nahrung von grinlicher Farbung.
Bewegung schnell, zurlickfahrend. Kommt oft vor. Erndhrt sich von grinen
Kugelalgen.

Im System reihe ich das Tier auf Grund der kleineren Zahl der Zirren im
frontalen Teil nach der P. lichenicola. Da es das kleinste unter den bisherigen
Paraholosticha-Arten ist, erhielt es die Benennung «nana».

28. Keronopsis alpestris Kahl. Stimmt im grossen mit Kahls Form (ber-
ein. Die Unterschiede sind : das Vorderende dreht sich nicht ausgesprochen
nach links, am Rand des frontalen Teils sitzen statt 10 nur 7 Zirren und ebenfalls
im frontalen Teil befindet sich Uber dem Zirrus neben der peristomalen Lippe
noch ein anderer Zirrus. Der Verlauf der beiden ventralen Reihen stimmt Uber-
ein, mit der Ausnahme, dass die rechtsseitige Reihe als die unmittelbare Fort-
setzung des Zirrenkranzes im frontalen teil entspringt. Die marginalen Reihen
sind unmittelbar neben dem Rand angeordnet, wahrend sie bei Kahls Form
etwas mehr nach innen zu stehen. Die Zahl der transversalen Zirren (5) ist
identisch, doch ragen diese Giber dem Kd&rper hervor. Die Strudelorganelle besteht
aus weniger Membranellen und ersteckt sich vorne nicht auf die andere Seite.
Kahl erwdhnt keine Tastborsten, bei diesem Tier wurden drei Reihen gefunden.
Lage und Zahl der Nuklei sowie die Lage der pulsierenden Vakuole sind iden-
tisch. Entleerungszeit 7 Sekunden. Plasma hell mit blassgriiner Fa&rbung. Bewe-
gung schnell, kletternd. Kommt hdufig vor. Nahrung : pflanzlicher Detritus
und Alge.

Da der Organismus des Tieres mit Kahls Form grundsatzlich "lberein-
stimmt, wdre es nicht begrindet, es als eine neue Art einzureihen. Die Unter-
schiede sind vermutlich Folgen der Lebensweise in einer anderen Umgebung.

29. Keronopsis muscorum Kahl. Weicht sehr wenig von der Stammform ab.
Die Zirrenreihe neben der peristomalen Lippe besteht statt aus 1—5 aus 7
Zirren (laut Kahl ist sie eine sehr variable Reihe). Ausserdem betragt die Zahl
der Zirren am oberen Ende der Lippe um 1 mehr. Die Zahl der transversalen
Zirren ist nicht 6—9, sondern ausgesprochen 5 und sie ragen Uber dem Kdorper
hervor. Auf der Dorsalseite 5 Tastborstenreihen. Die Stammform ist 250 p lang,
diese hingegen nur 120/t. Die peristomale Lippe ist nicht so gekrimmt, doch
— wie auch Kahl schreibt — ist dieses Kennzeichen ebenfalls ziemlich varia-
bel. Die von Kahl beschriebenen Kugelkdrperchen konnten nicht beobachtet
werden. Kahl erwdhnt keinen Nukleus, hier wurde in der Kdrpermitte ein einzi-
ger kugeliger Nukleus gefunden, Mikronukleus jedoch nicht wahrgenommen. Die
pulsierende Vakuole mit ldngsseitigem Sammelkanal stimmt mit der des Typus
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Uberein. Entleerungszeit 10 Sekunden. Bewegung sehr langsam. Das Tier dreht
sein Vorderende hin und her. Ist sehr biegsam und zu einer schldngelnden Bewe-
gung fdhig. Kommt nicht oft vor und vermehrt sich auch nicht schnell. Nahrung :
Pilzspross und Alge, ist also kein Raubtier, wie es Kahl beschreibt. Wird fur
eine von der Stammform abweichende, durch die unterschiedliche Umgebung
zustande gekommene Variation gehalten.

30. Holosticha manca var. mononucleata n. var. Konstante Form, im Ver-
héaltnis 3 :1langgestreckt. L&nge 60p. Die rechte Seite ist fast gerade, wéhrend
sich der ins erste Drittel fallende Teil der linken Seite leicht hervorwdlbt. Die
linke Seite des Vorderendes verflacht sich sanft. Die Strudelorganelle reicht bis
zvim Drittel des Kdérpers. Ganz kurzer Schuld, 14 Membranellen. Die rechtssei-
tige marginale Zirrenreihe beginnt in Lippenhdhe und endet subterminal. Die
linksseitige Reihe geht vom Lippenansatz aus, dreht sich im Bogen zum Rand
und endet ebenfalls subterminal. Die Wurzeln der marginalen Zirren sind von je
einem lichtbrechenden Ring umgeben. Im frontalen Teil drei stdrkere Zirren. Die
ventralen Zirren bilden zwei leicht schrdg verlaufende Reihen. Die rechtsseitige
ventrale Reihe zieht bis zur Grenze des letzten Drittels, die linksseitige nur bis
zur Mittellinie. Am oberen Ende der Lippe ein einzelner Zirrus. 4 transversale
Zirren, die weit Uber dem Kd&rper hinaus reichen. Auf der Dorsalseite 3 voll-
stdndige Borstenreihen. Ein einziger Makronukleus in der Mittellinie des Kdérpers.
Eine pulsierende Vakuole auf der linken Seite. Das Vorderende der Lippe ist
leicht gekrimmt. Plasma hell. Bewegung langsam kriechend, manchmal bohrend.
W dhrend ihrer rotierenden Bewegung um die eigene Achse hélt sie die vordere
Hé&lfte des Korpers in entgegengesetzter Richtung zu der Strudelorganelle
gekrimmt. Nahrung : Pilzspross und Flagellaten.

Sie stimmt mit der H. manca-Stauimforin in der Biegung der Lippe, dem
einzelnen Zirrus neben der Lippe und dem Verlauf der ventralen Reihen Uberein.
Unterschiede bestehen gewissermassen in der Form, ferner dass sie nicht 5,
sondern 4 transversale Zirren aufweist. Die Zahl der Nuklei werden von Kahl
nicht erwahnt. Auf Grund der Unterschiede wird sie als Varietdat betrachtet,
besonders wegen der kleinen Zahl der Membranellen der Strudelorganelle und
wegen der bei den Wurzeln der marginalen Zirren befindlichen lichtbrechenden
Ringe.

31. Holosticha manca var. plurinucleata n. var. (Abb. 9). Sie stimmt in
vieler Hinsicht mit der neuen Varietdt der vorigen Art Uberein. Da die rechts-
seitige ventrale Zirrenreihe durchlaufend, die linksseitige nur bis zur Kdrper-
mitte ziehend, die Zahl der transversalen Zirren 6, die Lippe gerade, die Zahl
der Nuklei 22 ist, ferner da sich bei den Wurzeln der marginalen Zirren kein
Ring befindet, wird sie als eine neue Varietdt aufgefasst. Ihre L&nge ist grdsser
als die vorhergehenden : 80/t. Sie erné&hrt sich vor allem von Pilzfaden.

32. Amphisiella terricola n. sp. (Abb. 10). Obwohl nach Kahls Bestimmung
sémtliche Amphisiellen im Meer leben, werden die gefundenen Exemplare
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doch hier eingereiht, weil sie den Kriterien dieses Typus vollkommen entspre-
chen : eine schrédge ventrale Reihe, 3 starke frontale Zirren, hinter der Lippe in
2 Reihen je 3 Zirren, 5—8 transversale Zirren, Lippe leicht gekrimmt. Das Tier
ist im Yehdltnis 3:1 langgestreckt. Form ovoid. Ldnge 100/i. Reide Enden abge-
rundet. Linke Seite konvex, rechte Seite etwas konkav. Die entwickelte Strudel-
organelle reicht bis zur Grenze des ersten Korperviertels. Zahl der Membranel-
len 22. In der L&nge der Lippe sehr entwickelte undulierende Membran. Auf
der linken Seite des peristomalen Raumes, parallel zum Verlauf der Strudelorga-
nelle, aus 6 einzelnen dickeren Zilien bestehende parorale Reihe. Der Schlund

Abb. 9. Holosticha manca var. plurinucleata n. var., Ventralseite
nach Sublimatfixation und Nigrosinverfahren. Ungefahr 500 X

reicht Uber die Linie der Ldngsachse hinaus. Die marginalen Zirren sind hinten
nicht abgeschlossen. Die rechtsseitige Reihe geht ganz vorne neben dem Rand
vom Beginn der Strudelorganelle aus, die linksseitige hingegen von der Hdéhe
des Lippenansatzes. Vorne im frontalen Teil 3 starke Zirren. Am oberen und
unteren Ende der Lippe je eine von links nach rechts ziehende und aus je 3
Zirren bestehende Reihe. Eine schrége ventrale Reihe der Mittellinie entlang,
die sich von der Mitellinie der Lippe bis zur Grenze des letzten Kdrperviertels
erstreckt. Aus 6 Zirren bestehende, kaum uber den Korper hinausreichende
transversale Reihe. Dorsal 3 vollstindige Borstenreihen. An der Grenze des
ersten und des letzten Drittels je ein in der Mittellinie liegender ovaler Makro-
nukleus mit je einem Mikronukleus. Am Ende der Makronuklei je ein heller
Querstreifen. Eine einzige pulsierende Vakuole, dorsal liegend, in Hohe des
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ersten Nukleus. Entleerungszeit 16—18 Sekunden. Plasma vorne hell, hinten
dunkler. Bewegung langsam, oft zurtickfahrend. Ist sehr viel. Erné&hrt sich von
kleinen Protozoen. Kommt oft vor und vermehrt sich schnell. Mit Riicksicht
darauf, dass sie nicht im Meer lebt, wird sie als letztes Glied des Amphisiella-
Genus eingereiht.

Abb. 10. Amphisiella terricola n. sp., Ventralseite, nach Sublimatfixation
und BRESSLAUschem opalblauem Verfahren. Ungefahr 500 X

Die 6kologischen Verhdltnisse der gefundenen Arten

Da nun die Zusammensetzung der Ciliateniauna bekannt ist, soll im
weiteren zusammengefasst werden, Uber welche Eigenschaften und Kennzeichen
die einzelnen Arten verfiigen und inwiefern ihre Entwicklung im Biotop gewdhr-
leistet ist. Natlrlich findet man nicht alle das Bestehen der Tiere sichernde
Eigenschaften in jeder Art konzentriert. Sie weisen wohl gemeinsame Eigen-
schaften auf, verfiigen jedoch ausserdem uber verschiedene Kennzeichen.

Im Zusammenhang mit der Periodizitdt des Biotops mussen vor allem die
Ent- und Exzystierung berlicksichtigt werden, weil die Besiedlung des Biotops
mit diesem Vorgang beginnt. 16 Minuten nach dem Aufguss des trockenen
Materials erschienen bereits die Ciliaten. Dies war die kiirzeste von mir beob-

7 Acta Biologica VI1/1—2
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achtete Zeit. DieserUmstand bedeutet jedoch nicht, dass sie sich nicht schneller
beleben konnen ; die enzystierten Tiere schliipfen ja nicht zugleich aus der
Kapsel, sind noch in geringer Anzahl, und es ist reiner Zufall, ob sich in dem mit
der Pipette herausgenommenen Wasser Tiere befinden oder nicht. W &hrend der
Untersuchungen wurde mal diese mal jene Art zuerst beobachtet, doch waren es
stets ein und dieselben Arten, die als erste erschienen.

Die 16 Minuten wé&hrende, kurze Exzystierungszeit ist notwendig, weil
das Tier im Zusammenhang mit der Periodizitdt des Biotops oft der Gefahr
ausgesetzt ist, dass der Wasserraum bald austrocknet. Zur Ausnutzung der
kurzen Feuchtigkeitsperiode ist die schnelle Exzystierung unbedingt erforder-
lich, um ein aktives Leben noch vor der Austrocknung fithren zu kénnen. Bei
den meisten Arten wurde eine sehr schnelle Exzystierung beobachtet, so vor
allem bei sdmtlichen Colpoda-, Cyclidium-, Mycterothrix-, Trichopelma-, Bryome-
topus-, Thylacidium-, Frontonia-, Woodruffia-, Transitelia-, Phacodinium-Arten,
sowie von den Hypotrichen bei denjenigen, die sich von pflanzlichen Organismen
ernédhren. Beziiglich der schnellen Exzystierung bilden hauptsdchlich die Raub-
tiere Ausnahmen, und zwar in erster Linie die Spathidien. Dies ldsst sich dadurch
erklaren, dass sich die zur Nahrung dienenden tierischen Organismen friher
vermehren missen, weil sich sonst die Raubtiere nicht erndahren kénnen. Eine
auffallende Ausnahme bildet in dieser Hinsicht das Raubtier Colpoda eurystoma,
das bereits am Anfang der Vegetationsperiode erscheint, da es sich von kleinen
Colpodae steini ern&hrt, die im Biotop unter den ersten erscheinen und sich sehr
schnell vermehren. Man kann selbstverstandlich der spéteren Erscheinung der
Raubtiere keine genauen Grenzen setzen, weil sie anderen Faktoren zufolge
auch friher erscheinen mogen, doch ist ihr massenhaftes Auftreten den obigen
Feststellungen gemé&ss wahrgenommen worden.

Ahnlich derschnellen Exzystierung geht auch die Exzystierung in sehr kurzer
Zeit vor sich. Im Zusammenhang mit dem Fortleben der Tiere im Biotop muss
bei dieser Erscheinung betont werden, dass sie fadhig sind, sich innerhalb der
Zyste zu teilen : sich also zu vermehren. Dies konnte bei Colpoda steini, Colpoda
cucullus, Colpoda eurystoma und Bresslaua discoidea zweifellos festgestellt
werden. Im Hinblick darauf, dass in den Kulturen — die Frontonia- und Phaco-
dmium-Exemplare ausgenommen — kein einziges sich teilendes Tier beobachtet
werden konnte und die Individuenzahl doch anwuchs, muss man schliessen, dass
die Ubrigen Arten den Anfang des anabiotischen Zystenzustands zur Vermeh-
rung benutzen. Diese Erscheinung steht in engen Zusammenhang mit dem
Fortbestehen im Biotop: wéahrend der Vegetationsperiode leben die Tiere aktiv,
wéhrend der anabiotischen vermehren sie sich.

In Verbindung mit der Ein- und Exzystierung kann die interessante
6kologische Beobachtung gemacht werden, dass die Periodizitat der Vegetations-
zeit den biotischen und abiotischen Zustandswechseln gleichsam ein Geprage
verleiht. Es handelt sich namlich um den Umstand, dass in Laboratoriumskultu-
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ren die Individuenzahl nach einer 5—6tdgigen Zucht sozusagen bis Null abnimm t,
obwohl sich die Vegetationsbedingungen im wesentlichen nicht verdndern. Nach
einem Aufguss mit etwas frischem Wasser traten einzelne Arten in kurzer Zeit
wieder in mdchtiger Individuenzahl auf. Andere Arten hingegen belebten sich
erst dann, wenn die Kultur vorher austrocknete und nur hinterher mit W asser
aufgegossen wurde. Offensichtlich muss man annehmen, dass bei kurzem Regen,
wie die Regenschauer im Sommer, die Humusschicht unter dem Schutz des
Flechtenlagers im allgemeinen lediglich ein paar Tage lang den ndtigen Feuch-
tigkeitsgrad behdlt. So kapseln sich die Tiere auf die bekannte Weise ein,
um sich gegen die Austrocknung zu schitzen. Dieser nur einige Tage
wdahrende Feuchtigkeitszustand setzt der Dauer des aktiven Lebens eine Grenze,
und die gleichsam auf dessen Wirkung auftretende «erworbene Eigenschaft» ist
ein charakteristisches Kennzeichen samtlicher unter Flechtenlagern lebenden
Ciliaten geworden. Ubrigens ist es ja auch bekannt, dass bei einzelnen Ciliaten
die Ein- und Exzystierung, von den Umweltsfaktoren selbst unabhéngig, zu
einem Lebenszyklus geworden ist. Im Flechtenbiotop ist dieser Zyklus noch
ausgepragter.

Die Kodrpermasse miussen als charakteristische Kennzeichen ebenfalls
hervorgehoben werden. Im allgemeinen wurden kleine Tiere unter 100/t gefunden,
kaum waren einige Arten, die diese Ldnge uUberragten : Bresslaua discoidea
(110—180/v), Dileptus conspicuus var. telabivacuolatus (110—120/z), Thylacidium
typicum (100—120p) und Keronopsis muscorum (120/t). Die iUbrigen Formen
sind alle 60—80/t bzw. 15—50/< lang (Tab. I). Offensichtlich begilinstigen die
kleinen Kdrpermasse die Lebensfédhigkeit im kleinen Wasserraum. Fir das Tier
ist das um so wichtiger, als — wie wir noch spéter sehen werden — eine unglaub-
lich geringe Wassermenge zur Belebung genigt.

Ausser den Kdrpermassen missen der allgemeine Habitus und die Biegsam-
keit des Korpers hervorgehoben werden. Die gefundenen Arten sind mit wenigen
Ausnahmen flach, ihr Kérper langgestreckt, von spitzer Keilform. Dank dieser
Gestalt kdnnen sie in den winzigen Wasserrdumen zwischen dem Detritus
leichter vorwdrtskommen und sich Gberhaupt bewegen. Es ist fiir sie mdéglich,
in den Detritus einzudringen und sich an die Klumpen zu schmiegen. Diese
flache Koérperform wird also auch dadurch bestimmt, dass sich der Wasser-
raum in dinne Schichten teilt. Dieser Gestalt gesellt sich bei einzelnen Arten die
Biegsamkeit des Kdrpers zu, die ebenfalls die Bewegung zwischen den Klumpen
ermdglicht. Naturgemé&ss findet man auch hier Ausnahmen, wie z. B. in erster
Linie die Bresslaua discoidea und das Thylacidium typicum, die sich jedoch im
Biotop nicht vermehren. Im allgemeinen beherrschen die kleinen, flachen Tiere
sowohl bezuglich der Arten- als auch der Individuenzahl den Biotop.

Schnelle Bewegung wurde lediglich bei kleinen Formen wahrgenommen, die
grosseren bewegen sich langsam, schwerféllig. Im kleinen Wasserraum kdnnte
dies gar nicht ander sein.

7*
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W eiter oben wurde bereits erwdhnt, dass das frisch gefallene und im Biotop
aufgespeicherte Regenwasser eine sehr weiche, siisse Umgebung bildet, spéter
jedoch die Konzentration durch die Ldésungswirkung des Wassers und die
l6send-verdauende Wirkung der Pilzfdden erhoht wird. Diese Erscheinung
wirkt auch auf die Vegetation. Wenn nach dem Regen Lebewesen auftreten,
finden sie noch ein sehr weiches Wasser, das die Tiere infolge der Anschwem-
mung mit Wasser einer Hypervakuolisation aussetzen kdénnte. Diese tritt jedoch
nicht ein, weil die Entleerungsfrequenz der pulsierenden Vakuolen sehr hoch ist :
im allgemeinen 7—14 Sekunden. Bei grossen Formen wé&chst die Frequenz im
Verhdltnis zu den Kdrpermasse nicht wesentlich, sondern neben den urspriing-
lichen Vakuolen treten entweder Nebenvakuolen (Spathidium amphoriforme)
oder ein durch den Kodrper hinziehender Sammelkanal (Keronopsis muscorum)
oder aber bei der 180/t langen Bresslaua discoidea wandernde pulsierende Vakuo-
len auf, die von der Plasmastrémung getragen im ganzen Korper herumgehen.
Die hohe Frequenz und die Bildung der Ersatzvakuolen sind auch deshalb not-
wendig, da das Tier wéhrend der Enzystierung Wasser abgibt, die innere Kon-
zentration grdsser wird, und so der Protist unmittelbar nach dem Ausschliipfen,
wenn die Permeabilitat der Pellikula noch grdsser ist, der Weichheit des Regen-
wassers zufolge in eine hypotonische Umgebung geldnge, die fur ihn unbedingt
schédlich wdare. Die gesteigerte Regulationstatigkeit der pulsierenden Vakuole
tritt jedoch durch die hohe Entleerungsfrequenz und durch die Bildung der
Nebenvakuolen dazwischen. Spdter gleicht sich diese durch das Wachsen der
Konzentration aus.

Die Tiere kdnnen fast ohne Ausnahme gut fixiert und geférbt werden.
Lediglich die Mycterothrix-, Phacodinium- und Bryometopus-Arten vertrugen die
Bresslausche opalblaue Eintrocknung nicht. Dies l&sst darauf schliessen, dass
ihre Pellikula dick ist. Die dicke Pellikula ist hingegen weniger permeabel und
sichert einen gewissen Schutz gegen die Uberschwemmung des Wassers. Dieser
Schutz wird durch die Beobachtungen an einer Amobe erhellt. In demselben
Biotop — wie weiter oben bereits erwdhnt wurde — leben auch Amdben in
ziemlich grosser Anzahl. Bei einer zur terricola-Gruppe gehdérenden Art wurde
festgestellt, dass die Entleerungszeit der pulsierenden Vakuole 10—11 Minuten
betragt. Das Tier hat eine derart dicke Pellikula, das nach dem Eingehen der
Individuen bestehen bleibt und sogar photographiert werden kann. Auch
andere Beobachtungen (Faltenbildung, sie wird von Ciliaten durchbohrt) zeugen
fur die Dicke der Pellikula. In unserem Biotop mit weichem W asser kann
die 10—11 Minuten dauernde Entleerungszeit offensichtlich nur der aus der
Dicke und Konsistenz der Pellikula stammenden niedrigen Permeabilitat
zugeschrieben werden [11, 17].

Es ist interessant, zu untersuchen, in welchem Zusammenhang die Auf-
trittsfolge der Arten im Biotop mit ihrer Erndhrungsweise steht. Man konnte
feststellen, dass sich beim Regen zuerst die Bakterienflora belebt, doch auch
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die Pilz- und Al/genvegetation intensiv entwickelt. Nur danach erscheinen die
Flagellaten und schliesslich die Ciliaten. Mit der Vermehrung der als Nahrung
dienenden Organismen hé&ngt die Vermé&hrung der Ciliaten in der ihrer Ernédh-
rungsweise entsprechenden Reihenfolge eng zusammen. Laut Tab. Il vermehren
sich zuerst die Bakterien sowie Bakterien und pflanzliche Organismen fressende
Ciliaten. Fast zu gleicher Zeit treten auch die sich allein von pflanzlichen Orga-
nismen, von Detritus erndhrenden Formen auf. Letztere vermehren sich jedoch
weniger schnell als die ersteren. Erst nach dem die Flagellaten und die ersten
Ciliaten erschienen sind, beginnen sich die Raubtiere zu entwickeln, und zwar
zuerst die Flagellaten fressenden, anschliessend die sich von Ciliaten erndh-
renden.

Die Bioz6nose des Biotops offenbart sich sehr schén in der Nahrungs-
kette. Von den gefundenen 32 Arten erndhrten sich nur 5 ausschliesslich von
Bakterien und 1 von Bakterien und pflanzlichem Detritus, die Bakterienflora
wurde somit lediglich durch ein Finftel der Ciliaten zerstort. Der grdsste Teil
erndhrte sich von Pilzen, Algen und Detritus. Schliesslich figurierten 12 Arten
als Raubtiere ; von diesen frassen 4 Flagellaten und 8 Ciliaten. Die im Verhdlt-
nis zu den Bakterien grossen Protozoen kénnen zweifellos sehr viele Bakterien
zerstéren. Wenn man jedoch berlcksichtigt, dass im Flechtenbiotop die Anzahl
der sich von Bakterien erndhrenden Tiere sehr gering, im Gegensatz zu diesen
die der Raubtiere, die eben die Bakterien fressenden Colpoden und Cycliden
zerstéren, hoher ist, so wird die bakterienzerstérende Wirkung der Protozoen
schon im vorhinein unbedeutend, selbst wenn wir sehen, dass die Individuenzahl
der bakterienfressenden die hdchste ist. Im Zusammenhang mit der einerseites
bakterienfressenden, anderseits reissenden Lebensweise der Protozoen muss ihre
bedeutende Rolle in der Gewdhrleistung des biologischen Gleichgewichts betont
werden. Die bakterienzerstdrende Wirkung wird durch die Raubtiere ausge-
glichen, die Bakterienflora hingegen durch die ganze Fauna reguliert [18].

Die Mundorganellen der Tiere in Betracht ziehend, kann folgendes fest-
gestellt werden: Mit Ausnahme der Hypotrichen steht die Entwicklung der
Mundorganellen mit der Erndhrungsweise im Zusammenhang. Von den Hypo-
trichen ist hingegen bekannt, dass ihre Mundorganellen jeder Ern&hrungsweise
entsprechen. Sie kdnnen durch ihre mdchtige Strudelorganelle eine Strudel-
wirkung zustande bringen, mit deren Hilfe sie jede Nahrung ohne Hindernisse
einverleiben kénnen. Fir den Flechtenbiotop gilt dies um so mehr, als die Zahl
der reisenden Hypotrichen sehr klein ist und diese Arten selbst die sich bewe-
gende Nahrung leicht fressen mdgen. Nur ein einziger Hypotrichus (Amphisi-
ella) wurde gefunden, der Ciliaten frass. Die Munddffnung und die Mundorganel-
len s&mtlicher Bakterien- und Pflanzenfresser entsprechen der sicheren Auf-
nahme der Nahrung. Bei den Bakterienfressern, deren Kdrper grosser ist (Bryome-
topus, Thylacidium, Phacodinium, Transitella) , werden wir sehen, dass sich zur
Aufnahme des dem grossen Kdrper nétigen Nahrungsplus diese Protisten teils
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durch die Masse der Munddéffnung, teils durch die Entwicklung der Mundorga-
nellen anpassen (méchtige Strudelorganelle).

Ein schones Beispiel der sich der Erndhrungsweise entsprechend herausge-
bildeten Mund6ffnung ist bei den Raubtieren ersichtlich. Bei den Spathidien,
die eine verh&ltnisméssig kleine Mund6ffnung haben, dehnt sich diese in grossem
Masse und auch die Trichiten an der Lippe helfen beim Verschlingen der Nahrung.
Bei den Raubtieren Bresslaua discoidea und Colpoda eurystoma gewdé&hrleistet
die grosse Munddffnung die Aufnahme der Nahrung in entsprechender Menge.
Dazu kommt noch bei der Bresslaua eine gewisse Geschlossenheit des méchti-
gen Schlundtrichters (das Opfer kann sich nicht befreien), die Colpoda eury-
stoma hingegen gleicht die Offenheit ihres méachtigen vestibulaten Raumes damit
aus, dass sie diesen notigenfalls auch verschliessen kann. In einer besonderen
Arbeit [10] Uber diese Colpodenart wurde ausfiihrlich beschrieben, dass, nach-
dem die als Nahrung dienenden kleinen Colpoden in den vestibuldren Raum
gelangt sind, diese mit ihrem Vorderende den Eingang verschliesst und dadurch
das eventuelle Entfliehen der Opfer verhindert.

Ein Ubersichtliches Bild der funktionellen Zusammenh&dnge zwischen dem
Biotop und den Lebenwesen wird in Tab. | gegeben.

Nun muss die Wassermenge besprochen werden. Die Protozoen sind als
ausgesprochen wasserbevohnende Organismen bekannt. Die Frage taucht auf,
welche Wassermenge gentigend ist, um die Protozoen zu beleben. Zur Bestim-
mung dieser geringsten Wassermenge wurde ein vor einem Jahr gesammeltes
trockenes Flechtenlager am Boden einer Petrischale auf ein befeuchtetes Filter-
papier gelegt und beobachtet, wann im Biotop Lebewesen erscheinen. Die
Flechte wurde vorher abgewogen, auf Grund des Gewichtsunterschiedes konnte
das Gewicht der aufgesaugten Wassermenge festgestellt werden. Im Laufe des
Versuches wurde der unteren Flache des Lagers abgeschabtes Material ent-
nommen, mit etwas Wasser verdinnt und unter der Lupe sofort untersucht, ob
darin bereits Lebewesen zu finden sind oder nicht. Der Gewichtsunterschied
wurde natirlich erst dann gemessen, als der erste Protist erschien.

Die so erhaltenen Angaben sind jedoch nicht gentugend zuverlésslich, weil
wegen der Unebenheit des Lagers lediglich dessen einzelne Teile unmittelbar
das feuchte Papier berihren konnten, der Gewichtsunterschied wird aber auf
das ganze Lager bezogen und nicht nur auf den Teil, der durch Berihrung Was-
ser aufgenommen hat. Bei einem 2,05 g schweren trockenen Lager betrug das
Gewicht des aufgesaugten Wassers 0,61 g, als darin Lebewesen erschienen.
Bedeutender jedoch als dieser Versuch ist die Feststellung, dass bei der Berih-
rungsstelle der Flechte und der darunter befindlichen Humusschicht mit dem
feuchten Papier das Wasser nur durch Aufsaugung zwischen die Klumpen
gelangen konnte und so die Humusschicht lediglich die an der Grenze der
Kapillaritdt stehende hygroskop-adhé&rente Wassermenge enthielt. In Tropfen-
form war darin kein Wasser vorhanden. Trotzdem wurden in dem so durch-
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feuchteten agbeschabten Material nicht nur Ciliaten, sondern auch Amdben und
Rotatorien gefunden. Diese einfache Beobachtung weist darauf hin, dass sich
der Biotop selbst bei solch geringer Wassermenge bevdlkern kann. Da er kein
Wasser in Tropfenform enthielt, kann er eigentlich nicht als ein ausgesprochener
W asserbiotop genommen werden. Dass jedoch darin Leben entstand, zeigt,
dass es sich hier um einen besonderen Biotop handelt, der trotz seines Festland-
charakters wasserbewohnenden Organismen Lebensmdéglichkeiten bietet. Die
Frage taucht auf, ob man hier nicht ein Beispiel dafur sieht dass, wasserbewoh-
uende Organismen zu Landtieren werden. Bei einzelnen Amdben konnte mit
Sicherheit festgestellt werden, dass sie sich nicht enzystieren, sondern einfach
eintrocknen, was flir die obige Annahme spricht.

Wie ersichtlich, bietet einerseits der Biotop gunstige Bedingungen, ander-
seits passen sich die Protozoen im gréssten Masse den durch die Umgebung
bestimmten Bedingungen an. Neben den ginstigen Bedingungen wirken aber
die extremen Temperaturwerte unglinstig, ja verheerend auf die Protisten.
Im enzystierten Zustand vertragen sie jedoch den Frost im Winter gut. Dies
wird dadurch bewiesen, dass nach einem starken Winter aus dem noch wahrend
des Frostes gesammelten Material samtliche Arten zum Vorschein gekommen
sind. Demgegeniuber sind die Flechtenlager an manchen Stellen einer sehr
starken Insolation ausgesetzt. Die starke Erw&rmung wird noch dadurch gestei-
gert, dass die durchhitzte Felsenoberflache ebenfalls Warme ausstromt. Laut
den Untersuchungen koénnen die Protozoen im Zustand der anabiotischen
Zyste auch diese starke Erwé&rmung vertragen. Im Zusammenhang damit muss
die Bedeutung der schnellen Einzystierung hervorgehoben werden. Nach dem
Regen folgt oft sehr rasch ein starker Sonnenschein, der den Biotop gar bald
austrocknet ; wirden die Tiere nicht fahig sein, sich schnell einzukapseln, so
wirden sie eintrocknen und zugrunde gehen. Selbst unter diesen Umstédnden
fallen sehr viele Protisten der plétzlichen Austrocknung zum Opfer.

Es wére interessant, festzustellen, welche von den 32 gefundenen Cilia-
tenarten ausgesprochen flechtenbewohnende :lichenobionte, welche nur Flechten
beginstigende : lichenophile und schliesslich welche lichenoxene : Flechten
besuchende Arten sind, die in Zystenform durch den Wind von einem anderen
Biotop hierher gelangten und ihre Anwesenheit lediglich dem Zufall verdenken.
Die bisherigen Untersuchungen der von ein und demselben Gebiet gesammelten
Moosdecken weisen darauf hin, dass diese mit wenigen Ausnahmen durch die-
selben Arten bevdlkert sind ; die Ausnahmen ergeben sich vor allem daraus,
dass im Moos noch ein paar Arten mehr leben. Die obigen Fragen kdnnen erst
dann beantwortet werden, wenn die Ciliaten der zweiten Pflanzensukzession,
der Moose, sodann die des Blatterkompostes und schliesslich die des Waldbo-
dens ebenfalls bearbeitet sein werden. Im Hinblick auf die wahrgenommene
Artenidentitdt des Flechten- und des Moosbiotops wird es noch nicht fur
begrindet gehalten, zur Zusammenfassung der mit den Umgebungs-Wirkungs-
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1

12

13

14

15

16

Name der Arten

Holophrya saginata

Spathidium

spathuloides N. sp.

Spathidium multinucleatum N. Sp.

Spathidium amphoriformc  var.

securiforme, Form B

Spathidium muscicola

Bryophyllum loxophylliforme

Dileptus conspicuus Var. telobiva-

cuolatus

Dileptus americanus

Colpoda cucullus

Colpoda steini

Colpoda inflata

Colpoda colpidiopsis

Colpoda quinquecirrata N. SP.

Colpoda eurystoma

Bresslaua discoidea

Woodruffia lichenicola Nn. Sp.

Tabelle

Die okologischem Verhaltnisse der im H mus unter der Flechte lebenden Ciliaten

Masse in Mikron

Eigene

80

35

80

90— 100

80

130

120

60

40—70

20—25

40

40

50

60— 100

150— 180

70

Kahl

70—80

200—300

160

160

200

190—220

80

32—40

44—80

40—50

200

Nahrung

Eigene
Flagellaten
Ciliaten
Ciliaten
Ciliaten
Ciliaten
Pilze und
Algen
Ciliaten
Flagellaten
Algen
Pilze und
Algen
Algen
Bakterien
Pilze und
Algen
Ciliaten

Ciliaten

Pilze und
Algen

Kahl

Infusorien,
Flagellaten

Rotatorien

Bakterien

Bakterien

Ciliaten

Bewegung

Langsam, bohrend

Langsam, manchmal bohrend,

versteckend

Sehr langsam, schwankend

Sehr langsam, schwerfallig

Langsam, bohrend

Sehr langsam, rutschend

Sehr langsam, schwankend

Langsam, schwankend

Schnell, schwimmend, kriechend

Sehr schnell, bohrend

Schnell, bohrend

Sehr schnell, bohrend

Sehr schnell, bohrend

Langsam

Sehr langsam, bequem

Sehr langsam, schwimmend, bohrend

Gestalt

Konstant, zylindrisch, verschmélert sich am
Vorderende, keilformig

Konstant, zylindrisch, vorne flach, keilférmig
Biegsame Form, sich vorne verflachend, keil-
formig

Konstant, lateral verflacht, etwas
vorne keilférmig flach

biegsam,

Zylindrisch, sehr biegsam, vorne keilformig
flach

Lateral flach, biegsame Form

Zylindrische konstante Form, sehr biegsamer
Rissel

Zylindrische Form, sehr biegsamer Korper und
Rissel

Konstante ovale Form

Konstante runde Form

Konstante zylindrische Form

Konstante zylindrische Form

Lateral verflacht, konstante Form

Dorso-ventral verflacht, mit biegsamen Vor-
derende

Konstante zylindrische Form

Sehr, biegsam, lateral flach
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17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

Woodruffia sinistromembranellata

n. sp.

Mycterothrix acuminata N. Sp.

Trichopelma stenostomala

Frontonia depressa

Cyclidium muscicola

Bryometopus pseudochilodon

Phacodinium melchnikoffi

Transitelia lichenicola

Thylacidium typicum nN. Sp.

Paraholosticha lichenicola N. Sp.

Paraholosticha nana Nn. sp.

Keronopsis alpestris

Keronopsis muscorum

Holosticha manca var. mono-
nucleata N. var.
Holosticha manca var. pluri-

nucleata N. var.

Amphisiella terricola N. sSp.

60—80

20—25

20—30

60— 70

15—20

60

80— 100

70—90

110—120

100

60—70

70—80

120

60

80

100

60—80

20

70

100

80— 110

200— 300

Pilze und
Algen

Bakterien

Flagellaten

Algen

Bakterien

Bakterien

Bakterien,
Detritus

Detritus

Bakterien

Algen und
Detritus

Algen und
Detritus

Algen und
Detritus

Pilze und
Algen

Pilze und
Flagellaten

Pilze

Ciliaten

Infusorien,
Rhizopoda,

Nostoc

Bakterien

Bakterien

Infusorien,
Bakterien,
Algen

Infusorien
Algen

Infusorien

Langsam, schwimmend, bohrend

Sehr schnell, bohrend

Sehr schnell, schwimmend

Langsam, schwimmend

Sehr schnell, springend

Sehr langsam, schwebend

Langsam, schwimmend, kreiselnd

Langsam, schwimmend, bohrend

Sehr langsam, schwerféllig schwimmend

Langsam, kriechend

Schnell, kriechend, zuriickfahrend

Schnell, kriechend

Sehr langsam, schlangelnd

Langsam, kriechend

Langsam, kriechend

Sehr langsam, zuriick-

fahrend

kriechend,

Sehr bigesam, lateral flach

Konstante Form, vorne bohrerformig zugeepitzt

Lateral flach, konstante Form

Etwas verflacht, ovale konstante Form

Konstante ovoide Form

Dorso-ventral flach, konstante Form

Dorso-ventral flach, konstante Form

Verflacht, konstante Form

Ovoide konstante Form

Dorso-ventral flach, konstante Form

Dorso-ventral flach, konstante Form

Dorso-ventral flach, konstante Form

Sehr biegsam, lange nematoide Form

Dorso-ventral flach, konstante Form

Dorso-ventral flach, konstante Form

Dorso-ventral flach, konstante Form
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Bakterien-Fresscr

Colpoda colpidiopsis

Mycterothrix acumi-
nata

Cyclidium muscicola

Bryomelopus pseudo-
chilodon

Thylacidium typicum

Phacodinium metch-
nikoffi

Pilz-Fresser

Holosticha manca var.
plurinucleata

Bryophyllum loxophyl-
liforme

Colpoda steini
Colpoda quinquecirrata
Woodruffia Lickenicola

Woodruffia sinistro-
membranellata

Keronopsis muscorum

Holosticha manca var.
mononucleata

Tabelle 11
Ernahrungsbiologische Verteilung der Arten

Aigen-Fresser

Bryophyllum loxophyl-
liforme

Colpoda steini
Colpoda quinquecirrata
Woodruffia lichenicola

Woodruffia sinistro-
membranellata

Keronopsis muscorum
Colpoda cucullus
Colpoda inflata
Fronlonia depressa

Paraholosticha licheni-
cola

Paraholosticha nana
Keronopsis alpestris

Detritus-Fresser

Phacodinium metchni-
koffi

Paraholosticha licheni-
cola

Paraholosticha nana
Keronopsis alpestris
Transitella lichenicola

Flagellaten
fressende
Raubtiere

Holosticha manca var.
mononucleata

Holophrya saginata
Dileptus americanus

Trichopelma stenosto-
mata

Ciliaten
fressende
Raubtiere

Spathidium spathuloi-
des

Spathidium multinucle-
atum

Spathidium amphori-
forme var. securi-
forme, Form B

Spathidium  muscicola

Dileptus conspicuus var
telobivacuolatus

Colpoda eurysloma
Bresslaua discoidea
Amphisiella terricola
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faktorén dieses geschlossenen Flechtenbiotops im Zusammenhang stehenden
artenkonstanten Ciliatenwelt durch den Fachausdruck «Lichenon» eine neue
hydrobiologische Benennung einzufihren. Auf Grund der bisherigen verglei-
chenden Untersuchungen hinsichtlich dieser beiden Biotope wird eher die
Entfaltung einer dem Begriff «Lichenobryon» entsprechenden Ciliatenwelt
sichtbar.

Die Rolle der Protozoen in der UrhodenLildung

Auf Grund des Gesagten konnten wir den Biotop mit seinen Wirkungs-
faktoren, die allgemeine Zusammensetzung der darin lebenden Ciliatenwelt
sowie den Zusammenhang der Lebewesen mit dem Biotop kennenlernen. Es
muss nun untersucht werden, welche Rolle die Ciliaten in der Humusbildung
unter der Flechte spielen, wie sie sich in den durch die Nahrungskette gebildeten
Stoffverkehr einschalten und wie sich dadurch die Biozénose der im Biotop
lebenden Organismen ausgestaltet. Wenn wir Uber die Einheit des Lebewesens
und seiner Umgebung sprechen, mussen wir auf die Einheit verweisen, laut der
sie gegenseitig aufeinander wirken. Demgeméss missen die Ciliaten ebenfalls
auf ihre Umgebung wirken und dies erfolgt auch tatsédchlich. Problematisch ist
lediglich, welchen Einfluss dieser gegenseitige Zusammenhang auf die Humus-
bildung ausubt.

Den Lebensprozessen der Protozoen zufolge versammeln sich Abbaupro-
dukte im Biotop. Im Hinblick auf die grosse Arten- und Individuenzahl missen
diese in der Humusbildung unbedingt eine wichtige Rolle spielen. Im Laufe der
Untersuchungen wurde danach getrachtet, festzustellen, wie viele Ciliaten in
einer gewissen Wassermengeneinheit leben. Die diesbezlglichen Feststellungen
beziehen sich natlrlich auf Laboratoriumskvdturen ; bertcksichtigen wir
aber, dass sich im Freien, eben den natirlicheren Bedingungen zufolge, eine
reichere Fauna als die in Laboratoriumskulturen entwickeln kann, ist es offen-
sichtlich, dass die Werte hdoher sein werden. Nach mehrfacher Z&hlung ergab es
sich, dass in 0,5 ml Zuchtwasser im allgemeinen 500—600 Ciliaten leben.
Die Z&hlung wurde so ausgefiihrt, dass 0,5 ml Wasser auf mehreren Objekt-
tradgergldsern in kleine Tropfen wverteilt und die in den einzelnen Tropfen
befindlichen Ciliaten unter der Lupe gezdhlt wurden. Auch diese Zahl be-
statigt, dass im Mikrobiotop unter der Flechte sehr viele Protozoen leben.
Die Abbauprodukte dieser reichen Fauna haben eine Bedeutung bei der Hu-
musbildung. Im Zusammenhang mit diesen Produkten sind eingehendere Unter-
suchungen notwendig, um festzustellen, was in den sich von pflanzlichen
Organismen erndhrenden Protozoen wdéhrend der Verdauung mit der Zellulose
geschieht.

In bezug auf die pulsierenden Vakuolen konnte festgestellt werden, dass
ihrer Tatigkeit zufolge im kleinen Wasserraum eine Wasserzirkulation zustande
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kommt. Bekannt ist, dass die pulsierende Vakuole als Nierenorgan ausser der
Osmoregulation auch eine Ausscheidungsfunktion ausubt. Dieser Umstand hat
deswegen eine Bedeutung, weil sich im Biotop, der Tatigkeit entsprechend, Sekrete
anh&ufen und so die ausgeschiedene Urea den Gesamtstickstoffgehalt des Humus
erhoht.

Schliesslich muss darauf hingewiesen werden, dass die sich an den Felsen
primé&r ansiedelnde Algenvegetation von den Flechten der n&dchsten Sukzession
abgeldst wird, diesen folgen die Moose, dann die Farnpflanzen und andere
Gewdéchse hdéherer Ordnung. Offensichtlich «beanspruchen» die einzelnen Suk-
zessionen der Flora immer mehr und mehr Nahrboden, der stets von der vorher-
gehenden Pflanzenschicht fir sie vorbereitet wird. So gelangen wir zu dem
Urbodenbilder, der Flechte.

In felsigen Gegenden ohne Pflanzendecke werden die Auswitterungspro-
dukte durch das Wasser von ihrer urspriinglichen Stelle weit abgetragen und
nur selten kommt es vor, dass sie, so abgesetzt und gelagert, organische Stoffe
aufnehmen und zum N&hrboden werden. Diese Erscheinung ist am Fuss von
kahlen Felsen zu beobachten. In den mit Flechten oder Moosen bedeckten Fels-
gebieten werden die Auswitterungsprodukte zuriickgehalten und gebunden. Die
einzelnen Flechtenarten bohren sich, vom Gesteinsmaterial abh&ngig, mehr
oder weniger tief ins Gestein ein. Dies erreichen sie teils durch die Wurzel-
haare, teils durch die Loésungswirkung der Pilzfdden. Dazu kommen noch
die Losungswirkung des unter dem Thallus angesammelten und zuriickgehaltenen
W assers sowie spdter die humusbildende Tatigkeit der sich ansiedelnden Mikro-
organismen. Unter dem Flechtenlager geht also hauptsdchlich ein chemischer
Zersetzungsprozess vor sich, und zur selben Zeit bildet sich die Humusschicht
dank der Tatigkeit der dort lebenden Organismen unmittelbar. Dies kann in
W aldern, wo aus dem Boden mit Flechten und Moosen bedeckte Felsblocke
hervorragen, sehr gut beobachtet werden. An solchen Stellen sieht man, dass
sich am Fuss des Felsblocks der unter dem Flechtenlager ausgewaschene Humus
anhduft und dementsprechend sich auch die Flechten- oder Moosdecke dorthin
erstreckt. Die Flechte kann also selbst bei einem einzigen Felsblock eine bedeu-
tende Rolle spielen. Wenn wir nun diese Wirkung der Flechte zu der weiter
oben besprochenen Tatigkeit der Mikroorganismen hinzufugen, ist es offensicht-
lich, dass sich ein bedeutender humusbildender Prozess ausgestaltet.
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NH®Y30PUN TYMYCA, OBPA3OBABLUEIOCA MO4 NNWAAHNKOM
PARMELIA SAXATILIS MASS.

M. TENNEPT

Mog APYCOM /IMLLIAMHMKOB, CO3AAOLMX €CTECTBEHHbIA TPYHT PACTUTE/IbHBLIX CMeH, BO3-
HUKaIOWWIA 1 HaKOMMAKLWWIACA TOHKW/A TyMycOBbIA Crioli 00pasyeT MepuoguyHbIA  MUKPO-
61oTOM, B KOTOPOM HUMBET 6oratast MukpothayHa. Hakonnsiowmiics Tam rymyc AieiseTca nep-
BMYHO MPOAYKTOM Camoro fvLialiHMKa, a BTOPUYHO MPOAYKTOM B3aUMOZEWCTBUS XXMBYLLMX B
HEM MMWKPOOPraHW3MoB. HecmoTpsi Ha CBOK OMYCTOLLEHHOCTb, 3TOT 6MOTCM 06ecreynBaeT 6n1a-
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ronpuaTHbIE YCNOBUS A7 XKUBYLLEA B HeM 6oratoil hayHbl. TakuMmn yCnoBUsMU SIBASKOTCS,
B MEPBYI0 0Yepe/b, CBA3AHHAA MOf NMLLIARHMKOM BOfg, OCBOGOXKIAIOLMIACA NPU acCUMUIALN
KUBYLLMX B CMMOMO3e C NvWaiHMKaMn BOZOPOC/EN Kucnopog (aspauma owotona), 6naro-
NPUATHasA KOHLEHTPaUus COseld, BOHMKalOLWan BCeACTBME PacTBOPSIOLLE/ CnocobHOCTU rpub-
HbIX HWUTel. Mpy MccnefoBaHUM OLHWX TOMbKO PECHUYHBIX, aBTOp 0BHapyXxun 32 BuAa, HO
Hapady C HUMKM XXMBYT B 61OTONe B GOMBLLIOM KO/IMYECTBE XXIYTUKOBbIE, amebbl, KOMOBPATKW,
HeMaToAbl N TUXOXOAKMW.

dayHa PecHWYHbIX B CUIbHOW CTEMeHW MpPUCNocob6aMBaeTCcs K YCI0BUSAIM Cpefbl, B TOM
yncne, B MNepByl0 oYepedb, K BeCbMa HeGOoMbLLIOMY BOAHOMY MPOCTPAHCTBY U K NEPUOANYHOCTY
6uotona. Ha 310 yKasblBaeT TO 0OCTOATENLCTBO, YTO PECHUYHbIE BeCbMa MasleHbKOro pocTa,
X Teno rnmbKoe, OHW 6bICTPO OCBOBOXKAANTCA OT LMCTbI, TAKXKE CKOPO WHUMCTUPYIOTCA U B
COCTOSIHUM  Pa3MHOXaTbCA B LMCTE.

BuroueHo3 6uoTona BecbMa KpacvBO MPOSB/SETCA B MULLEBONA LieHW. Bcero nuwb ogHa
nAaTas YacTb HalfeHHbIX PECHUYHbIX NUTaeTcs 6GakTepuanbHOW (hIopol, 6oMblUas MX 4YacTb
nuTaeTca rpubamy, BOLOPOC/AMU WM OPraHUYecKUM AETPUTOM, W HaKOHew, ocTasibHass WX
YacTb CbefaeT B Ka4yeCTBe XMLLHWKOB MepBbIX. JTa MuULLeBas LUenb o6ecrnevmsBaeT 61o10ru-
YecKoe paBHOBecve 6uoTona.

"MrpocKONNYeCcKo-aAre3oOHHOe KOMMYECTBO BOfAbl [aHHOr0 MMKpo6MoTorna [OCTaTouvHO
ONA aKTUBHOW >KW3HW  (hayHbl.

CornacHoO efuHCTBY CyLLECTBa CO CPefoi, PecHWYHble MPU BbILIEYNOMAHYTbIX BO3fei-
CTBMAX Cpefibl TaKKe A0/MKHbI BO3AECTBOBATbL Ha CBOK Cpedy, W CefoBaTe/lbHO BblABUIaeTCs
BOMPOC, KakKMM MOXET ObITb a(hheKT 3Toli B3avMOCBS3N Ha 06pasoBaHue rymyca.

K XMMMYECKOMY Pas/oXKeHo, NMPOUCXogsLLeMy BCeACTBME [EVCTBMSA HaKonsoLLeiics
nog, NMLIaiHMKaMn BOodbl N PaCTBOPSIOLLIENO AeNCTBUS MULENMa/IbHBIX HUTENR, NPUCOeAUHSETCA
[leATeNbHOCTb MMKPOOPraHU3MOB, Pe3y/ibTaTOM Yero SABNSETCH MeA/IeHHOe HaKOM/eHue ry-
Myca.

B pe3ynbTaTe XM3HEHHbIX NPOLECCOB MPOCTEMLLMX, B 6LUOTOME HAKOMAAKTCA MPOAYKTbI
pasnoXeHMWs, LLIaKoBble BELLECTBA, YTO, BBMAY 6OMBLLOrO YMcna BMAOB M 0CObeld, 6e3ycrioBHO
[JO/MKHO WMETb 3HaveHWe B 06pasoBaHUW rymyca. ABTOP MOACUMTa/T B MOMOBUHHOW YacTu
0fJHOro Ky6u4eckoro caHTMMeTpa Bogbl B cpefHem 500 go 600 pecHUMYHbIX. B cBSA3W ¢ Linako-
BbIM BeLLEECTBOM He0obX0A4MMO MpPoBefeHMe AasibHeLLMX NOAPO6HbIX MCCNefoBaHW A1S pasbsc-
HeHWs TOro BOMPOCa, YTO UMEHHO MPOWCXOAUT C LIe//t0M10301 NPpY MULLEBAPEHNN MPOCTEALLINX,
NATAIOLWMXCA PacTUTENbHLIMA OpraHn3Mamyv 1 LeTPUTOM.

MMynbcypytolwe Bakyonbl NPU CBOEA BbICOKOM YacTOTOW OMOPOXHEHWS MOBbILLAIOT
COAEep>KaHue BCEro asota B rymyce MOCPEACTBOM BbIAe/SIEMOA UMM MOYEBUHbI.

MornbLune >MBOTHbIE MPEACTABNAIOT COBOM HAKOHEL, COCTaBHble 4acTu rymyca.

M3 BbllLIeCKa3aHHOrO CriefyeT, YTO (payHa PeCHUYHbLIX 6uoTona MPUHMMAET aKTVBHOE
yyacTve B 00pasoBaHUM eCTECTBEHHOIO rpyHTa.

THE CILIATES OF THE HUMUS UNDER THE LICHEN
PARMELIA SAXATILIS MASS.

J. Get.lért

The thin humus stratum developed and accumulated under the lichen layer of the plant
successions forming the primeval soil, constitutes a periodical biotope wherein an extremely
rich microfauna is living. The humus accumulated in this place is primarily the result of the
lichen itself and secondarily of the general activity of the microorganisms living in it. Despite
its barrenness the biotope ensures favourable conditions for the rich fauna which lives in it. Such
conditions are firstly the water bound under the lichen, the oxygen freed in the course of the
assimilation of algae living in symbiosis with the lichen (aeration of the biotope) secondly the
favourable salt-concentration due to the dissolving action of water and microspores. The author
limiting his investigation to the ciliates found 32 species, but besides them Flagellata, Amoeba,
Rotatoria, Nematoda and Tardigrata are also present in the biotope in large numbers. The ciliate
fauna adapts itself considerably to the environmental conditions, thus in the first place to the
extremely small water-space and to the periodicity of the biotope. This is shown by the fact
that they are in general very small-sized, their body is flexible, they encyst and burst their cysts
rapidly and are able to propagate in the cyst.
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The unity of the biotope manifests itself clearly in the nourishment-chain. Only a fifth
part of the ciliates found destroys the bacterium flora, the majority of them subsist on fungi
and algae or consumes organic detritus, while another part is predatory and destroys the former.
This nourishment-chain guarantees the biological equilibrium of the biotope.

The hygroscopic-adhesive water amount of this microbiotope is sufficient for the active
life of the fauna.

Considering that the living being and its environment, are forming a unity, the ciliates
too, along with the above environmental factors should act on the environment, and thus the
question arises, how this interrelation acts on humus-formation.

The chemical disintegration occurring in consequence of the dissolving effect of the water
accumulated under the lichens and of the microspores, together with the activity of microorga-
nisms results in the slow accumulation of humus.

As a consequence of the metabolic processes of protozoa, decomposition products, and
fecal matter accumulate in the biotope, and this fact — considering the large number of species
and individuals —undoubtedly plays an important role in humus formation. The author counted
500 to 600 ciliates in half a cubic centimetre of culture water. As to decomposition products,
further exhaustive studies are needed in order to ascertain what happens in the course of diges-
tion to the cellulose in the protozoa subsisting on vegetal organism and detritus.

The pulsating vacuoles as renal organs increase the nitrogen content of the humus through
the urea secreted by them.

Ultimately the destroyed animals appear as constituent parts of the humus.

From the above-mentioned follows that the ciliates of the biotope contribute actively
to the formation of the primeval soil.

Jozsef Gellert, Tihany, Bioldgia, Ungarn.
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Summary

1. According to our model experiments concerning albumen, we can draw the conclusion
that amino acids stimulate protoplasmic streaming by way of decreasing cytoplasmic viscosity.

2. Vacuum infiltrated papain and other proteolytic enzymes are causing an increase in
velocity by raising the free amino acid level. The in situ activation of the papain by ascorbic
acid, glutathion and cysteine have also confirmed our conception about the role of a-amino
acids in protoplasmic streaming.

3. The influence of a-amino acids is antagonised primarily by bi- and multivalent cations,
but the role of potassium is also important in this respect.

4. According to our inhibition experiments with sodium fluoride and potassium cyanide
we have to keep in mind that at least two cases of aerobic respiratory systems are active in the
process of protoplasmic streaming ; the one being cyanide sensible, the other cyanide insensible.

5. The gel constitution of the vacuole becomes reversibly coagulated under the influence
of potassium permanganate treatment, together with the simultaneous appearance of the pheno-
mena of movement.

6. We succeeded in demonstrating by histochemical methods that the cytoplasmic conglo-
merate, which got gelificated in the systrophe, contains more potassium, than the plasm in sol
condition elsewhere.

7. Actually gelificated cell surfaces, films, minute membranes do exist under the membra-
nes (plasmoderm, tonoplast) inside the plasma also and they are presumably capable of accumulat-
ing 1ons and organic compounds of small molecular weight. According to our opinion it is through
the active ion accumulation of the gelificated cell membranes, i. e. indirectly, that the energy
producing processes of the respiratory systems are connected with the protoplasmic streaming.
The ion absorbing activity of the membranes creates and maintains concentration differences
which are producing an action current, and streaming of the optimally solificated protoplasma
sets in order to compensate the concentration differences.’

Introduction

Primarily our investigations refer to the protoplasmic movements of the
higher plants, which are independent of locomotion. We also mention the amoe-
boid type of movement, because this had been linked up by numerous authors
with the vivid movement of cell contents during cytoplasmic division (LETTRE
[45], Goldacre and Lorch [32]). This symptom seems to be of special
interest, having also been observed in cytoplasms without nuclei (KUSTER
[42], Lepeshkin [44]).

Among the conditions of protoplasmic streaming we were mainly concerned
with such factors governing sol-gel conditions, which supposedly are the natura
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gelificators, solificators respectively, of the cytoplasm. The relationship between
protoplasmic movements and respiratory processes is unanimously accepted
on the basis of the energy claim of this phenomenon. The role of the respiratory
system in this process is, however still problematic. Our investigations concern-
ing the mechanism of protoplasmic streaming were partly directed towards
the latter question, partly to the problem whether of elucidating the processes
in which the discharged chemical energy was consumed primarily and of clearing
up how it got realised directly in the phenomenon of movement.

For the phenomena of protoplasmic movements we have generally used
the expression of protoplasmic streaming on the basis of the fact that these
types of movement are not systematized by numerous authors (KUSTER [42],
Weevers [74], Bourne [11], Robertis, Nowinski and Saez [57],
etc.), because the whole cytoplasm is only most rarely taking part in the move-
ment of cells of one single vacuole, and because rotation may be considered
as a special case of circulation.The movement in the rotating protoplasmic fibre
is always a one-way movement, but in the circulation of cells with more vacuoles
there can be observed two movements of opposite direction (Strugger [63],
Gimesi [30]), which are separated by actually immobile plasmic gel,
(Barg [2], Kuster [42], Strugger [63]). In such circulating cytoplasm
with many vacuoles the position of the streaming protoplasmic fibresis chang-
ing in the space of the cell (Kursanov [41], Gimesi [30]). Owing to
this latter fact we may conclude that besides the cytoplasm the vacuoles are
also concerned in the locomotion of the protoplasmic fibres. Generalizing this
question, it could be asked, to what an extent the vacuoles do take part in the
protoplasmic streaming. It has to be mentioned that Strugger [63] is dividing
the protoplasmic movements into two groups : the originally existing primary
types of streaming and the secondary ones, which appeare only as a result of
outside influences. Fitting’s [19—27] division into groups of the secondary
protoplasmic streaming is based on the outside factors (photodinesis and chemo-
dinesis). When interpreting the mechanism of streaming, authors attribute
considerable importance to the adequate sol-gel conditions of the protoplasm
(Seifriz [59—60], Frey—Wyssling [28]). The reversibility of the change
of conditons of the sol-gel in the protoplasm generally depends on the physiolo-
gical condition and activity of the cell, just as on the physical (light, heat,
pH, oxydation-réduction potential, thixotropy, etc.) and chemical (enzymes,
activators) effect. My previous investigations (Gimesi [30]) refer to the cell-
physiological relations of the phenomenon of thixotropy. According to these
investigations, mechanical reasons (shaking, stirring) cause solification, and
gélification gets restored when outside influences stop to act, and this process
may be repeated continually. Studies on dichroism (Frey—WYSSLING [29])
and measurements (Pfeiffer [54, 55]) point to a special change of the plasmic
structure (Lehmann [43], Seifriz [60]). Pfeiffer has perceived the changed
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dichroism (dk) of the cells as being the effect of the various concentrations
of 2—4 dinitrophenol [55].

Viscosity and changes in the viscosity of the cytoplasm also become
significant in the movements. The velocity of streaming is different at certain
regions of the streaming protoplasm. It may be supposed therefore that there
is a close connection between the various viscosities of the cytoplasm and the
velocity of its streaming. According to the investigations of Goldacre and
LoRCH [32] we may explain the differences in cytoplasmic viscosity by
the presence of materials which are causing solification (e. g. heparin). Besides
these artificially infused physiologically active materials the «-amino acids,
mainly histidin and some of its derivatives, which were used by Fitting in
his experiments, are also acting supposedly, by way of viscosity. This our supposi-
tion is justified by the facts too which indicate that light (Virgin [69, 70, 711]),
heat (Ewart [17]) and the natural and artificial auxins (Sweeney [66]
and Thimann [67]) are capable of acting on the velocity of the protoplasmic
streaming by way of their viscosity-decreasing character.

Our investigations were directed towards elucidating the viscosity forming
effects of a-amino acids. We presumed that the growth-stimulating amino-
acids stimulating the velocity of movement take part in the mechanism of
streaming through the solification of the cytoplasm. In case the results of our
experiments should verify our supposition, stimulation could be broughtin connec-
tion with the activity of the papain, by way of its in situ stimulating and
inhibiting effects. We tried to study the natural gelificators of the cytoplasm
too the action of these gelificators could be considered as being the antagonistic
process of the solificating effect of the a-amino acids.

The problem of the energetics of protoplasmic movements has been
studied by numerous authors. In reeent literature dealing with this problem the
opinions are unanimous about the energy of the streaming processes being
granted by respiratory processes. Beikirch’s [3] investigations point out
the importance of oxygen, the presence of which improves, its absence inhibits
the velocity of movement. Oxygen may get into the cells by way of diffusion
and assimilation. Went’s [73], Hille’s [35], and Zurzycki’s [75]
researches point to the enzymatic relationship of the protoplasmic movements.
These investigators have found a direct relation between temperature and
velocity of movement in various jilants up to 40 to 46° C. The velocity forming
effects of sudden changes of temperature are especially of great interest
(ZIIRZYCKY [75]). The evidence of VANt Hoef’s law with regard to proto-
plasmic streaming is regarded as verified by BOTTELIER [9,10 |, in the relation-
ship between temperature and velocity and by the determination of the Q10 =
= 1,8 value. In their rather important experiments with amoeba Goldacre
and LoRCH [32] have observed the ATP causing an increase in velocity, when
being infused into the cytoplasm by a micromanipulator ; on the basis of this

8*
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fact they have drawn the conclusion that a relationship exists between the res-
piratory processes.In accordance with Thimann [67 ] and Sweeney [66] we may
not speak about a special respiration process of protoplasmic streaming.Olson[52]
and Du Buy [15, 16] presume that the two respiratory systems release energy
for the streaming processes. They have observed a 50% decrease in the streaming
velocity and a 61% decrease in the respiratory intensity at Avena coleoptilum,
treated with 0,01 M hydrogen cyanide. On the basis of these and other experi-
mental results, two systems are supposed to be effective : the one being cyanide-
sensitive, the other cyanide-indifferent. In the course of our investigations we
were dealing with both presumable respiratory systems. The in situ activity
of the enzymes was studied by symptoms of poisoning. Furthermore our atten-
tion was extended to the problem, at which point the energy producing processes
of the respiratory system did join into the mechanism of protoplasmic streaming.

The change in the hydratation of the cytoplasm acts only through the
intensity of enzymatic activity, because the movement of the plasmolysed cell
content can he observed too (KUSTER [42]). When interpreting the gelifi-
cating role of low temperature, the change of the structure of the free water
may still be mentioned (Craets, Currier and Stocking [14]).

Finally we were dealing with the connection between the protoplasmic
movement and the processes of the translocation of material.

Material and methods

Primarily leaves of Helodea canadensis were used for our experiments. The mean value
for the measurements of velocity (/Csec.) has been stated by Strugger’s[63] statistical method.
Scatters of measurement (&) and the mean error of the mean value (m) were presented in every
case. At certain occasions we have used the epidermis of Allium Cepa L. also which has a unicel-
lular layer. Both experimental materials agree in having a single vacuole in their cells of
big seize.

g On the basis of Fitting’s results, the effect of the a-amino acids (histidene, glycoccoll,
phenylalanin) on viscosity was studied on albumen model. In our experiments the aloumen has
been filtered, therefore our observations refer only to the sol-forming materials. The change in
viscosity has been measured by Hoppler’s apparatus. Besides examining the 0,02% solutions
of the a-amino acids, the effect of the different electrolytes 0,02 M was studied too. The role of
the a-amino acids was brought in connection with the hydrolytic activity of the albumen-catabo-
lising enzymes, which are active in the cytoplasm. The 0,02% aqueous solution of papain and
pepsin, further the digestive sap of insectivorous plants (Nepenthes) were vacuum infiltered into
tissues of Helodea canadensis (Kursanov [40], Belosersky and Proskuriakov [6], Michlin
and Pshenova [49]) and the increase in velocity was evaluated by statistical methods, after
one hour has passed. According to results obtained by Bersin [7], Sumner and Myrb ach [64],
Bonner [8], Braunstein and Shemjakin [12], etc. it is known that papain gets activated by the
effect of reducing materials, when disulphide groups are transformed into sulphhydril, at adequate
oxydation-réduction potential (-f- 300 mV, at 6,8 pH). According to data obtained by P rosku-
riakov and Mosolova [56], plant tissues contain a considerable quantity of glutathion (a to 3
mg/g). According to these data we wanted to provoke in situ papain activation by 0,02% ascorbic
acid, glutathion and cystein. Activation was registered by measuring velocity. In order to be
sure whether in situ papain activation had really taken place, we led the free amino acid level.
The relative amino acid content was measured by Saifer’s [58] photometric method. We also
had studied the influence of oxydating materials (0,001 M potassium permanganate) and that
of reducing ones (0,01 M ascorbic acid) on the velocity of protoplasmic streaming, with regard
to the oxydation-réduction potencial of the cell, by applying these materials separately and in
succession.
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The velocity of the protoplasmic streaming in leaves of Hclodea canadensis has been
examined, when the leaves were kept during one hour in solutions of different concentrations
of potassium cyanide and sodium fluoride. We expected to be able to distinguish the details of
the mechanism by examining the phenomena of inhibition which depend on concentration.

The vacuole-content has been studied not only by the above mentioned oxydating and
reducating materials, but by vital staining too. The potassium content of the protoplas-
mic conglomerate or systrophe,reported by Kuster [42], was demonstrated by us by the histo-
chemical method (dipicrylamine, sodium cobaltinitrite) of Carere-Comes[13], Glick[31].
At the evaluation of our observations we have used the microcinematographic method too
(Ktjht [39] and Faasch [18]).

Results

In our experiments the a-amino acid decreased the viscosity of the albumen
(Table 1).

Table 1

Gelificating influence of a-amino acids on albumen

. Mean value of O m
Solutions relative  viscosity scatter of mean value of
measurement mean error
0,02% histidine diluted in albumen .... 0,929 + 0,0033 0,0015
0,02% glycocoll diluted in albumen .... 0,945 + 0,0026 0,0011
0,02% phenylalanine diluted in albumen 0,979 + 0,0041 0,0018

The a-amino acids decrease the viscosity of albumen at 0,951 mean value.
The level of the a-amino acids undoubtedly can be related to the hydrolysis-
synthesis ratio of the proteolytic enzymes. The enzymes which got into the
tissues by way of vacuum infiltration, have caused there — apart from the
shattering effect of the method — an increase in velocity (Table I1).

Table 11
Influence of vacuum infiltrated proteolytic enzymes on the streaming of the protoplasm of Helodea
canadensis
Mean value n Til
Enzymes of velocity scatter of mean error of
(lilscc) measurement mean value
W ALET ot 9,69 + 4,6 10
0,02% PAPAIN .o 14,11 +5,1 2,3
0,02% PEPSIN i 20,68 +3,2 1,4
Digestive sap of Nepenthes 17,08 + 38 17

W ith the help of reducing materials (ascorbic acid, glutathion, cystein)
we succeeded in calling forth a stimulation of the protoplasmic streaming, which
refers to the process in which the papain becomes activated in situ (Table Ill).
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Table 111

In situ activation of papain in leaves of Helodea canadensis

Mean value of 0 m

Activators velocity scatter of mean error of

(jti/sec) measurement mean value
W ATET o 21,81 + 64 0,9
0,02% ascorbic acid. L x 31,37 +4.0 1,8
Glutathion ..o 26,91 + 3,6 17
CYSTRINE o 25,39 + 4,2 1,8

The activating effect produced ou proteolytic enzymes by the reducing
materials applied was verified by measuring the amino acid content. Influenced
by vacuum infiltrated papain and glutathion, the free amino acid content has
increased considerably after one hour (Table 1V).

Table IV

The relative free acid content in the one cell layered epidermis of Allium Cepa, influenced by vacuum
infiltrated water, papain and glutathion

Vacuum Mean value of 9]

infiltrated extinction scatter of

material measurements
W ater .o 1,155 + 0,01
0,02% papain.....ninenn. 1,595 + 0,01
0,02% glutathion.......cccccccvvnene. 2,350 + 0,10

The velocity of protoplasmic streaming was strikingly increased by employ-
ing oxydating and reducing materials successively (Table V).

Table V
Influence of oxydating and reducing materials on the velocity of protoplasmic streaming in Helodea
canadensis
Mean value of [e] m
Solutions velocity scatter of mean error of
(lilsec) measurement mean value

W ATEE oot 21,81 + 6.4 «9
In 0,001 M potassium permanganate after

ONE NOUN ..o * 27,11 + 35 15
In 0,001 M ascorbic acid, after one hour . .« 31,37 + 41 19
In 0,001 potassium permanganate, during

one hour, then in 0,01 M ascorbic acid,

after one hour....coeveeiciveccee 37,79 + 29 1,3
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Having known the materials and enzymatic activities which call forth
natural gélification, we attempted to disclose the effect of the materials which
gelificate the cytoplasm. The electrolytes of small molecidar weight conld be
regarded as antagonistic processes of the solificating effect of the «-amino acids.
The earth metals and the salts of the earth metals are especially worth of special
attention.

We examined the influence of some electrolytes on the velocity of the
protoplasmic streaming. Generally even the salts of the alkali metals inhibit
remarkably the velocity of protoplasmic streaming (Table VI).

Table VI
Influence of anorganic compounds on velocity of protoplasmic streaming of Helodea canadensis

Electrolytes melﬁ%éyn(%% nesacgtturgrorn(e?fnts n%n \%ghe of
W ATET oo 21,81 + 6,4 0,9
0,02 M KNO oo ‘ 16,10 t 41 18
0,02 M KCl o . 15,90 + 52 23
0,02 M K250, ..o 17,97 + 38 17
0,02 M Ca(MU3)2 ....cceoviuririiiiieicecieiinae 13,25 4,2 19
0,02 M MGSO,.ecmeeeeeereeeemsecereeeesereesereeseeren 13,75 + 30 13
0,02 M MCL, 13,33 + 53 24

The velocity inhibiting influence of the electrolytes being known, there
arises the question of examining their role concerning viscosity. We examined
the influence on viscosity of the above mentioned electrolytes on an albumen
model. The values obtained do not explain the decreasing influence of potas-
sium salts on the velocity of streaming, although - contrarily to the data
reported in literature — they have somewhat increased the viscosity of the
filtered albumen solution. However, it has to be taken into consideration that
the solificating character of ihe potassium was studied by SIRUGGER [63]
an other with regard to the living cytoplasm, in which — as it is known — both
the sol- and the gel-content are present. On the other hand, in our experiments
we have only dealt with the sol content of albumin (Table VII).

According to the experimental results it may be definitely stated that the
viscosity decreasing influence of the bi- and multivalent cations is much greater,
than that of the potassium compounds. The concentration of the potassium
being essentially greater in the plant ash, than that of the multivalent metals,
we attempted the multivalent antagonism of albumen solification of the u-
amino acids primarily by potassium salts. According to the results concerning
the albumen, the gelificating character of the potassium compounds is stronger
than the solification of the «-amino acids (Table VIII).
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Table VII

Gelificating influence of anorganic compounds on albumen

Relative o m
Electrolytes viscosity in scatter of mean error of
mean value measurements mean value
0,02 M KNO3 dissolved in albumen .. . 1,064 + 0,0032 0,0014
0,02 M Kd dissolved in albumen ......... 1,053 + 0,0024 0,0010
0,02 M K2504 dissolved in albumen .. 1,050 + 0,0029 0,0013
0,02 M Ca(N03)2 dissolved in albumen - 1,112 + 0,0035 0,0015
0,02 M MgS04 dissolved in albumen... 1,104 + 0,0042 0,0019
0,02 M AIC13 dissolved in albumen ... 1,164 + 0,0037 0,0016
Table VIII

The influence on albumen of potassium salts, which equalize solification of a-amino acids

Relative o

Solutions viscosity in scatter of mean rerz‘rror of
mean value measurements mean value
0,02% histidin dissolved in albumen .. 0,929 + 0,0033 0,0015
0,02 N KNO3dissolved in albumen ... 1,064 + 0,0032 0,0014
0,02% histidine and
0,02 N KNO3 dissolved in albumen . .. 1,014 + 0,0040 0,0018
0,02% glycocoll dissolved in albumen . 0,945 + 0,0026 0,0011
0,02 N KC1 dissolved in albumen......... 1,053 + 0,0024 0,0010
0,02% glycocoll and
0,02 N KCI1 dissolved in albumen......... 1,018 + 0,0029 0,0013

The importance of the presence of oxygen from the point of view of the
mechanism of protoplasmic streaming was verfied by numerous experiments.
Oxygen may get into the living cell either by way of diffusion, or it appears
in it in the course of assimilation. On the basis of these considerations, the idea
may arise that the biocatalitic activity of the molar oxygen of the air can be
made responsible for the liberation of energy. From the inhibition phenomena of
the potassium cyanide it would appear that — during the process iron and
copper containing enzymes are becoming inactivated — there is a possibility
for other, non cyanide-sensible systems to remain active (Table IX).

The inhibition of sodium fluoride is much more characteristic than that
of potassium cyanide, as at certain higher concentrations of the former a definite
inhibition is to be seen, while at lower concentrations a stimulation may be
observed. The measure of the velocity inhibiting-stimulating influence depend-
ing on the sodium fluoride concentration is shown in Table X.
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Table IX

inhibition of potassium cyanide on velocity of protoplasmic streaming in Helodea canadensis

Velocity O

N KCN (lileec) scatter of mean r;rror of
1 measurements mean value

21,81 + 6,4 0,9

19,35 +4,1 1,8

16,55 +3,7 16

15,62 + 29 13

16,07 + 58 2,6

14,81 + 32 14

14,13 + 39 U

Table X

Inhibition of sodium fluoride on velocity of protoplasmic streaming in Helodea canadensis

d

N NaF Velocity (/i/sec) scatter of mean erorr of
measurements mean value
Water...oneneeneens 21,81 t 6,4 0,9
(021000 29,40 +4,1 18
0,0002 ..o 25,15 +5,7 2,4
0,0005 ..o 22,96 + 39 1,7
18,30 4.7 2,1
16,14 4~ 25 U
12,74 dr 4,0 18
11,03 + 31 1,4

Fig. 1 presents the inhibiting influence of potassium cyanide and sodium
fluoride on the velocity of the protoplasmic streaming.

Among the cytological observations dealing with the protoplasmic stream -
ing the phenomenon of the systrophe could be of special value (Fig. 2). This
conglomeration of cytoplasm, which contains a relatively great amount of
plastids, protrudes considerably into the vacuole, and owing to the streaming
of the plasmic tube it gets carried foreward. The chloroplasts which are placed
in the extension of the plasm — which extension has the shape of a peninsula —
do not change their position with relation to each other ; accordingly, the conclu-
sion seems to be justified that the cytoplasm keeping the mtogether is consider-
ably gelified. When moving, the systrophe may roll forward like a ball, its
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inner content, however, remaining fixed. The systrophe gets dissolved by the
influence of solificating substances (ascorbic acid, heparine, heteroauxine,

Fig 1. Inhibiting effect of sodium fluoride and potassium cyanide on velocity
of protoplasmic streaming

Fig. 2. Systrophe caused by the effect of 0,05 M sucrose. Gelificated conglomerate
of schloroplastis in cell of Helodea canadensis

etc.). The systrophe sometimes occurs in untreated tissues too, but it easily
can be provoked by hypotonic (0, 05 to 0,15 M) sugar solutions. By histochemi-
cal methods we succeeded to prove in the systrophe that the gelificated conglo-
merate of the cytoplasm contains more potassium than the solificated one.
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We shortly refer to our observation according to which cyanin solution
of small concentration caused considerable solification in the gelificated cyto-
plasm.

From a certain point of view the mechanism of the vacuole may also be
significant when the phenomena of protoplasmic streaming are studied. The
vacuoles are of definite structure, which fact was verified by vital staining.
It is often to be observed, even without staining that one part of the vacuole is

Fig. 3. Streaming protoplasmic fibre in immobile cell of Helodea canadensis

gelificated. Generally it cannot be observed that in cells with one vacuole the
protoplasmic streaming is appearing in the content of the vacuole. In cells with
many vacuoles it is easily possible to observe the change of the plasm fibres,
(plasm bridges), which are moving in two opposite directions in the cell space
(Fig. 3). In this latter phenomenon naturally the form of the vacuole is perma-
nently changing too. And in spite of this fact the displacement of the vacuole
is not to be observed.

In the cells of the leaves of Helodea canadensis — under the influence of
10~2 and 10~3 M potassium permanganate, at 37°C, after 1 to 2 weeks — the
characteristic cell content of the vacuole appears in many cells, in form of
irregularly chaped accumulations of granulated structure, and it is to be clearly
seen, how it participates in the movement of streaming (Fig. 4). This movement
of the vacuole content becomes lively under the influence of ascorbic acid.
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Fig. 4. Dehydrated ana slirunK vacuoie content m cell oi Helodea canadensis,
with streaming protoplasm along the longitudinal cell walls

Fig. 5. Secondary vacuolisation in cell of Helodea canadensis
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In the course of natural aquatic cultivations the gelificated accumulation of the
vacuole in certain cases may get vacuolised again secondarily, and, conse-
quently, 3to 4 smaller vacuoles get formed (Fig. 5). It is often to be observed in
these cells that the aggregations of vacuole inside the protoplasm are moving.
The plasm and the vacuoles are separated strictly in every case, supposedly on
account of the differences in viscosity.

Discussion

As to the understanding of the phenomena of the protoplasmic movements,
the problem of the streaming mechanism may be discussed in two parts. The
first problem is the sol-gel condition of the cytoplasm, from the physicol-chemical
point of view as well as from the point of view of celloid chemistry having special
regard to the change in the balance of solification-gelification, the change of
condition respectively. The second problem is the beginning of the movement of
the adequately solificated protoplasm, and the persistence of the movement,
primarily with regard to energetics.

It is namely to be supposed that only the adequately solificated plasmic
cell is able to move, this condition being called forth by the influence of the
various physiologically active materials. According to our experiments, the
a-amino acids are constituting a rather important group of these materials, as
well as the activators regulating the hydrolytic functions of papaine. The auxins
too may be considered as such natural agents.

With regard to cytoplasmic movement, physical factors may also be
significant in the development of an optimal viscosity, primarily light and heat.

According to our conception the solificating effect of the a-amino acids is
antagonised before all by anorganic salts of small molecular weight, but the
potassium too has to be considered as rather important from this point of view.
By centrifugal method it can be definitely established that 0,02 M KN 03decrease
the viscosity of the living cytoplasm (StrugGER [63]). According to our data
concerning filtered albumen, KN O03increases the viscosity of the sol component
in a small degree, even in presence of a-amino acids of solificating character.
The inhibition of the protoplasmic streaming of the potassium salts is much
greater than would be expected on the basis of the model experiment. This
observation seems to give rise to the conclusion that we are in presence of an
indirect effect. The incongruity observed by us when confronting our own data
with the data reported in literature about the effect of potassium and of the
multivalent cations on viscosity, could be brought in connection with the data
of Simonis [62] obtained during his researches on resistance to drought.
Simonis too has observed an effect opposite to that, which would have been
expected with respect to potassium. So much, however, can be definitely stated,
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that the viscosity increasing effect of the be- and multivalent cations is much
greater than that of potassium. The electron-microscopic photographs of Bairati
and Lehmann [1] also demonstrate that the albumen gelificating influence
of the salts of alkali metals is remarkably greater than that of the alkali meta-
compounds. We have to mention that, in the reversibility of the sol-gel condi-
tion and of viscosity, great significance is to be attributed to the trace elements
too (Nathanson [50]).

Our assumption, that there is a close relationship between the activity of
papain and the protoplasmic streaming, is confirmed by the positive results
obtained concerning the stimulating effect, exerted on the streaming velocity
by the papain (pepsin, natural plant digestive sap) vacuum infiltered into the
tissues as well as by the results obtained during the process in which papain
became activated in situ and further by the results. This supposition is also
confirmed by our data arrived at when measuring the relative amino acid con-
tent ; according to the latter data, the hydrolysing activity of papain is indi-
rectly effective, in consecpience of the raising of the level of the free amino acid.
On the basis of these considerations it may be supposed that a decrease of the
free amino acid is capable of causing gélification. The latter phenomenon can
partly be explained by the synthesizing activity of papain, and partly by the
biocatalytic oxydation of the amino acids (Parsin and Goriuchina [53],
Michlin and Bronovickaia [47], Kretovich and Drozdova [38], Goriu-
china [33], etc.). We think we are justified in explaining the process in which
the oxydating and reducing materials become independently and successively
activated by the development of the optimal oxydation-réduction potential
of papain. Our conception is confirmed by the data of Lwoff [46], who has
observed an optimum (E/,) oxydation-réduction 200 to 300 mV in pure cultured
amoebae when the propagation was stimulated.

The respiratory systems constitute an important group of the limiting
factors (excepting heat, viscosity, the presence of materials causing decrease
[n-amino acids] and increase [cations] in viscosity and excepting also oxyda-
tion-réduction potential), the respiratory systems can be made responsible for
liberating chemical energy.

Protoplasmic streaming is at any rate joiend to enzymatic activities,
because the increase in its velocity is in direct ratio to the rise of temperature
(Belehradek [4, 5]). It was possible to verify validity of van’t Hoff’s law
in old cells only — at least in a significant manner. Although we cannot speak
about special streaming respiration nevertheless, on the basis of the oxygen
claim of the process, it may be asserted for sure that the energy is afforded by
the molar oxygen activating processes of the aerobe respiration. Our potassium
cyanide inhibition experiments point to the fact, that when enzymatic systems
containing iron and copper are eliminated, cyanide insensible systems are to be
found. The parallel activity of both systems is also to be supposed. Probably the
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cyanide insensible enzymatic system is based on the activity of flavoprotein
(Michlin and Kolesnikov [48]).

We wished to answer the question also, where the energy producing
processes of the respiratory systems did join in the streaming mechanism. At the
physical models the movement has stopped as soon as the differences (heat, con-
centration) were equalised. Accordingly, energy is needed for the establish-
ment and maintenance of the differences. We would suppose that the movement
of the optimally solificated plasm might serve as an equalisation of the differ-
rences in concentration (organic compounds of small molecular weight, ions),
which exist in the cell space too. By the histochemical localisation of the potas-
sium we have been able to establish that its distribution is not regular in the
cell space and, further that the gelificated regions contain more potassium.
These data seem to suggest that the different concentrations of the ions in every
cell region induce current (Umrath [68], Isawestin [36], lwamura [37]).
Our present knowledge seems to justify the supposition that the activity and
the mechanism of the cell membranes are responsible for the unequal distrib-
ution of the ions and ofthe organic compounds. It is possible, that in the plasma
there are actually gelificated membranes (SISAKIAN [65]) even besides the
plasmoderma and the tonoplast, and through the ion absorption of these a
difference arises in the concentration. The protoplasmic streaming begins to
set in, in order to balance the concentration difference, which is maintained
by the ion accumulation of the cell membranes. On the basis of these considera-
tions, our opinion is that the energy liberating processes of respiration join in
the mechanism of the phenomena of protoplasmic movement by way of the
process in which actually gelificated membranes do absorb ions and organic
compounds of small molecular weight.

Following comments are to be added to our cytological observations. The
systrophe is formed as a result of the gélification of the cytoplasm, in which
process possibly the peristrome encircling the plastids, described by Guillier-
MOND and Atkinson [34] may also take part. The systrophe that advances
in the protoplasmic streaming, may reach deeply into the vacuole and accord-
ingly it changes the mechanism of the latter. It is known first of all by W eber’s
[72] investigations carried out with vital staining, that the vacuole is contain-
ing numerous small lagunes, which are strictly separated from each other by a
more or less gelificated albumen layer. The vivid Brownian movement of the
granules filled with liquid seems to lead us to the conclusion that the viscosity
of the environment is low. We suggest to explain the development of the geli-
ficated vacuole — which has condensed to a single granule under the influence
of potassium permanganate — through the reversible change of the mechanism
or of the activity of the tonoplastre. The observed movement of the vacuole
content is also understandable in this way. In order to explain the mechanism ot
protoplasmic streaming, the idea of a rhythmical contraction-relaxation is
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suggested by Seifriz [60], Bourne [11] and Sharp [61]. According to the
opinion of these authors, the power bringing about the movement originates
from the contraction i. e. from the shortening which follows the gélification of
the membrane. When the membrane gets solificated, the movement does not
take place. This interpretation refers to the phenomena of movements of the
plasmodia and pseudopodia. The two oppositely directed streamings, however,
which are to be observed in the plasmic fibre of the multi-vacuoled cell, are
inexplicable on the basis of this model of movement, and the movement of the
gelificated accumulation to be seenin the space of the vacuole, cannot be explain-
ed either. It seems important to refer to the observation according to which
an immobile, gelificated layer exists in the «circulating» plasmic fibre, inside
the plasm moving away in two directions (Strugger [63]). According to our
conception, the activity of the gelificated membranes, which activitv maintains
the differences in concentration, would account for the mechanism of proto-
plasmic streaming. A change — effected under the influence of potassium per-
manganate —in the structure or in the functioning of the tonoplast permits of
the transmission of the phenomenon of streaming. This change is either conceiv-
able as an effect of GOLDACRE and LorCh’s [32] heparine treatment, i. e. as a
solification, or as a coagulation of the tonoplast, which coagulates together
with the albumen content of the vacuole ; this process is accompanied by
dehydratation.

The stimidating influence of the cyanine and its derivatives may be explain-
ed in our opinion by the phenomenon of photosensibilisation. On the basis of
this fact we have to rekon with the possibility that the energy of light
proves effectual through the natural Sensibilisators contained in the tissues.
In the immobile cytoplasm under the influence of light there is to be observed a
disorderly waving-streaming («Glitschbewegung») without orientation ; this
waving-streaming later gets stabilized in a one-way movement. This also points
to the fact that the direction of the movement — considered statistically —
makes 50—50% because the direction of the streaming gets actualized as a
result of the solification of the plasm. This is confirmed by KuSTER’s [42]
data too, who had observed contrarily directed movements in the plasmo-
lysed cell.

In recent literature numerous authors consider it as natural to raise the
question about the connection between protoplasmic streaming and the
translocation of matter. In the sieve tubes the protoplasmic movement is to be
observed very well. In connection with the bast elements we have to accentuate
first of all the mechanism and the activity of the plasmodesm. By Oknina’s [51 ]
observation we learnt to know that the metabolic processes of the plasmodesm
are remarkably active during the growth period of the organism. This obser-
vation justifies that the velocity of the translocation of matter in the sieve
tubes is considerable. The plasmic fibres which pass through the perforations,
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establish a direct contact between some cells. This fact is significant with
regard to the translocation of matter and is in contrast to the influence
of the lipoid membranes which are able to maintain a concentration difference.
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O on3nosiornn ABMXXEHUA LINTOMNA3IMBI

H. . TUMEWW ; B.MN. MOXAP

ABTOpbI M3y4Ya/i BOMPOC MEXaHU3Ma LMPKYIALMU LMTOM/Ia3Mbl C TOUEK 3PEHUI Kak
M3MEHEHWIA COCTOSIHUIA 30/1b  Teflb, TAK U 3HEPreTUKM, YUMTbIBas MPW 3TOM CBS3U [aHHOTO
SB/IEHUsT C (hepMEHTaMMN.

CorflacHo onbITaM aBTOPOB, a-aMWHOKUCIOTHI MyTEM YMEHbLLUEHWS] BSI3KOCTW LWTO-
MfasMbl 0Ka3bIBAIOT [ECTBME HA CKOPOCTb LWPKYNALMM Mia3mMbl. B 3ToM npouecce rugponu-
TUYECKOe [e/iCTBME NanaviHa BbiBbIBAET MOBbILLEHWE YPOBHSI CBOGOAHOW aMMHOKWCIOTHI. B nog-
TBEPXK/IEHIE 3TOM0 ABJIEHNA aBTOPbI MOTyYM/IM BrIOSIHE COBMAJAMOLLMe PesyNbTaThl, Kak Konu-
YECTBEHHBIM M3MepeHEM aMMHOKMCIIOT, TaK U aKkTvBauueli nanauHa in situ (rnyTaTuoH, uuc-
TeuH, acKOpBUHOBasi KWC/IOTa). [lByBA/IEHTHbIE M MHOFOBATIEHTHBIE KATWOHbI aHTarOHUUPYIOT
[IEMCTBME a-aMUHOKVC/IOT, BbBbIBAIOLLEE COCTOSHME 30/1b, OHAKO, HEMb3si MPeHEBperaTh TakKe
3aCTy,queBarou.|,eV| poOSbl0  Ka/usi.

TopMoXeHVe MpoLecca LMaHUCTbIM Kasem B MO/IHOM COOTBETCTBUM C JaHHbIMM
NTepaTypbl — HEeGOMbLLOrO pasMepa M0 CPaBHEHWIO C TOPMOXEHWSIMU [AbIXaHWS, U3 Yero
MOXHO HpeAnosioraTb, UTO MpY KaTasmse MPOU3BOASLLMX 3HEPrMO MPOLECCOB POSib UFparoT
TAKXKE U HeUYyBCTBUTE/bHbIE K LIMAHUCTBIM COEAMHEHWSIM (hepMeHTbI ((D1aBoONpoTenHbI). Top-
MO3siLlge felicTBUE (DTOPUAA HATpWsi Topasfo 3HauMUTeNbHee, OAHAKO, B MPOTMBOMO/IOXKHOCTb
LUMaHNCTOMY Ka/iuio 3Ty COEMHEHME B MEHbLUE  KOHLIEHTPALM MMEET CKOpee CTUMY/IMpYHoLLee
elficTBME.

A CornacHo HabMIOfeHNsIM aBTOPOB, LIMPKYNAUMS LMTOM/a3Mbl Mocie 06paboTku mep-
MaHraHaToOM Ka/IHs MOXET PacnpoCcTPaHSATLCA M Ha BaKyosu, MpUYeM COCTaB refis BaKyosei
cKoarynuMpyeTtcsi 06paTmo. 3acTyfeHeBaBLUEECS CKOMJIEHVWE BTOPUYHO MOXET OMsTb Mpeo6-
pa3oBaThCA B BaKyosM.

g*



132 N. I. GIMESI and B. X. POZSAR

UBER DIE PHYSIOLOGIE DER ZYTOPLASMABEWEGUNG
N. I. Gimesi und B. |I. Pozsar

Der Verfasser untersucht die Frage des Mechanismus der Zytoplasmabewegung einerseits
vom Gesichtspunkt der Solgel-Zustandsanderung, andrerseits von dem der Energetik, u. zw.
mit besonderer Ricksicht auf die enzymatischen Beziehungen dieser Erscheinung.

Laut der Versuche wirken die a-Aminosauren auf die Geschwindigkeit der Plasmastro-
mung durch die Verringerung der Zytoplasmaviskositat. Die hydrolytische Spaltung des Papains
knupft sich an diesen Vorgang durch die Erhéhung der Konzentration an freier Aminosaure an,
was Ubereinstimmend durch die quantitative Messung der Aminosauren und der in situ AKti-
vierung des Papains (Glutathion, Zystein, Askorbinsaure) bewiesen wurde. Die solifizierende
Wirkung der a-Aminosauren wird von den zwei- oder mehrwertigen Kationen antagonisiert,
doch darf auch die gelifizierende Rolle des Kaliums nicht tbersehen werden.

In Ubereinstimmung mit den Literaturangaben ist die Zyankaliumhemmung im Vergleich
zu den Atmungshemmungen geringfiigig, was darauf schliessen lasst, dass in der Katalyse der
energieproduzierenden Vorgange auch zyanunempfindliche Enzyme eine Rolle spielen (Flavo-
protein). Die hemmende Wirkung des Natriumfluorids ist viel entschiedener, doch weist sie in
kleinerfen Konzentrationen — im Gegensatz zum Zyankalium — einen stimulierenden Charak-
ter auf.

Den Beobachtungen gemass kann die Zytoplasmastromung nach einer Kaliumperman-
ganatbehandlung auch auf die Vakuole tbergreifen, wobei die Gelsubstanz der VVakuole reversibel
koaguliert. Die gelifizierte Substanz kann sich sekundar wieder vakuolisieren.

Béla Pozsar, Budapest, V., Szalay u. 10—14., VI/38.



EXPERIMENTELLE BEEINFLUSSUNG DER GEWEBE-
QUALITAT DES AMPUTATIONSSTUMPFES

BEITRAGE ZUR WIRKUNG AUSSERER FAKTOREN AUF DIE
REGENERATION

L. Balazsy

INSTITUT FURANATOMIE,HISTOLOGIE UND EMBRYOLOGIE DER MEDIZINISCHEN UNIVERSITAT, DEBRECEN
(VORSTAND : I. KROMPECHER)

(Eingegangen am 16. September 1954)

Zusammenfassung

Durch Versuche sollte nachgewiesen werden, dass die Krafte der Umgebung, d. h. Druck
und Funktion, auf die Entwicklung der geweblichen Qualitat der Regeneration — im vorliegen-
den Fall beim Amputationsstumpf — entscheidende Wirkung ausiiben.

47 Ratten wurden operiert, wobei die Amputation teils hoch in der Mitte des Femurs, teils
tief an der Grenze des mittleren und unteren Drittels der Tibia ausgefiihrt wurde. Bei hoher
Amputation konnte sich die Ratte infolge des kurzen Stumpfes beim Gehen nicht auf diesen
stlitzen, so dass keine aussere Kraft zur Geltung kommen konnte ; und da die Amputation in
diesem f alle in grosserer Entfernung sowohl vom distalen als auch vom proximalen Epiphysen-
knorpel in der Mitte des Femurs erfolgte, vermochten auch die in der Nahe der Epiphysenknorpel
wirkenden chemischen, biologischen Krafte nicht in Erscheinung zu treten. Infolgedessen kam
es bei hoher Amputation in keinem einzigen Falle zur Knorpelbildung.

Bei tiefer Amputation war die Gliedabsetzung an der Grenze des unteren und mittleren
Drittels der Tibia vorgenommen worden ; diese Tiere benutzten 3—4 Tage nach der Operation
ihre auf diese Weise amputierte Extremitat beim Gehen zum Aufstiitzen, wodurch auf das
Stumpfende von aussen ein Druck wirkte. Bei den tief amputierten 18 Tieren (von denen 9 er-
wachsen und 9 jung waren) hatte sich in 80% der Falle Knorpel gebildet, als Beweis daflr,
dass die ausseren Krafte (Druck, Inanspruchnahme, d. h. die Funktion) auf die Qualitat der
Regeneration von entscheidendem Einfluss sind.

Dieser Befund wird durch Kontrollversuche bestarkt, bei denen 6 Ratten tief amputiert
und ihre Extremitaten in ganzer Lange unter die Bauchhaut genaht wurden ; gegeniber dem
eben erwahnten 80%igen Knorpelbefund hatte sich hier in keinem Falle Knorpel gebildet.

Einleitung

Nach dem heutigen Stande der Wissenschaft ist es eine unzweifelhaft
erwiesene Tatsache, dass die Gewebequalitdit der Regeneration und Neodiffe-
renzierung nicht nur von den innerhalb des Organismus wirkenden Kré&ften,
sondern auch von gut definierbaren &usseren Faktoren entscheidend beein-
flusst wird.

Bei unseren Versuchen waren wir bestrebt, die Heilung des Amputations-
stumpfes qualitativ zu beeinflussen. Vor allem wollten wir beweisen, dass neben
den inneren Faktoren auf die Qualitdt der Regeneration des Knochens die auf
diesen von aussen wirkenden Umgebungskréfte ebenso von entscheidendem
Einfluss sind, wie dies bei jedem zur Regeneration geeigneten Gewebe ange-
nommen werden kann.

Fir die Durchfihrung dieser Versuche gab uns teilweise auch das 1949
erschienene Buch von Lacroix «L’organisation des os» die Anregung, in dem
sich ein Abschnitt mit dem Titel «Reconstitution d’un cartilage de croissance
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aprés amputation» mit der Regeneration des Amputationsstumpfes, unter
besonderer Berlicksichtigung des Epiphysenknorpels, befasst.

Laoroix hatte festgestellt, dass wenn er den Femur von 12tdgigen Ratten
etwa 2 mm Uber dem Epiphysenknorpel amputierte, nach 21 Tagen bei 4 von 7
Versuchstieren auf den histologischen Schnitten am Stumpfende enchondrale
Ossifikation zustande gekommen war.

Aus dieser Beobachtung zog Lacroix die Schlussfolgerung, dass — um
wortlich zu zitieren : «un principe soluble dans I’alcool», d. h. dass es ein
alkoholldésliches Prinzip sei, auf dessen Wirkung der erw&hnte Knorpel bzw. die
enchondrale Ossifikation am Ende des Amputationsstumpfes erscheint. Zwei-
fellos kann auch dieses eine Rolle spielen und spielt sie wahrscheinlich auch.
Den im Innern des Organismus wirkenden Kréften, ob es sich nun um alkohol-
I6sliche Lipoide oder um andere Substanzen handelt (LACROIX gibt in dieser
Arbeit keine ndhere Erkldrung), kommt in der Regeneration unbedingt eine
Bedeutung zu. Indessen ging Lacroix einseitig vor, als er diese von ihm gar
nicht definierte Ursache als einzige Ursache bezeichnete und die Wirkung der
&dusseren Faktoren ausser Acht Hess, obwohl zahlreiche Literaturangaben bekannt
sind, aus denen hervor geht, dass die Qualitdt der Regeneration des Granulations-
gewebes von &usseren Kraften entscheidend beeinflusst wird. Hier soll vor allem
auf die zahlreichen experimentellen Resultate von Krompecher hingewiesen
werden, welche alle beweisen, dass wenn auf das Granulationsgewebe oder
junge Knochengewebe von aussen ein entsprechender Druck ausgelbt wird,
eine Differenzierung in Richtung auf den Knorpel eintritt. Aus den Untersu-
chungen des genannten Autors ist ferner bekannt, dass auf die Qualitdt der
Differenzierung bzw. Regeneration auch Stdrke und Richtung des Drucks in
hohem Masse von Einfluss sind ; er stellte namlich fest, dass wenn auf ein
Knochenende starker Druck ausgeibt wird, Knochenresorption zustande
kommt, wédhrend bei physiologischem Druck Knorpel entsteht. Wenn auf das
Knochenende kein Druck wirkt, tritt einfach die Vernarbung des Knochens ein.
Als eine Bestatigung dieser Ergebnisse KROMPECHERs durch Zahlenangaben
kann die experimentelle Mitteilung von Friedenberg und French aufgefasst
werden, dass bei der Wirkung von 16 kg Gewicht auf die Ulna des Hundes
Knochenresorption, bei 4—8 kg Gewicht Knorpelbildung entstand, wdéahre nd
die Knochenwunde, wenn kein mechanischer Reiz auf sie wirkte, einfach
heilte.

Selbsverstandlich kdnnen wir die Wirkung der inneren Faktoren nicht
leugnen. Die Wirkung chemischer, biologischer Faktoren auf das sich dif-
ferenzierende Gewebe kann nicht in Zweifel gezogen werden. Weben der
Anerkennung dieser Tatsache wollen wir in vorliegender Arbeit darauf hin-
weisen, dass neben diesen inneren Faktoren den &usseren Kréften (Funk-
tion, Inanspruchnahme, Druck) eine nicht minder wesentliche Bedeutung
zukommt.
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Versuche und Resultate

Im Laufe der Versuche operierten wir insgesamt 47 Ratten, die in zwei
Versuchsserien eingeteilt wurden. Die operierten Tiere der ersten Serie stellten
das eigentliche Versuchsmaterial dar, wé&hrend die Tiere der zweiten Gruppe
die Kontrollvéreimbe bildeten. Der besseren Ubersichtlichkeit wegen wollen
wir diese Aufteilung auch weiterhin benutzen, d. h. die in der I. und Il. Serie
durchgefiihrten Versuche und deren Resultate gesondert besprechen. Mit Bezug
auf beide Serien (d. h. die I. und Il.) sei bemerkt, dass die Tiere in jedem Falle
3 Wochen nach der Operation getdtet wurden, die Amputation an der linken
hinteren Extremitdt erfolgte, das zu untersuchende Material in Susa fixiert
und dekalziniert und sodann nach Paraffineinbettung die Schnitte mit ver-
schiedenen dblichen Methoden gefédrbt wurden (die reproduzierten Schnitte
mit Hamatoxylin-Eosin).

Versuchsserie |

Zu dieser Gruppe gehdren die Tiere, die das eigentliche Versuchsmaterial
darstellen. Es wurden 36 Tiere operiert, von denen 18 jung (3—4 Wochen alt!)
und 18 erwachsen (mehr als 2 Monate alt) waren. Mit dieser Versuchsgruppe
verfolgten wir den Zweck, den entscheidenden Einfluss der dusseren Kréafte
auf die gewebliche Qualitdt der Regeneration, im vorliegenden Fall auf den
Amputationsstumpf, zu beweisen.

Die Amputation wurde auf zweierlei Art vorgenommen. Bei 9 jungen und
9 erwachsenen, d. h. bei insgesamt 18 Tieren wurde eine hohe und bei 9 erwach-
senen und 9 jungen, d. h. insgesamt 18 Tieren eine tiefe Amputation der Extre-
mitdt durchgefihrt.

Unter hoher Extremitdtenamputation verstehen wir die Gliedabsetzung
an der Mitte des Femurs, d. h. erheblich Uber dem distalen Epiphysenknorpel
und wesentlich unter dem proximalen Epiphysenknorpel (Abb. 1/0).

Die tiefe Extremitdtenamputation wurde an der Grenze des mittleren
und Unteren Drittels der Tibia vorgenommen, d. li. erheblich Gber dem distalen
Epiphysenknorpel der Tibia (Abb. 1/0).

Mit der auf diese beiden Arten vorgenommenen Amputation erreichten
wir, dass das Tier den Stumpf des am Femur (hoch) amputierten Beines wegen
dessen Kiirze beim Gehen nicht zum Aufstiitzen benutzen konnte, wéahrend
jene Tiere, die wir an der Tibia (tief) amputiert hatten, wie aus sorgféltigen
Beobachtungen hervorging, 3—4 Tage nach dem Eingriff beim Gehen auch die
amputierte Extremitdt benutzten, wodurch der Stumpf des auf diese Weise
amputierten Beines einem Druck von aussen ausgesetzt war. Die tief amputier-
ten 18 (9 jungen und 9 erwachsenen) Tiere waren also dazu berufen, unseren
Standpunkt zu bestdtigen. Die Operationen wichen nicht nur hinsichtlich der
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Abb. 1. Skizze der durchgefiihrten Operationen
Abb. 2. Tief amputierte Extremitét einer erwachsenen Ratte. Vor den neugebildeten Knochen-
balken sowie am Vorderende des Stumpfes ist der aus Granulationsgewebe auf Druckwirkung
differenzierte Knorpel gut zu sehen
Abb. 3. Ein Teil des auf Abb. 2 sichtbaren Knorpels, vergrossert
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Hdéhe der Amputation voneinander ab, sondern auch die endgiltige Versorgung
des Stumpfes geschah auf verschiedene weise (Abb. 1). Bei einigen Tieren stellten
wir vor dem Stumpf eine enge Muskel- und Hautnaht her (Abb. 1/6), bei ande-
ren wurde der Muskel nicht gendht, aber die Haut eng geschlossen (Abb.l/c),
und bei wieder anderen wurde der Muskel nicht gen&dht und auch die Haut
nicht eng, sondern sackartig vor dem Stumpf geschlossen (Abb. \jd).

Auch mit dieser verschiedenen Art der endgultigen Stumpfversorgung
wollten wir die auf das Stumpfende wirkende Druckkraft regulieren. Wir gingen
von der Uberlegung aus, dass auch die enge Muskel- und Hautnaht selbst
einen gewissen Druck am Ende des Stumpfes sichert ; die enge Hautnaht ohne
Muskelnaht stellt eine geringere Druckkraft dar, wé&hrend bei der sackartigen
Hautnaht ein Druck dieser Art nicht in Frage kommt. Im Endergebnis wurden
die Operationen bei der Versuchsserie I. nach den Angaben der folgenden Tabelle
durchgefihrt.

Versuchsserie |

Gruppe A 6 erwachsene Ratten 3 hoch amp. Enge Muskel- und Abb. 1, b
3 tief amp. Hautnaht
6 junge Ratten 3 hoch amp.
3 tief amp.
Gruppe B 6 erwachsene Ratten 3 hoch amp. Enge Hautnaht ohne Abb. 1, ¢
3 tief amp. Muskelnaht
6 junge Ratten 3 h_OCh amp.
3 tief amp.
Gruppe C 6 erwachsene Ratten 3 hoch amp. Sackartige Hautnaht  Abb. 1, d
3 tief amp. ohne Muskelnaht
6 junge Ratten 3 hoch amp.
3 tief amp.

Gruppe A

6 erwachseneRatten. Drei wurden hoch und drei tief amputiert. Am Stumpf-
ende wurde eine enge Muskel- und Hautnaht hergestellt (Abb. 1/6). Die Auf-
arbeitung geschah 3 Wochen nach der Operation.

Ergebnis : Bei den Hochamputierten entstand in keinem einzigen Falle
Knorpelbildung, bei den Tiefamputierten kam bei 2 von 3 Tieren (Abb. 2 und 3)
Knorpelbildung zustande.

6 junge Ratten. Drei wurden hoch und drei tief amputiert. Am Stumpfende
machten wir eine enge Muskel- und Hautnaht. Die Aufarbeitung erfolgte 3
Wochen nach dem Eingriff.
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Ergebnis : Bei den Hochamputierten trat in keinem Falle Knorpelbil-
dung ein, bei den Tiefamputierten kam bei 2 von 3 Tieren (Abb. 4) Knorpel-
bildung zustande.

Gruppe B

6 erwachsene Ratten : Drei wurden hoch, drei tief amputiert. Am Stumpf-
ende wurde keine Muskelnaht hergestellt, jedoch die Haut eng verndht (Abb.
1/c). Die Aufarbeitung geschah nach 3 Wochen.

Ergebnis : Bei den Hochamputierten war in keinem Falle Knorpelbil-
dung eingetreten. Bei den Tiefamputatierten hatte der Stumpf die eng gendhte
Haut durchstossen, so dass der Knochen mit der Umwelt in Beriithrung kam ;
infolgedessen waren selbst die elementaren Voraussetzungen der Knorpelbil-
dung nicht gegeben. Vom Gesichtspunkt der Knorpelbildung waren also diese
Tiere nicht bewertbar (Abb. 5).

6 junge Ratten : Drei wurden hoch, drei tief amputiert. Am Stumpfende
machten wir keine Muskelnaht, verndhten aber die Haut eng. Die Aufarbeitung
geschah 3 Wochen nach der Operation.

Ergebnis : Bei den hochamputierten Tieren konnte Knorpelbildung in
keinem Falle festgestellt werden, bei den tief amputierten Tieren hatte sich in
2 von 3 Féllen (Abb. 6) Knorpel gebildet.

Gruppe C

6 erwachsene Ratten : Drei wurden hoch, drei tief amputiert. Vor dem
Stumpf wurde die Muskulatur nicht gendht und die Haut nicht eng, sondern
sackartig geschlossen (Abb. 1jd). Die Aufarbeitung geschah 3 Wochen nach
dem Eingriff.

Ergebnis Bei den hochamputierten Tieren hatte sich in keinem einzi-
gen Falle Knorpel gebildet, bei den tief amputierten 3 Tieren war in allen Féllen
(Abb. 7) Knorpelbildung zustande gekommen.

6 junge Ratten : Drei wurden hoch, drei tief amputiert. Vor dem Stumpf
wurde die Muskulatur nicht gen&dht und die Haut nicht eng, sondern sackartig
geschlossen. Die Aufarbeitung erfolgte 3 Wochen nach der Operation.

Ergebnis : Bei den Hochamputierten war Knorpel in keinem Fall entstan-
den, bei den Tiefamputierten hatte sich in sémtlichen 3 Féllen (Abb. 8) Knorpel
gebildet.

Versuchsserie |1

In dieser Versuchsserie erachteten wir es zur Vervollstdndigung unserer
Untersuchungen flr notig, teils die eigenen, teils die Versuche von Lacroix zu
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Abb. 4. Tiefamputierte Extremitat einer jungen Ratte. Durch die beim Gehen entstandene
Druckwirkung hat sich aus dem Granulationsgewebe Knorpel differenziert
Abb. 5. Der Stumpf hat die eng gendhte Haut dgjt;’clistossen. An den Knochenbalken hochgradi-
ger Abbau
Abb. 6. Tiefamputierte Extremitat einer jungen Ratte. Am Ende des Knochenbalkens junges
Knorpelgewebe
Abb. 7. Tiefamputierte Extremitat einer erwachsenen Ratte, Ober der an der Seite des Knochen-
balkens herauswachsenden Osteophyte hochgradige Knorpelbildung
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kontrollieren. (Die eigene Kontrolle wird als Gruppe D, die Kontrolle der Ver-
suche von Lacroix als Gruppe E bezeichnet.)

Gruppe D

Zur Durchfihrung der Kontrolle unserer eigenen Versuche hatte uns die
Beobachtung veranlasst, dass in der Versuchsreihe I. bei den hoch amputierten
Tieren in keinem einzigen Fall, dagegen bei den tief amputierten Tieren, die
ihren Stumpf beim Gehen zum Aufstitzen zu benutzen vermochten, in 80%
der Fé&lle 3 Wochen nach der Operation am Stumpfende Knorpelbildung zustande
gekommen war. Naturgemdss ergab sich fiur uns die Frage, was geschehen
wirde, wenn wir bei den tief amputierten Tieren das Gehen auf dem Stumpf
auf irgendeine Weise verhindern und so den von aussen auf den Stumpf wirken-
den Druck ausschalten wirden. Wirde sich auch in diesem Falle Knorpel
bilden?

Nach mihevollen Versuchen stellten wir fest, dass das Tier unfdhig wird,
den Stumpf beim Gehen zu benutzen, wenn wir die amputierte Extremitdt in
ihrer ganzen L&nge an die Bauchhaut des Tieres ndhen ; dadurch konnte der
von aussen wirkende Druck mit Sicherheit ausgeschaltet werden.

Operationen :

6 Ratten wurden operiert, 3 erwachsene und 3 junge Tiere, in allen Fdllen
durch tiefe Amputation an der Tibia. 3 Wochen nach dem Eingriff wurden die
Tiere getdtet und aufgearbeitet.

Ergebnis : Knorpelbildung konnte bei keinem einzigen der 6 Tiere fest-
gestellt werden (Abb. 9).

Gruppe E

Kontrolle der Versuche von Lacroix. Bei den eigenen Versuchen hatten
wir 3—4wdchige Ratten als «junge» Tiere betrachtet, die 2 Monate alten oder
&lteren als «erwachsene» Ratten. Bei der Kontrolle der Versuche von Lacroix
operierten auch wir natiirlich Ratten, die mit Sicherheit 12 Tage alt waren. In
Kenntnis der Lage der distalen Epiphysenknorpelscheibe des Rattenfemurs
suchten wir die Amputation 2 mm vom hdéchsten proximalwérts reichenden
Punkt der Wirbelscheibe vorzunehmen,um so die Mdglichkeit auszuschliessen,
dass ein Knorpelteil zurlickbleibt. Doch auch bei einem derart sorgfaltigen
Operationsverfahren kamen noch Fehler vor, auf die wir weiter unten néher
eingehen werden.
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Abb. 8. Tiefamputierte Extremitat einer jungen Ratte. Masse von grossen, geschwollenen
Knorpelzellen an der einem Druck ausgesetzten Stelle des Knochenbalkens

Abb. 9. Tiefamputierte Extremitat einer jungen Ratte, die in ganzer Lange an die Bauchhaut
genaht wurde. Keine Knorpelbildung
Abb. 10. Kleine Knorpelinsel im Granulationsgewebe, von der 15—20 Chondrone in die Schnitt-
ebene fallen
Abb. 11. 2 mm Uber dem Epipbysenknorpel amputierte Extremitdt einer 12tdgigen Ratte.
Am Stumpfende enchondrale Ossifikation. (Mit dtm von Lacroix beschriebenen
Befund voéllig Ubereinstimmendes Bild.)
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Operationen :

5 Stuck 12 Tage alte Ratten wurden nach der Beschreibung von Lacroix
operiert, d. h. die Amputation wurde 2 mm vom distalen Epiphysenknorpel des
Femurs vorgenommen. Vor dem Ende des Stumpfes wurde nur die Haut ver-
einigt. Die Aufarbeitung der Tiere geschah 3 Wochen nach dem Eingriff.

Ergebnis : Bei 3 von 5 Tieren konnte keine Spur von Knorpelbildung
festgestellt werden, in einem Falle sahen wir eine aus 15—20 Knorpelzellen
bestehende Knorpelinsel und in einem Falle ein Bild, das mit der von Lacroix
und SELYE beschriebenen enchondralen Ossifikation v6llig tUbereinstimmte
(Abb. 10, 11).

Besprechung der Ergebnisse

Unsere experimentellen Resultate beweisen, dass wir in dieser Frage
weiter gekommen sind als Banks und Compere sowie Selye oder Lacroix,
die am Ende des Amputationsstumpfes nur dann Knorpel bzw. encliondrale
Ossifikation feststellen konnten, wenn sie entweder den distalen Epiphysen-
knorpel unmittelbar vom Femur abldsten (Selye, 1934) oder die Amputation
2mm Uber der distalen Epiphysenknorpelscheibe des Femurs ausfiihrten (LAC-
ROIX bzw. Teucq). Diese Operationstechnik bzw. Amputationsmethode hatte
bei Nunnemacher (1939) und auch bei uns den Gedanken erweckt, dass der auf
diese Weise beobachtete Knorpel nichts anderes ist als das Resultat einer unvoll-
standigen Knorpelentfernung. Neben N®INNEMACHERs und unserem eigenen
Standpunkt muss jedoch folgendes angefiihrt Averden :

W ir leugnen nicht, dass die unmittelbare Umgebung des Epiphysenknor-
pels bei ganz jungen Tieren Uber eine gewisse Knorpelbildungsfahigkeit ver-
fugt, da ja in dieser Beziehung zahlreiche Félle erwé&hnt werden kénnen, die
alle beweisen, dass den auch von uns anerkannten inneren chemischen bzw.
biologischen Faktoren in der Regeneration eine Rolle zufdllt. Indessen missen
wir jedes Bestreben als abwegig bezeichnen, das die neuesten Ergebnisse der
Forschung ausser Betracht ldsst und ausschliesslich diesen inneren Kréften
Bedeutung beimisst, die Umgebungsfaktoren (Funktion, Inanspruchnahme,
mechanische Kréfte: Druck, Ziehen usw.) jedoch vollkommen unbericksichtigt
ldsst. Auch bei unseren Versuchen sprechen die Residtate bei den Gruppen
A, B, C und D dafir, dass die &dusseren Kré&fte die Regeneration in ent-
scheidender Weise beeinflussen.

Es ergibt sich nun die Frage, wie es mdéglich war, dass Selye, Lacroix
bwz. Teucq, ja auch wir selbst bei 2 von 5 Tieren 3 Wochen nach der Amputa-
tion von 12tdgigen Ratten Knorpelbildung bzw. enchondrale Ossifikation am
Ende des Amputationsstumpfes feststellen konnten.
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Um diese Erscheinungen verstehen zu kdnnen, missen wir die Ursache
kennen, die sie zustande brachte. Gehen wir also vom ersten Moment aus und
untersuchen wir die Durchfiihrungsart der Operation.

Selye hatte die Amputation so vorgenommen, dass er den Epiphysen-
knorpel bzw. zu gleicher Zeit auch die distale Epiphyse des Femurs von der
Diaphyse abldste. Es braucht nicht besonders betont zu werden, dass auf
diese Weise auch bei dem sorgféltigsten, umsichtigsten Vorgehen zahlreiche,
von Operationsfehlern stammende irrtimliche Resultate entstehen kénnen, da
das Zurilckbleiben von Knorpelinseln bei Anwendung dieser Methode nicht
ausgeschlossen werden kann.

Lacroix bzw. Teitcq haben die Amputation 2 mm proximalwarts vom
distalen Epiphysenknorpel des Femurs vorgenommen. Im Hinblick darauf,
dass der distale Epiphysenknorpel des Rattenfemurs nicht eine in einer Ebene
liegende Scheibe ist, sondern seine Linie wellig verlduft, ferner mit Ricksicht
darauf, dass bei jungen rachitischen Tieren auch im tieferen Teil der Diaphyse
Knorpelinseln Zurickbleiben, ist es offensichtlich, dass wenn die sorgfaltige
Untersuchung, die auf jedes einzelne Tier ausgedehnt werden muss, versdumt
wird, anlésslich einer 2 mm vom Epiphysenknorpel durchgefihrten Amputation
Knorpelteile Zuruckbleiben.

Als wir die Amputation bei 18 Tieren, die allerdings &lter als 12 Tage
waren, in der Mitte des Femurs Vornahmen, ist in keinem einzigen Falle Knorpel
entstanden.

Fir uns ist auch die Tatsache von grosser Bedeutung, dass sowohl Selye
als auch Lacroix nur in dem Falle Knorpel am Ende des Amputationsstumpfes
feststellen konnten, wenn sie zu ihren Versuchen ganz junge (12 Tage alte)
Tiere verwendeten. Wenn sie Tiere operierten, die weniger jung waren (Selye),
war Knorpelbildung nicht mehr festzustellen.

Obwohl wir keine Ursache hatten, die Ergebnisse von Selye oder Lacroix
in Zweifel zu ziehen, konnten wir der Erkladrung, wonach die Knorpelbildung
ausschliesslich von inneren, induktiven Faktoren hervorgerufen werde, nicht
zustimmen. Wir gingen von der schon in der Einleitung erwé&hnten experimentell
begrindeten Beobachtung Krompechers aus, dass die Regeneration nicht nur
von innerhalb des Organismus wirkenden inneren chemischen, biologischen
Kréaften, sondern auch von Einwirkungen (Umweltwirkung, Inanspruchnahme,
Funktion usw.) entscheidend beeinflusst wird, die den Organismus von aussen
erreichen.

Unsere Versuche unterscheiden sich von denen der oben erwé&hnten Autoren
(Setlye, Lacroix bzw. Teucq) hauptsdchlich in zwei Punkten : 1. in der
Losung der Operationstechnik, 2. in bezug auf das Alter der zu den Versuchen
verwendeten Tiere.

ad 1. Das von uns verwendete Operationsverfahren ist weiter oben bereits
ausfuhrlich geschildert worden. Hier sei nur noch mit Nachdruck betont, dass
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wir weder die hohe noch die tiefe Amputation bei den Tieren der Gruppen
A, B, C, D in der Ndhe des Epiphysenknorpels ausgefihrt haben.

ad 2. In bezug auf die Gruppen A, B, C und D halten wir ebenfalls die
Feststellung fir wichtig, dass wir in diesen Gruppen als «junge» Tiere 3—4
Wochen alte und als «erwachsene» Tiere mehr als 2 Monate alte Ratten ver-
wendeten, bei denen wir in zahlreichen Féllen Knorpelbildung antrafen, im
Gegensatz zu den Beobachtungen von Setye und LACROIX, die Knorpelbildung
nur bei 12t4gigen Ratten wahrnahmen.

Bei der in der Mitte des Femurs ausgefuhrten Amputation konnten wir
weder auf Grund der Ausfiihrungen von LACROIX noch unserer eigenen Annahme
Knorpelbildung erwarten. Laut Lacroix deshalb nicht, weil wir die Amputa-
tion in grosserer Entfernung sowohl vom proximalen als auch vom distalen
Epiphysenknorpel vorgenommen haben ; nach unserer Auffassung deshalb
nicht, weil im Hinblick auf die Kirze des Stumpfes des Gehen auf diesem fir
das Tier unmdglich war, so dass in Ermangelung eines von aussen wirkenden
Druckes im Granulationsgewebe Knorpelbildung nicht zustande kommen
konnte. Daruber hinaus konnte jedoch bei dieser Amputationsmethode auch die
M dglichkeit ausgeschlossen werden, dass vom Epiphysenknorpel Inseln Zurlick-
bleiben.

Die erzielten Resultate haben unsere Erwartung vollauf bestédtigt, da die
auf diese Weise durchgefithrte Ausschaltung der inneren und &usseren Kréfte
dazu flihrte, dass bei den 18 hoch am Femur amputierten Tieren, von denen 9
jung und 9 erwachsen waren, sich in keinem einzigen Falle Knorpen gebildet
hatte. Im Zusammenhang mit diesem Ergebnis kdnnte man annehmen, dass
Selye und Lacroix also Recht hatten, als sie sagten, dass am Ende des Stumpfes
keine Knorpelbildung zustande kommt, wenn Uber 12 Tage alte Tiere operiert
werden. Diese Feststellung ist jedoch von unseren weiteren Resultaten wider-
legt worden.

Als wir ndmlich die Amputation tief, an der Tibia, erheblich Uber dem
distalen Epiphysenknorpel bei insgesamt 18 Tieren ausfuhrten, von denen 9
jung und 9 erwachsen waren, fanden wir, dass (mit Ausnahme von 3 Tieren,
bei denen der Knochen die eng gendhte Haut durchstossen hatte und daher die
elementaren Voraussetzungen der Knorpelbildung nicht gegeben waren) sich
bei 12 der bewertbaren 15 Tiere, d. h. in 80% der Félle Knorpel gebildet hatte.
Bei den 9 jungen Tieren ergab sich in 7 Fallen ein positives Resultat, bei den 9 er-
wachsenen Tieren in 5 Fallen. Dieses Ergebnis beweist unzweifelhaft, dass die
Richtung der Regeneration von der Umgebungswirkung, im vorliegenden Falle
von dem von aussen wirkenden Druck und von der Funktion (Gehen auf dem
Stumpf) entscheidend beeinflusst wird.

In den Kontrollversuchen hatte sich in der Gruppe D, bei der wir die tief
amputierte Extremitdt in ganzer L&nge unter die Bauchhaut gendht hatten,
unserer Erwartung entsprechend bei keinem der 3 erwachsenen und 3 jungen
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Tiere Knorpel entwickelt, da sich diese Tiere im Hinblick auf das Aufndhen des
Stumpfes beim Gehen nicht auf die amputierte Extremitdt stitzen konnten.
In der Gruppe E, die zur Kontrolle der Versuche von Lacroix bzw. Selye
diente, hatten wir 5 Ratten im Alter von 12 Tagen operiert und die Amputation
2 mm uUber dem distalen Epiphysenknorpel des Femurs ausgefihrt. In einem
Falle erhielten wir ein mit der von Lacroix und Selye beobachteten enchondra-
len Ossifikation vollig Ubereinstimmendes histologisches Bild, in einem Falle
befand sich am Ende des Amputationsstumpfes eine aus 15—20 Knorpelzellen
bestehende Knorpelinsel. In 40% der Félle war also Knorpel entstanden, wéah-
rend wir in 3 Féllen keine Spur von Knorpel festzustellen vermochten.

Die Beobachtung der 3 letzten Fdlle veranlasste uns, diejenigen Falle,
bei denen Knorpelbildung festgestellt wurde, eingehender zu untersuchen,
inwieweit die Mdglichkeit bestand, dass bei diesen Tieren anlésslich der Opera-
tion Knorpel zuriickgeblieben sei. So wurden Verlauf und Lage der Epiphysen-
knorpelscheibe grindlicher untersucht, Uber die wir vorstehend eine ausfiihr-
liche Beschreibung geben.
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OKCINEPVMEHTA/ILHOE BOS,CI,EIZC'I:BI/IE
HA KAYECTBO TKAHV AMIMYTALUMNOHHOW KYJIbTA

N. BAJTAXN
ABTOp Ha OCHOBaHWM CBOMX OMbITOB CTPEMWSICA [OKa3aTb, YTO BHELUHWE CWU/bl, TO ECTb

JaBrieHue U (DyHKUUS, UIPaloT peLUatoLLyto pojlb MpU 00pa3oBaHUM KayecTBa TKaHW MpuW BOC-
CTaHOB/IEHUM, B IAHHOM C/ly4ae B CBSI3W C aMMyTaLUMOHHON KyrnbTel.

10 Acta Biologica VIT 2
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MpoBognnack onepauma Ha 47 Kpbicax. AMMyTaumsa 6byia NPoBeeHa O0THACTU BbICOKO
B CepefvHe 6egpeHHON KOCTM, OTYACTM >Ke Ha rpaHuLe CpeaHeli M HXKHER TpeTbW 6OsbLLIOW
6epL0Boi KocTW. B cydae BbICOKOW amnyTauuu, Kpbica, BBUAY KOPOTKOW KynbTW, MPU XOLU-
[eHUN He MOrfa Ha Hee OMMpaTbCs W, CefoBaTe/lbHO, BHELLEHASA CUna He MOr/a OKasaTb [feid-
CTBUSA. Bcnegctsme TOro, YTo amnyTauus bbria NpoBefeHa B JaHHOM C/lyvae B CepefiuHe bef-
PEHHOI KOCTW,TO eCTb fa/ieKo Kak OT AUCTa/IbHOrO Tak 1 OT PacrofioXeHHOro 6/vxke K LeHTpy
3aNMN3aPHBIX XPALLEl TO 1 AeACTBYOLLME B OKPECTHOCTU 3NUGIM3aPHbIX XPsiLLel XMMUYecKue
N BMONMOTNYECKME CWbl TAKXKE HE MOF/IM MPOSBNATL CBOW AeUCTBUS.

Bnarogapsi aToMy, B C/lydae BbICOKO/ ammyTauyn HH B OQHOM C/ly4ae He 6bU10 06Hapy-
XeHo o00pas3oBaHMe XpALLaA.

B cnyyae >xe NMpoBefeHNs HWU3KOM amnyTaumm, TO ecTb Ha rpaHuLe HYDKHER 1 cpeaHei
TpeTby 6OMbLLONM GepLEBOi KOCTW, 3TV >KMBOTbIE MO UCTeYeHUW 3 -4 OHeid Mmocne BMeLLaTeslb-
CTBA, MO0/Ib30B/INCL CBOVMU OMEPUPOBAHHBLIMU KOHEYHOCTAMU OIS ONMPaHMs BO BPEMST XOXK-
[eHVs, BCMeACTBME YEro Ha KOHUEe Ky/ibTW BO3AEliCTBOBA/I0 BHelUHee JasneHve. Ha 18
XWBOTHbIX, Y KOTOpbIX Oblia MpoBefeHa HWM3Kasa amnyTtauns, (9 B3poc/bIX U 9 mMonogbix) B
80% cnyyaeB npou3oLLI0 06pa3oBaHMe XpsLa, B 40Ka3aTeNbCTBO TOro, YTO BHELLHWE CUSibl
(paBneHue, HampspkeHvie), TO eCTb (PYHKUMS, pelLlaiolmm 06pasom BO3AEMCTBYHOT Ha Kade-
CTBO BOCCTaHOB/IEHUS.

3TOT pesynbTaT NOAKPEN/IAETCA TakXke Ha OCHOBaHWMM KOHTPO/IbHLIX OMbITOB aBTopa,
npn KOTOpbIX Y 6 KpbiC 6bl1a NpoBefeHa HU3Kas amnyTaums, U aMmnyTUpPoBaHHble KCHEYHOCTH
3aliMBa/INCh MOA4 KOXY >KMBOTA MO BCEli WX [/IMHE. B 3TUX KOHTPO/bHbIX OMbITax, HY
B OHOM C/ly4ae He Mpou3oLLNo 06pa3oBaHusA XpsLlLa, B MPOTUBOMONOXKHOCTL APYTUM OrbITam
¢ 80% o6pasoBaHMEM XPALLA.

Pe3ynbTaTbl OMbLITOB aBTOpPa 03HAYAlOT NPOrpecc Mo CPaBHEHMIO C MOAOOHLIMU 3KCNepu-
MeHTaMun Jlakpya u LLlenbe, rnaBHbIM 06pas3om U3 TPex TOYEK 3PEHUS, & UMEHHO B OTHOLLEHUU

1. mMeTogvKu amnyTauum

2. BO3pacTa MoJorbITHBIX XXMBOTHBLIX W

3. OLEHK/ MOMyYeHHbIX Pe3ynbTaToBs.

1. Llenbe Npov3BoAW/ CBOM amryTaumm COBCEM B6/IM3N aNU(3aPHOI0 XPsALLa, Wnn xe
NPOBOAWA OTC/OMKY ANCTaILHOr0 aNngm3apHoro xpsia. Jlakpya e, wim Ték (Teucq) npous-
BOAMAM amnyTauuy Ha pacCTOSHMW 2 MM OT AUCTa/bHOrO 3Nunu3apHOro Xxpsiia 6eapeHHoN
KOCTW. B MpOTMBOMOMOXHOCTL 3TOMY asBTOP MPOBOAWST BbICOKYHO M HHU3KYIO amrnyTauum B
0boux cry4vasx Jasieko OT anuU3apHOro Xpsila.

2. LLenbe n Jlakpya nnun e TEK onepvpoBasiv TONIbKO COBCEM MOsoAbIX (12 AHEBHbIX)
KpbIC, TAK KaK M0 UX MHeHWO y Gonee CTapbIX KpbIC 06pa3oBaHue XpsLlla He COCTOUTCH; B
NPOTMBOMO/IOXXHOCTb 3TOMY aBTOP OMEPUPOBaUT 3- 4-HefeNbHbIX «MOMOABLIX», UK e 2-Mecsy-
HbIX WM CTapLUMX «B3POC/bIX» KPbIC, Y NOMYYn B pe3y/ibTaTe HU3KOW ammyTauum o6paso-
BaHVe XpsALWa He TOMbKO Ha MOMOABIX, HO M Ha B3POC/bIX KOpbICax.

3. B 10 Bpems Kak Jlakpya, win Xe TEK npunucann BOCCTaHOB/IEHME HarpaB/ieHHOoe
Ha o6pa3oBaHue XpsLla, VUCKMOUUTENIBHO MPUCYTCTBUIO BHYTPEHHUX W BUOMOMMYECKUX CUTl,
TO aBTOP C HEOMPOBEPKUMOI LOCTOBEPHOCTHLIO OKa3as1 TOT XOPOLLIO M3BECTHbI Ma NTepaTypbl
(haKT, YTO Hapsdy C BHYTPEHHWUMW CUTaMW W BHELLHVE CWMbl (JaB/ieHue, pacTshkeHve, Hanps-
KEHWe U T. fi.), TO eCTb PYHKUMA, peLlatoLLM 06pa3oM BO3LENCTBYIOT Ha BOCCTAHOB/IEHUE.

EXPERIMENTS INFLUENCING THE QUALITY OF THE TISSUE
OF THE AMPUTATION STUMP

L. Balazsy

Experiments have been conducted with a view to prove that environmental forces, i. e.
pressure and function have a decisive role in the development of the quality of the regeneration
tissue, in the present case in that of the amputation stump.

Forty-seven rats have been operated, partly high up in the median part of the femur and
partly deep on th» border of the median and lower third of the tibia. In cases of high amputation
the rat — owing to the insufficient length of the stump — could not rest on its stump when wal-
king, thus outside forces could not assert themselves and seeing that in this case the amputation
had been made far from both the distal and the proximal epiphyseal cartilage, the biological
and chemical factors acting in the environment of the epiphyseal cartilage could not prevail
either. Consequently in cases of high amputation, cartilage formation was never obtained.

In deep amputation the ablation of the limb was performed on the border of the lower
and median third of the tibia. 3 to 4 days following operation these animals —while walking —
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were supported by the limbs amputated in this manner and, owing to this fact, an outside pres-
sure was exerted on the stump-end. Out of the 18 deepamputatcd animals (9 of them were adults
and 9 young) cartilage formation occurred in 80 per cent of the cases, proving that outside for-
ces (pressure, stress) viz. the function influence decisively the quality of regeneration.

These findings are confirmed by control experiments in which 6 rats were operated and
their limbs sewn in their full length under the abdominal skin ; at variance with the former
groupe where in 80 per cent of the cases cartilage was found, here cartilage did never form.

In comparison with the experiments of similar character of Lacroix and Selye our experi-
ments indicate progress in respect of three points :

1. The mode of amputation,

2. the age of the animals used in the experiments, and

3. the explanation of the results obtained.

ad. I. Serye amputated quite close to the epiphyseal cartilage or decorticated the distal
epiphyseal cartilage, whereas Lacroix and Teucq respectively performed the amputation 2
mm from the distal epiphyseal cartilage of the femur ; we, on the other hand performed high -
and deep — amputation far from the epiphyseal cartilage.

ad. 2.Setye and Lacroix as well as Teucq operated only quite young (12 day-old) rats,
because they contended that no cartilage formation occurred on older rats, whereas we operated
3to 4 week-old «young» rats and 2 month-old, or older «adult» ones; in the case of deep-amputa-
tion cartilage formation was found in both young and adult rats.

ad. 3. While Lacroix and Teucq respectively attributed the regeneration exylusively
to the presence of internal chemical and biological factors, our experiments confirmed with
irrefutable certitude the fact, well known from literature, that along with the internal factors
external forces (pressure, stretching, stress etc.) i. e. function, decisively influence regeneration.

LASZLO BalaZSY, Debrecen, 12. Anatomia, Ungarn.
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BIOLOGISCHE BEOBACHTUNGEN IM
ZUSAMMENHANGE MIT DER KUNSTLICHEN
ZUCHTUNG VON FISCHEN

E. WOYNAROVICH
FORSCHUNGSINSTITUT FUR FISCHZUCHT, BUDAPEST (VORSTAND : P. EROS)

(Eingegangen : 9. Jan. 1955)

Zusammenfassung

Der Autor bespricht die morphologischen und biologischen Beobachtungen, die im Lau-
fe der kinstlichen Ziichtung von Nutzfischen (Hecht, Esox lucius, — Zander, Lucioperca lucioper-
ca L., — Karpfen, Cyprinus carpio L . — Weissfische, Abramis. — Wels, Siluris glanis, usw.)
gesammelt wurden. Er beschaftigt sich auch mit der Frage der Klebrigkeit des Kogens und
beschreibt das Verhalten des nicht befruchteten Zanderrogens, welcher innerhalb von 24 Stunden
die Eierhdlle verlasst. Weiters erklart der Autor die entgegengesetzte Wirkung der Temperatur
und des Sauerstoffgehalts auf die Entwicklung. Er beschreibt das oftmals zu beobachtende
Absterben der Brassen im Balatoner See wahrend der Laichzeit, beschaftigt sich mit der Atmung
der verschiedenen Fischlarven und gibt schliesslich eine Beschreibung der dusseren Kieme des
Proterorhinus marmoralus P aulas.

In der kiunstlichen Beeinflussung der Fortpflanzung der Fische ist eine
praktische wirtschaftliche Aufgabe des nach Mehrproduktion strebenden Men-
schen zu sehen. Wahrend dieser Arbeit tauchen jedoch oftmals Probleme theore-
tischer Art auf, bei deren Untersuchung der Forscher nicht umhin kann, eine
vollige Klarung derselben anzustreben.

In Ungarn ist — ausgenommen die kinstliche Zuchtung der Forelle und
die sozusagen halbkinstliche des Zanders — die Frage der betriebsmé&ssigen
kiunstlichen Zichtung von mehreren unserer Nutzfische nur seit dem Jahre
1947 aktuell. Neben der kunstlichen Zichtung des Hechtes (Esox lucius L.),
des Zanders (Lucioperca lucioperca L.), des Karpfens (Cyprinus carpio L.) des
Wels (Siluris glanis L.) sowie des Stdrs (Acipenser ruthenus L.) bestand die
Mdéglichkeit, sich auch mit der Frage der Ziuchtung von Weissfischen, mit der
der Schleie (Tinea tinea L.), der Ziege (Pelecus cultratus L.) und der Quappe
(Lota lota L.) zu beschéftigen. Es besteht nunmehr der Wunsch, iber alle der-
artige im Laufe der Jahre gesammelten Beobachtungen und Untersuchungen
zu berichten, durch welche die betriebsmaéssige Zichtung im wesentlichen zwar
nicht berthrt wurde, die aber demnoch mit dieser in einem mehr oder weniger
intensiven Zusammenhang steht.

Weit verbreitet ist die Neigung, in der kinstlichen Zichtung der Fische
nur eine Uberhebliche und meistens eine jede wirtschaftliche Zielsetzung ent-
behrende Tatigkeit der Menschen zu sehen, der sich in alles einzumengen bereit
ist. Unsere Untersuchungen im Zusammenhédnge mit der stadiellen Entwicklung
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der Fische gestatten uns, in dieser Frage den richtigen Standpunkt einzunehmen
[11]. Der Erfolg einer kiunstlichen Fischziichtung wird in erster Reihe dadurch
entschieden, ob es gelingt — im Vergleiche zur natiirlichen Vermehrung —, den
Fortbestand, also die zahlenmé&ssige Zunahme der Fischindividuen, in bedeuten-
dem Masse zu erhdhen. Die Mdglichkeit des Fortbestandes ist ndmlich in den
einander folgenden Lebensperioden der zarten Fischbrut sehr starken Schwan-
kungen unterworfen, doch im allgemeinen ist diese Mdglichkeit in den ersten
Lebensstadien unverhdltnismaéssig geringer, da sich die Fahigkeit der entstehen-
den Brut : Gefahren abwenden, beziehungsweise diese vermeiden zu kdnnen,
mit wachsender Kdrpergrosse steigert, so dass sich die den Fortbestand geféhr-
denden Faktoren nacheinander ausschalten. Bei der Untersuchung, von welchen
Umstdnden diese Faktoren abhdngen, resp. welche Faktoren die Grdsse der
Gefédhrdung beeinflussen, konnte festgestellt werden, dass dies von den Eigen-
arten der Umgebung und von den Eigenschaften des Individuums abhé&ngt.
Die meisten Fischarten sind in ihrer ersten Lebensperiode — innerhalb der
Eierhille — zur Gé&nze, und in ihrer zweiten — der Larvenperiode — in sehr
grossem Masse den Gefahren ihrer Umgebung ausgesetzt. lhre individuellen
Eigenschaften, wie z. B. die Bereitschaft Gefahren zu spuren, sich vor ihnen zu
flichten, sind noch nicht in dem Masse entwickelt, um gegen die Einwirkungen
der Umwelt eine entsprechende Gegenwirkung ausiben zu kénnen. Das an der
Unterlage anhaftende Fischei oder die die Einwirkungen der Umwelt kaum
wahrnehmende Fischlarve sind — ersteres vollkommen, letzteres in grossem
Masse — den schiitzenden oder zerstérenden Einflissen der Umwelt ausgesetzt.
Es besteht keine Mdglichkeit fiir sie, die Schutzwirkung durch einen individu-
ellen, instinktiven Entschluss auszuniitzen, oder den zerstorenden Einfluss zu
vermeiden.

Beobachtungen bestédtigten in vollem Masse die Richtigkeit obiger Fest-
stellungen. Wunder [16] stellte als erster die Tatsache fest, dass das Mass des
fur die verschiedenen Fischarten charakteristischen Schutzes fur die befruchte-
ten Eier und fir die Brut, mit der wé&hrend einer jeden einzelnen Befruchtungs-
periode im Eierstock sich entwickelnden Eierzahl in enger Korrelation steht.
Je vollkommener die von seiten der Elterntiere fiir den Schutz des abgelegten
Eier sowie der Brut getroffenen Massnahmen sind, um so weniger Rogen
entwickelt sich im Eierstock und umgekehrt. Jene Fischarlen, die viel Rogen
zur Reife bringen, Uberlassen den abgelegten Eier seinem Schicksal. Aus all
dem geht klar hervor, dass bei den verschiedenen Fischarten, im Interesse einer
erfolgreichen Fortpflanzung, zwecks Paralysierung der im Ei- und Larven-
stadium bestehenden &usserst grossen Gefdhrdung, die Betreuung des Eies und
der Brut in verschiedenem Masse vor sich geht. Der Sinn der menschlichen Ein-
wirkung ist darin zu sehen, dass der Mensch im Laufe der kiinstlichen Zichtung
die Aufgabe der Ei- und Brutbetreuung selbst in die Hand nimmt, weil diese
Betreuung bei den einzelnen Arten der Nutzfische Uberhaupt nicht, oder nur
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in recht geringem Masse vorhanden ist. Je mehr wir der Brut behilflich sind’
die meist gefdhrdete Periode des Lebens zu uberstehen, um so grdsser ist die
W ahrscheinlichkeit, dass in dem nunmehr folgenden, noch immer sehr viele
Gefahren in sich bergenden selbstidndigen Leben, mehrere Fischindividuen
weiter bestehen.

In dem Eierstock der Fische zeigt sich die Entwicklung des Bogens teils
in einem Anwachsen, teils in einer Reduktionsteilung. Zwischen der Dauer der
im Eierstock vor sich gehenden Eientwicklung und der Temperatur der Umge-
bung ist ein enger Zusammenhang zu erkennen. Die Van’t HOFF’sche R. G. T.
Regel hat auch hier Giultigkeit. Die Temperatur der Umgebung, resp. deren
Einwirkung, tritt in der Beschleunigung der in dem Eierstock oder im Rogen der
verschiedenen Fischarten vor sich gehenden Entwicklung nicht gleichméssig
zutage. Je nachdem, ob der Fisch kalt oder warm stenotherm geartet
ist, bt ein und dieselbe Temperatur eine andere Wirkung auf die Ent-
wicklung aus. So wird z. B. bei 15° Celsius die Entwicklung des Forellen-
eies auf maximale Geschwindigkeit gesteigert, die Entwicklung des Karp-
feneies hingegen ist, bei derselben Temperatur, noch recht langsam, die
des Zandereies gerade von optimaler Geschwindigkeit. Der Lebensrhythmus
einer jeden Fischart ist mit Hilfe einer hyperbolaférmigen Kurve graphisch
darstellbar, in welcher der optimale, maximale oder minimale Lebensrhythmus
der in Frage stehenden Fischart jeweils mit einem anderen Temperatur-
streifen eingezeichnet ist. Unsere Untersuchungen bezwecken, die Lebens-
rhytlimuskurve der einzelnen Fischarten mit Hilfe verschieden gearteter Unter-
suchungen zu bestimmen.

Der im Eierstock vor sich gehende Prozess der Eientwicklung kann
nach unseren Untersuchungen [14] in zwei Entwicklungsperioden eingeteilt
werden. Die erste ist auf eine automatische —im Rhythmus von der Temperatur
regulierte —, die zweite auf eine hormonale Wirkung zurtickzufihren. Das
Endresultat der im Eierstock vor sich gehenden Eientwicklung ist der zur
Befruchtung reife Rogen, welcher dem SUWOROW’schen [9], funftem Ent-
wicklungsstadium entspricht. Bis zum 4. Entwicklungsstadium ist die
Entwicklung des Rogens eine automatische und von der Temperatur regulierte.
Sobald der Rogen dieses Entwicklungsstadium erreicht hat, bt er — auf eine
bis heute noch nicht gekldrte Weise — jene Wirkung auf das Muttertier aus,
welche sich in der Suche und Vorbereitung der Laichstelle dussert. Der Auf-
enthaltsort zahlreicher Fischarten liegt weit von der Laichstelle entfernt. In
diesen Fischen erweckt der im 4. Entwicklungsstadium befindliche Rogen
jenen unwiderstehlichen Wandertrieb, der den Fisch uber unz&hlige Hinder-
nisse und Gefahren hinweg zur Laichstelle treibt. Die an der Laichstelle apper-
cipierten Eindriicke der Umgebung lben mit Vermittlung der Siunesorgane —den
PAWLOW’schen bedingten Reflexen entsprechend —eine Wirkung auf die Hypo-
physe aus und bringen diese in Funktion. Das Gonadotrophormon der Hypo-
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physe gelangt im Wege des Blutkreislaufs in den Eierstock und lést hier
die Reduktionsteilung des Eies aus, womit dann der Ubergang aus dem 4.
in das 5. Entwicklungsstadium vollzogen ist. Die morphologischen und phy-
siologischen Einzelheiten daruber, wie diese Reduktionsteilung geschieht, sind
uns aus der neueren Literatur noch nicht bekannt.

An dem aus dem Eierstock fast von selbst herausfliessenden plastischen
Rogen (Tafel I, Abb. 1). kann selbst mit Hilfe eines Mikroskops keine Struktur
unterschieden werden. Ahnlicherweise ist auch nicht festzustellen, auf welche
W eise sich der Eikern zu der auf der Eierhiille befindlichen kleinen Offnung,
zum Mikropyle orientiert. — LINDROTH [7] vertritt die Ansicht, dass zwischen
dem Mikropyle und dem Eikern ein durch die Lage bedingter Zusammenhang
besteht. Das Mikropyle ist am besten am Rogen der Karpfenartige zu beobachten.
Anfénglich hat eshier einen Durchmesser von ungefdhr 0°05-0.1 mm, isttrichter-
formig und verbindet die Aussenwelt mit der Eizelle. Nach Lindroth hat die
untere Offnung des Mikropyles beim Hechtrogen einen Durchmesser von 3/r,
wodurch verhindert wird, dass durch diese Offnung gleichzeitig mehrere Sperma-
tozoiden in den Eikern eindringen kdnnen. Mit der fortschreitenden Schwel-
lung des Rogens wird das Mikropyle innerhalb kurzer Zeit immer kleiner und-
verschwindet schliesslich spurlos.

Der plastische strukturlose Rogen wird, sobald er ins Wasser gelangt,
in kurzer Zeit kugelférmig (Tafel I, Abb. 2 und 3). Bei Fischen, die in kihlem
W asser laichen (Hecht, Zander) kann es auch 1—2 Stunden lang dauern,
bis die Polarisation des Eies (die Ausbildung der animalen und vegetativen
Pole) beendigt ist und die Teilung beginnt (Tafel I. Abb. 4 und Tafel IlI,
Abb. 3).

Der ins Wasser gelangte Ei schwillt einesteils an, anderteils bildet sich
auf seiner Oberfliche ein Klebstoff. Die Schwellung erstreckt sich eigentlich
nur auf die Eierhille (Zona radiata) ; indem — auf Diffusionswege — in dem
Raum zwischen Kernteil und Hulle Wasser eindringt, welches den dort befind-
lichen eiweissartigen Stoff verdinnt. Dadurch entsteht der sogenannte perivi-
tellindre Raum, in welchem — im Falle des Zandereies — eine faserige Struktur
bereits mit geringer Vergrdsserung zu erkennen ist. In dem perivitellindren
Raum ist Platz fur die Ausbildung des animalen Pols.

Das Ausmass der Schwellung kann bei den einzelnen Fischarten verschie-
den sein. Am stérksten schwillt der Rogen der Ziege (Tafel 1V, Abb. 4), dessen
Durchmesser — im Augenblick, da er ins Wasser gelangt — 1,5 mm betrégt,
um spdter auf 4—5 mm anzuschwellen. Diese hochgradige Schwellung des
Ziegerogens versetzt diesen in einen halbschwebenden Zustand, so dass bereits
die geringste Wasserstromung das am Grunde liegende Ei mit sich reisst und in
der Wassermenge schweben ldsst. Eine d&hnliche Schwellung, doch eine gerin-
gere Schwebefdhigkeit weist auch das Ei des Proterorhinus marmoratus Pall.
auf. An der Oberflache des Ziegerogens sondert sich kein Klebestoff ab. Sehr-
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wenig Klebestoff ist auch am Ei des Proterorhinus marmoratus Pall. zu
finden.

Bei solchen Fischen, deren Rogen an der Unterlage anhaftet, wird der
perivitellindre Raum infolge der Schwellung nicht so gross. Im allgemeinen
schwillt dieser Ei auf doppelten Kubikinhalt an. Auf der Hille des aus dem
M uttertier gelangenden, zur Befruchtung reifen Eies befindet sich unter dem
Mikropyle jener Teil des Eikerns, aus welchem sich — im Wasser — wé&hrend
der Schwellungsperiode der animale Pol entwickelt. Zu diesem Zeitpunkte
besteht also zwischen dem Kernteil und dem Mikropyle ein ganz bestimmter,
durch die Lage bedingter Zusammenhang, der mit Beendigung der Schwellung
aufhort. Der Eikern besitzt die Fahigkeit seine Lage innerhalb der Eierhille
zu verédndern. In dem Kernteil des Eies basiert diese Verdnderung der Lage
(Rotation) auf der Verschiedenheit des spezifischen Gewichtes der verschie-
denen Kernteile. Gut zu beobachten ist dies am Zanderei, wo die innerhalb
des Kernteils befindliche Fettkugel stets den hdéchsten Punkt einnimmt
(Tafel 111, Abb. 2—6). Mit der fortschreitenden Entwicklung des Embryos
kann an Stelle der passiven Bewegung die aktive Bewegung des Embryos
beobachtet werden.

Im Zusammenhang mit der Klebrigkeit des Rogens ergaben sich viele
noch unerforschte Probleme. Der klebrige Stoff zeigt sich auf der Oberflache
der Eierhille. Unserer Ansicht nach,kann es sich um einen eiweissartigen Klebe-
stoff kolloider Natur handeln. An der Oberflache des frisch ins W asser gelangten
Zandereies sind kleine hakenartige Erhdhungen festzustellen. Von der Ober-
flaiche des in Formalin gelegten Bleirogens 18st sich der Klebestoff ab. Die
Klebrigkeit des sich an der Oberflache des Rogens abgesonderten Klebestoffes ist
bei den verschiedenen Fischarten nicht gleich. Am besten klebt der Rogen von
Karpfenarten. Ahnlich verhélt es sich auch mit dem Zander- und Welsrogen.
Die Klebrigkeit des Hechtrogens ist ganz gering, der Klebestoff kann mit Wasser
abgewaschen werden.

Uber den Rogen der Quappe war die Ansicht verbreitet, dass dieser —
&hnlich dem Rogen der nahe verwandten, im Meere lebenden Stockfische
schwebender und nicht klebriger Natur ist. Es gelang uns im Laufe der kinst-
lichen Befruchtung des Quappeneies gerade das Gegenteil zu beweisen.

Bei den Karpfenarten besteht ein enger Zusammenhang zwischen der
Klebrigkeit und der Uberreife des Rogens. Der im Eierstock zuriickgebliebene
(oder kunstlich zuriickgehaltene) Karpfenrogen verliert mit dem fortschreiten-
den Prozess der Uberreife allméhlich auch seine Klebrigkeit. (Durch die Uber-
reife wird auch die Befruchtung insoferne beeinflusst, dass der Uber einen gewis-
sen Grad hinaus gelangte Ei zur Befruchtung nicht mehr fahig ist). Der im
Eierstock angeschwollene, uberreife Rogen wird lberhaupt nicht klebrig. Auch
der noch nicht reife Rogen sondert keinen Klebestoff ab. Die Klarung des
zwischen der Klebrigkeit und dem Reifungsprozess bestehenden engen
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Zusammenhangs verspricht eine recht interessante Aufgabe zu werden.

Im Wasser hort die Klebrigkeit des Rogens nach einer gewissen Zeit auf.
Wenn also z. B. das an der Unterlage anhaftende Karpfenei eine Stunde nach
der Befruchtung losgelést wird, kann es neuerdings nicht wieder angeklebt
werden. Die Dauerhaftigkeit des Klebestoffes nimmt im Laufe der fortschreiten-
den Entwicklung in grossen Masse ab. Das Karpfenei kann eine Stunde nach
der Befruchtung nur sehr schwer ohne Beschddigung von der Unterlage geldst
werden. Hingegen kann dies — auch ohne Gefdhrdung der Unversehrtheit des
Eies — drei Stunden spdter leicht durchgefihrt werden. Die Tatsache der
Klebrigkeit und die Befruchtung selbst stehen in keinem Zusammenhang
miteinander. Der Rogen kann wunbefruchtet ebenso klebrig sein, wie der
befruchtete.

Der von der Septen des Eierstocks losgeléste und in der Eierstockhdhle
angesammelte, zur Befruchtung reife Rogen fliesst fast von selbst aus dem
M uttertier, wenn man es aus dem Wasser nimmt. Diese Erscheinung konnte bei
unseren Karpfen-, Schleie-, Weissfisch-, Zander-, Hecht-, und Quappenexempla-
ren beobachtet werden [14]. Bei anderen Fischarten verhindert der Kkreis-
runde Schliessmuskel der Geschlechts6ffnung das Ausfliessen des Rogens. Das
Mass der Kontraktion des Schliessmuskels &ndert sich jeweils bei den verschie-
denen Individuen der in Frage stehenden Fischart. Dies steht wahrscheinlich
mit einer Nerveneinwirkung im Zusammenhang. Es wurden z. B. solche Stor-
und Welsexemplare angetroffen, bei denen infolge der Kontraktion des Schliess-
muskels der zur Befruchtving reife Rogen nicht ausstreifen werden konnte, wéh-
rend andere Exemplare denselben reichlich ausfliessen Hessen.

Im allgemein funktioniert der Schliessmuskel der Geschlechtséffnung bei
mannlichen Tieren besser, als bei weiblichen. Deshalb ist es recht umstandlich,
das Sperma, die Milch, von ménnlichen Hecht, in grosseren Mengen abzustreifen.
W enn es sich also um eine solche Fischart handelte, wurde auch die Anwendung
von krampflésenden Mitteln in Erwdgung gezogen.

Beziliglich der Morphologie, Bewegung und Quantitdt der in der Fisch-
milch befindlichen Spermien sind auch in der Literatur Angaben zu finden.
Sch r.LKNK und Kahmann [10] fanden in 1 ml Forellenmilch 10 Milliarden Sper-
mien. LINDROTH [7] bestimmte den Gehalt an Spermien in 1 nd Hechtmilch
mit mehr, als 20 Milliarden. Diese Zahl bedeutet, dass wenn man einen Tropfen,
also 0,1 ml Hechtmilch, in 1 Liter Wasser legt, auf jeden Kubikmillimeter
desselben 2000 Spermien fallen. In der aus der Geschlechtséffnung ausfliessen-
den Fischmilch sind die Spermien unbeweglich, ihre Bewegung beginnt erst
nach der mit Wasser erfolgten Verdiinnung. Das W asser spornt also —als natir-
licher irritierender Faktor — die Spermien zur Bewegung an. Der pH- und
Salzgehalt des Wassers, sowie die Temperatur desselben beeinflussen die
Bewegung der Spermien ; diesbezuglich sind uns jedoch keine umfassend grind-
lichen Untersuchung bekannt. Nach Adoipni [1] vollfihren die Spermien eine
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kreisrunde Bewegung, t'ber eine Rheotaxis verfigen die Spermien nicht. Ein-
zelne Forscher sind geneigt, in dem Eintreffen der Spermien bei dem Mikropyle
eine Chemotaxis zu sehen. Die zahlenméssige Grosse der Spermien l&sst jedoch
darauf schliessen, dass diese im allgemeinen nicht ndétig ist, sondern eher thig-
motaxische Erscheinungen beim Ankommen der Spermien zum Rogen zur
Geltung gelangen kdnnen, was auch unter dem Mikroskop zu beobachten ist.
Es war namlich tberall auf der Oberflaiche des Rogens ein dicker, aus dicht
nebeneinander liegenden Spermien bestehender «Pelz» festzustellen.

Die Befruchtungsfahigkeit des Fischspermas steht in engem Zusammenhang
mit seiner Bewegungsfédhigkeit. Das sich nicht mehr bewegende Spermium ist
zur Befruchtung unfdhig. Der Zeitraum der Bewegung der Spermien &ndert
sich bei den verschiedenen Fischarten. Das gibt fir jede Fischart eine charak-
teristische, der Temperatur entsprechende Zahl. Die diesbeziglichen Unter-
suchungen von Lindroth [7] bestitigen unsere Annahme, wonach die Gesetz-
massigkeit des mit der Temperatur variierenden Lebensrhythmus auch fur
die Spermien Giltigkeit hat. Nach Adolphi[l] legt das Fischspermium per
Sekunde einen Weg von 50 /z zuriick. Wenn wir bei 20° Celsius als Lebensdauer
des Spermiums (im Falle der Forelle) 50 Sekunden annehmen, ergeben sich 2—3
mm. Die Spermien der einzelnen Fischarten haben verschiedene Lebensdauer.
Diese betrdgt bei den Forellen 50 Sekunden. Das Spermium des Hechtes lebt
3—4 Minuten, des Karpfens 5 Minuten.

Nach der Schwellung der Eierhiille und nach Beendigung der Polarisa-
tion, beginnt sich der animale Pol zu teilen (Tafel I, Abb. 4 und Tafel 111, Abb. 3).
Bei den Knochenfischen teilt sich nur der animale Pol. Bei den Ganoidei (z. B.
bei dem Sterlet) erstreckt sich die Teilung des Rogens auf den ganzen Kernteil.
Die morphologische Abgrenzung der sich im Laufe der Teilung gebildeten Zellen
ist bei den einzelnen Fischarten verschieden. Die bei der Furchung des Zander-
rogens entstandenen 2—4—8 Zellen trennen sich fast génzlich voneinander.
Hingegen schmiegen sich die in einem &hnlichen Entwicklungsstadium befindli-
chen Zellen des Hechtrogens aneinander an. Gut abzugrenzen sind auch die
sich teilenden Zellen des Karpfen- und Bleirogens. Der zur Befruchtung reife,
aber nicht befruchtete Rogen schwillt — sobald er ins Wasser gelangt — an und
polarisiert genau so, wie der befruchtete. Die gleichmdéssige Teilung des animalen
Pols setzt jedoch nicht ein. Der animale Pol des nicht befruchteten Hecht- und
Karpfenrogens bleibt mit fortschreitender zeit nicht unverdndert, sondern kann
sich recht verschieden verhalten. Entweder l6st er sich von dem vegetativen
Teil ab, oder er teilt sich unregelméssig, oder es l6sen sich von ihm kleinere und
grossere kugelférmige Teile ab. Die Frage nun, ob diese animalen Polteile als
«Zellen» bezeichnet werden kénnen oder nicht, misste mit histologischen Unter-
suchungen entschieden werden.

Sehr eigenartig ist das Verhalten des nicht befruchteten Zanderrogens.
Der animale Pol desselben spitzt sich mit fortschreitender Zeit allmédhlich zu
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(ungefdahr innerhalb von 16 Stunden bei 10° Celsius) (Tafel 111, Abb. 6), bis die
befruchteten Zellen das 32-Zellen Stadium uberschreiten. Dann beginnt an
der runden — eventuell mit dem Mikropyle identischen — Offnung der Eier-

hulle die Ausstlilpung des Kernteils aus der Eierhille. Zuerst verldsst der ani-
male Teil die Hulle und zuletzt die Fettkugel (Tafel IV, Abb. 1). Der Kernteil
verbleibt in der hauchdinnen zweiten Eierhille. Sobald sich der Kernteil génz-
lich von der Eierhiille befreit hat, erhebt er sich auf die Oberflache des Wassers
(Tafel IV, Abb. 3), doch nun liegt bereits die Fettkugel zuoberst. Diese Wande-
rung des Kernteils wurde sehr oft beobachtet, sowohl an dem im Laufe der
kinstlichen Befruchtung aus irgendeinem Grunde unbefruchtet gebliebenen
als auch an dem von den naturlichen Laichstellen eingebrachten unbefruchte-
ten Rogen. Aus der Tatsache, dass sich der nicht befruchtete Eigehalt auf
diese Weise entleert, ergibt sich ein grosser Vorteil fur die Gbrigen befruchteten
Eier. Zwischen den Eiklumpen bleibt ndmlich nicht ein einziger bestehen, der
mit der Zeit in Faulnis Ubergehen und im verschimmelten Zustand auch die
gesunden Eier gefdhrden kdnnte (Tafel IV, Abb. 2). Zu Beginn der Zander-
laichzeit erreichen viele solche Nester die Brutanlage, in welchen sich zahlreiche
unbefruchtete Eier befinden, ja manchmal wurden auch solche Zandernester
eingebracht, in denen nicht ein einziges befruchtetes Ei vorhanden war. Der im
Brutbassin Uber diesen Nestern auf der Oberflache des Wassers schwimmende
Eigehalt deutet auf die Erfolglosigkeit der Befruchtung (Tafel IV, Abb. 3).

Wie bereits in mehreren Arbeiten hervorgehoben wurde [12, 13, 14, 15],.
h&ngt das Entwicklungstempo des Fischrogens von der Temperatur und von
der Menge des zur Verfligung stehenden Sauerstoffes ab. Die Temperatur beein-
flusst im Sinne der Van’t Hoff 'sehen R. G. T. Regel die Entwicklungsgeschwin-
digkeit des Fischeies. Die Eientwicklung der verschiedenen Fischarten wird
durch die Tempertur nicht in gleichem Masse beeinflusst. LINDBOTH [7] ver-
6ffentlicht diesbeziiglich wertvolle Angaben. Nach unserer, auch durch orien-
tierende Versuche bestdtigten Annahme, steht die Entwicklung des Eies und
der Larve in engem Zusammenhang mit dem flr die einzelnen Fischarten charak-
teristischen Lebensrhythmus. Die Sauerstoffmenge (bt n&dmlich, wenn sie fir
den der gegebenen Temperatur entsprechenden Entwicklungsrhythmus nicht
ausreicht, eher eine hemmende Wirkung aus. Dies ist gut zu beobachten, wenn
die Eierhullen von diesem Standpunkte aus untersucht werden. Je mehr wir uns
dem Inneren der Eiklumpen ndhern, wo die Sauerstoffverhélnisse stets unguns-
tiger sind, als an der Oberflache, um so mehr sind Eier anzutreffen in der Ent-
wicklung allmdhlich Zurickbleiben. Dieser Umstand kann ausschliesslich mit
den unginstigen Sauerstoffverhéltnissen erkl&rt werden.

Mit dem Ansteigen der Temperatur erhdht sich der Sauerstoffbedarf des
im selben Entwicklungsstadium befindlichen Fischeis in bedeutendem Masse..
Hingegen kann das wéarmere Wasser nur weniger Sauerstoff auflésen, als das.
kdltere. Aus dem eben Gesagten ergibt sich die Erkldrung jener l&ngst gemachten.
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Beobachtung, wonach nur kunstlichen Erbritung des Eies einer jeden einzel-
nen Fischart, bestimmte Temperaturgrenzen die optimale Entwicklung sichern.
Der Hechtrogen z. B. entwickelt sich hei 7—12° Celsius am glnstigsten, der
Rogen des Zanders bei 9—15° Celsius und jener des Karpfens bei 18—21° Celsius.
In Wasser, deren Temperatur héher ist als die oben angefihrten Tempera-
turen,kann sich der Rogen im allgemeinen nicht entsprechend entwickeln und es
besteht die Mdglichkeit, dass ein Grossteil zugrunde geht. Kann aber der Sauer-
stoffbedarf des Rogens der erhdhten Temperatur entsprechend befriedigt werden,
falls er z.B. mit Wasser Bestdubung zur Reife gebracht wird [12, 14], dann
geht die Entwicklung auch bei hoherer Temperatur auf normale Weise vor
sich und die Lebensfdhigkeit der geschlipften Larven zeigt ebenfalls nicht
die geringste Einschrédnkung.

Die von der Temperatur und dem Sauerstoffgehalt auf die Eientwick-
lung ausgelibte Wirkung entgegengesetzter Richtung, verursacht in den Anlagen
fur kiunstliche Erblitung 6fters bedeutenden Schaden.

Uber den mit steigender Temperatur wechselnden Sauerstoffbedarf geben
die Untersuchungen von Lindkoth [7] genaue Auskunft. Der Sauerstoffbedarf
des ungeféhr in der Mitte der embryonalen Entwicklung befindlichen Hechtro-
gens (Tafel I, Abb. 9—10) betrdgt per Stick bei 5° Celsius 0,00024, bei 14°
Celsius 0,00050, bei 17° Celsius 0,00057, und bei 23° Celsius 0,00080 cm3 per
Stunde. Zur selben Zeit beansprucht der im 4. Entwicklungsstadium befindliche
Rogen bei 12° Celsius insgesamt nur 0,00006 cm3 Sauerstoff pro Stunde.

Eine Bestimmung der einzelnen Perioden der Eientwicklung erwies
sich in der Praxis darum notwendig, weil nicht nur der Umstand festzustellen
war, wie weit der Ei in der Entwicklung hélt, sondern wie viel Zeit im Falle
der bekannten Temperatur noch ndétig ist um das zur Schlipfung reife Stadium
zu erreichen. Die aufeinander folgenden Entwicklungsperioden sind bei c'en
verschiedenen Knochenfischen gleichmdssig gut zu beobachten (Tafel I, II, I11).

Im Laufe der kinstlichen Zichtung des Hechtes wurden sehr oft missge-
bildete Exemplare mit zwei Kdpfen oder zwei Schwénzen angetroffen (Tafel
VI, Abb. 5-7).

Die Ausbildung von echten Zwillingen in dem Ei von Knochenfischen ist
darum ausgeschlossen, weil sich aus der Bauchhdhlenwand, die aus den das sich
nicht teilende Dotter umgebenden Zellen entstanden ist, auf jeden Fall nur ein
Exemplar entwickeln kann, auch dann, wenn sich der animale Teil des Rogens
vollig entzweiteilen und zwei gleiche Kdorperteile enstehen wirden. Es wurden
oft Exemplare mit zwei Kdpfen angetroffen, die zwei Herzhdéhlen und Herzen
hatten (Tafel VI, Abb. 5—6). Die Herzen zeigten im allgemeinen eine synkrone
Funktion, doch in den meisten Féllen degenerierte im spdteren Stadium der
Larvenentwicklung allmé&hlich einer der beiden vdéllig gleich erscheinenden
Kdrperteile. Manchal wird auch eine Hechtlarve angetroffen, die nur einen aus
einer amorphen Zellenhdufung bestehenden Zwillingteil hat (Tafel VI, Abb. 7).
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Es gelang uns niemals Missbildungen am Leben zu erhalten, selbst wenn sie
mit der grossten Sorgfalt betreut wurden. Bei den Ubrigen Fischarten ist diese
Erscheinung nur selten zu beobachten : unter mehreren Tausend kinstlich
befruchteten Karpfen wurde Kkein einziges derartiges Exemplar angetroffen.
Auch aus Teichwirtschaften wurde nur ein einziges Mal ein entwickeltes Karp-
fenexemplar eingebracht, welches eine gabelartig verzweigende W irbelsdule
und zwei Schwdanze hatte.

Beachtenswert ist die Empfindlichkeit des Rogens gegenuber einer wédhrend
der Keimentwicklung erfolgten Erschiitterung. Infolge heftiger Bewegung oder
Erschiitterung wird der animale Pol beschddigt und der Rogen geht zugrunde.
Die geringfiigige Schrumpfung der Eierhille — z. B. wé&hrend des Transportes —
ist in der Periode der Keimentwicklung (vor der Schliessung des Blastoporus)
viel schéadlicher als im Stadium der embryonalen Entwicklung. Die Schliessung
des Blastoporus und damit die Beendigung der Keimentwicklung und der Anfang
der embryonalen Entwicklung bedeuten vom Standpunkte der Empfindlichkeit
und der Transportfdhigkeit einen Markstein fir die Eier der meisten Fische.
Die Ausbildung der Organe des Fischembryos schliesst noch viele ungeldste
Fragen in sich, mit welchen wir uns bisher noch nicht eingehender beschéftigen
konnten.

Das Endresultat der im Ei vor sich gehenden Entwicklung bedeutet das
zum Schlipfen reife Embryo (Tafel 1V, Abb. 5). Zwischen der Erreichung des
zum Schlupfen reifen Stadiums und dem Schliipfen selbst (das Verlassen der
Eierhllle) besteht kein gesetzméssiger Zusammenhang. Das zum Schlipfen
reife Embryo schlipft also nicht unbedingt sofort, wenn das entsprechende
Entwicklungsstadium erreicht ist. Dieser Umstand findet darin seine Erkldrung,
dass dem Verlassen der Eierhille die Lésung der Hille vorangehen muss. Die
Erzeugung des hullenlésenden Stoffes wird von der Temperatur in einem ande-
ren Masse beeinflusst, als die Entwicklung des Embryos. Die Erzeugung des
hillenlosenden Stoffes verlduft nicht synkron mit der Entwicklung des Embryos.
Mit hoher Temperatur kann ein frihzeitiges, mit niedriger Temperatur ein ver-
spatetes Schlipfen erreicht werden. Die Art und Weise, wie die Erzeugung des
hillenlosenden Stoffes erfolgt, ist uns aus der Arbeit von Gray [6] bekannt.
Die Tatsache der Hillenldsung kann im Falle des Karpfens (Tafel V, Abb.
5—6), des Zanders, des Barsches und des Welses gut beobachtet werden. Unter
Einwirkung des hillenlésenden Enzims verdinnt sich die Hiille (Hecht, Karpfen,
Bleiarten) oder die innere Hullenschichte 16st sich vollkommen auf
(Zander, Wels) oder es bildet sich auf derselben eine runde Offnung (Barsch).
Auf dem zum Schlipfen reifen Barschei ist bereits jene Offnung vorhanden,
durch welche die Barschlarve spéter dasselbe verldsst. Diese Beobachtung ist
ein Beweis fiir die Tatsache der Lésung, denn wenn die erwahnte Offnung von
dem Barschembryo selbst gerissen worden wére, hdtte es die Hille offensicht-
lich sofort auch verlassen.
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Der Zusammenhang zwischen der Bildung, des hillenldsenden Stoffes
und der Temperatur wird durch unsere das Schlipfen beschleunigenden und das
Schlipfen verzéogernden Experimente bestdtigt. So schlupft z. B. das bei 27°
Celsius zum Reifen gebrachte Zanderei noch bevor das Embryo das véllige
Reifestadium erreicht hdtte. Das ausgeschlipfte Embryo ist nicht fahig zu
schwimmen, seine Bewegungen sind zappelnd und nicht koordiniert. Es ent-
wickelt sich nur nach 1—2 Tagen — ausserhalb der Eierhiillle — zu einem reifen
Embryo. Das zum Schliupfen reife Embryo desselben Fisches kann in einem
W asser von 5—7° Celsius, auch 7—14 Tage lang in der Eierhille zuriickgehalten
werden wahrend welcher Zeit das Auge sich vollig pigmentiert und der Dotter-
sack fast zur Halfte resorbiert wird. Die nach der Zurickhaltung schlupfende
Larve schwimmtwagrecht und verhdlt sich wie einerecht entwickelte Larve. Auch
das Schliupfen des Karpfeneis kann mit niedriger Temperatur verzdgert werden.
In einem Wasser dessen Temperatur unter 14° Celsius ist, schlipft das Wels-
embryo schon nicht mehr, sondern geht innerhalb kurzer Zeit zugrunde. Die
Beschleunigung der Hullenlésung ist ein Problem, dessen Ldsung fir die Fisch-
zlichter eine grosse Hilfe bedeuten wirde.

Die die Eierhille verlassenden Individuen werden darum Larven genannt,
weil sie weder morphologisch, noch physiologisch den entwickelten Individuen
&hnlich sind. Unter den von den Fischlarven der Umwelt gegenuber gestellten
Forderungen, sind der Sauerstoffgehalt und die zur Entwicklung ndtige Wéarme-
menge die wichtigsten.

Im Zusammenhang mit der Atmung der verschiedenen Arten von Fisch-
larven kann festgestellt werden, dass sie durch die Haut den Sauerstoff auf-
nehmen und das Kohlendioxyd abgeben. Bei ganz jungen Larven kdénnen
nur die Anfdnge der Kiemgefésse festgestellt werden. Die dem Herzen zu flies-
sende vendse Blutbahn verbreitet sich im allgemeinen im Dottersack, die Blut-
kérperschen stromen in einem breiten Streifen dem Herzen zu. Wie anzunehmen,
dirfte auch der Gasaustausch in erster Reihe hier vor sich gehen. In das Herz der
jungen Fischlarven gelangt also Blut mit Sauerstoffgehalt. Sobald die Kiemen
die Funktion der Atmung uUbernehmen, hdrt diese Verbreitung der vendsen
Blutbahn allmdhlich auf.

Wiéahrend die Larven des Karpfens, der Bleiarten und des Hechtes
unbeweglich sind oder sich nur ganz wenig bewegen, schwimmt die Zander-
larve in senkrechter Richtung und legt in ungefdéhr 6—7 Sekunden einen Weg
von 10 cm zuriick. Die Welslarve schldgt — solange die Kiemen nicht entwickelt
sind — anfénglich langsam, spéter schnell mit dem Schwé&nze um sich. Diese
Bewegung der Welslarve dient zur Férderung der Atmung.

Zwei Fischarten haben nach unseren bisherigen Erfahrungen 4ussere
Kiemen : der Schlammpeitzger (Misgurnus fossilis L.) und der Proterorhinus
marmoratus Pallas. Die &dusseren Kiemen des letzteren erscheinen am zweiten
Tage des Larvenstadiums (Tafel VI. Abb. 8). Das Blutgefdss l6st sich vom
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Ansatz aller vier Kiembdgen ab und nach einem Ablaufvon ungefédhr 1,5—2 mm
wendet sich das Gefdss und erreicht unmittelbar neben dem aufsteigenden
Zweig wieder den Kiembdgen. So entsteht aus zwei Blutgefédssen ein Blutstrang.
Mit dem Aufhéren des Larvenstadiums entwickeln sich die aus der Kieme
kommenden Gefdsse zurlick. Die dussere Kieme verschwindet spurlos.

Das Erscheinen der dusseren Kiemen an der Larve des Schlammpeitzgers
kann mit den unglinstigen Sauerstoffverhdltnissen erklart werden, unter welchen
der Fisch lebt. Der Proterorhinus marmoratus Pallas ist eine vor kurzen aus
dem Meer eingewanderte Fischart und da der Sauerstoffbedarf im Meerwasser
geringer ist, als im Sisswasser (Hesse—Dorelein : Tierbau und Tierleben II.
Seite 160. 1943), passte sich die Larve auf diese Weise den schwierigen Atmungs-
verhdltnissen des Susswassers an. Es kdnnte den Gegenstand weiterer Unter-
suchungen bilden, festzustellen, in welchem Masse sich die &ussere Kieme des
Proterorhinus marmoratus Pallas in den Gewd&ssern mit verschiedenem Sauer-
stoffgehalt entwickelt.

Auf das infolge des Laicliens eintretende Absterben der Ukeleie im Bala-
toner See (Alburnus alburnus L.) lenkten LISZMAN [8] und Entz [3] die
Aufmerksamkeit der Forscher. Die infolge des Laichens umgekommenen Exem-
plare betten sich oftmals zwischen die abgelegten Eiklumpen (Tafel V, Abb. 1).
Die sich von der Laichstelle entfernenden vollkommen geschwéchten Tiere
werden die leichte Beute der dort angesammelten Raubfische. Darin sieht
Entz [3] die Erkldrung dafur, dass unter den grdsseren dlteren Ukeleien des
Balatoner Sees mdnnliche Tiere nicht zu finden sind.

Im Laufe von Untersuchungen, die anderen Zwecken dienten, stellte es
sich heraus, dass die grosseren und dalteren Exemplare der Balatoner Brassen
Uberwiegend ménnlich sind, obwohl die mé&nnlichen Exemplare im allgemeinen
kleiner sind, als die gleichaltrigen weiblichen Tiere. Daflr kann nur der eine
einzige Umstand als Erkl&rung dienen, dass der grdsste Teil der weiblichen
Tiere — nach der ersten oder zweiten Laichperiode — aus irgendeiner Ursache
zugrunde geht. Derungewdhnlich starke Wind brachte es mit sich, dass im Jahre
1952 von dem bei Balatonberény befindlichen, «Nagyitaté» genannten Laich-
platz das Wasser grdsstenteils weggedrangt und so der Laichplatz vorlber-
gehend trockengelegt wurde. Nach der Laichen der Brassen — vor Sonnenauf-
gang — blieben sehr viele Brassen tot am Laichplatz zurick. Nach den im
Schlamme zuriickgebliebenen Spuren zu urteilen, rutschte das erschopfte Tier
mihsam seitlich im Schlamme und hinterliess eine tiefe Spur. Am Ende der
Spur lag, in leicht gekrimmtem Zustand, den Kopf im Schlamm vergraben,
der tote Fisch. (Tafel ¥, Abb. 2, 3, 4.) Die unterwegs verstreuten Eier lagen
entlang der Todesspur. Die Herzhdhle der frischen toten Tiere war stets mit
gestocktem Blut geflllt. Unter Einwirkung der wéhrend des Laichens entstan-
denen Aufregung durften als Folgeerscheinungen das Aufhdren der Herztatig-
keit und die krampfartige K6rperzuckung aufgetreten sein, infolge welcher der
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Fisch bei abnormaler Kdrperhaltung, mit letzter Kraftanstrengung die Spuren
in den Schlamm einprégte. 80% der toten Fische waren Weibchen. Da diese
Falle nicht als sporadisch betrachtet werden konnten und weitere Beobachtungen
bestatigten, dass dies wahrend der Laichzeit der Bleie eine sehr hdufige Erschei-
nung ist, sind wir zur Annahme berechtigt, dass ein bedeutende Teil der weibli-
chen Bleie nach der ersten oder zweiten Laichperiode unter oben geschilderten
Umstdnden zugrunde geht.
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BMONOIMM4YECKVE HABJ/TTOAEHNA B CBA3M C UCKYCCTBEHHbLIM
PASMHO>XEHVEM Pblb

3. BOMHAPOBUY

ABTOp [aeT CBOAKY CBOMX 3MOPMOMOrMYECKMX M BMONOTNYeCKMX HabnoaeHA, caenaHHbIX
B XOJe WCKYCCTBEHHOIO Pa3MHOXeHWs1 MPOMbICNOBLIX Pblb, Kak Hanpumep : Lwyka (Esox
lucius L.), cygak (Lucioperca  lucioperca L.), kapn (Cyprinus carpio L.), nopogpl reLigei
(Abramis), com (Silurus glanis) WU T. 4. B cBOMX M3N0XEHUAX aBTOP PacrnpoCTpaHAeTCa Ha
BOMPOC KJIEKOCTM MKPbI, OMUCLIBAET MOBEAEHVE HEeOrNI0f0TBOPEHHON UKPbI CyAaka, KoTopas
B 24 yaca oTfensieTcs OT cBoeli 060/104KW. OH m3naraeT MPOTUBOMOMOKHOE APYr APYry

11 Acta Biologica VI/1—2
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[eiicTBMe TemnepaTypbl U COfePXXaHMA KuUcnopoda Ha pa3BuTue pblb. [danee aBTOp OMMCbIBAeT
yacTto Habnwogaemyto rméenb neweii (Abramis brama) Bo Bpems HepecTa, 3aHMMaeTCs TakKXXe
[bIXaHWEM JIMUMHOK Pblb M JaeT onuMcaHWe HapyXHbIX >Xabep pPasHOLBETHbIX ObIYKOBbIX.

BIOLOGICAL OBSERVATIONS IN CONNECTION WITH THE ARTIFICIAL
PROPAGATION OF FISH

E. Woynarovich

Embryological and biological observations made in the course of artificial propagation
of fish, i. e. pike (Esox lucius L.) pike perch (Lucioperca lucioperca L.), carp (Cyprinus
carpio L.), bream (Abramis), cat-fish (Siluris glanis) etc. are described. The author deals
with the question concerning the stickiness of roes and describes the behaviour of the non-
fertilized pike perch egg which laeves the egg-shell within 24 hours. He expounds on the
conflicting effect of temperature and oxygencontent upon development. Furthermore he
describes the frequently observed death of breams during Spawning. He deals with the
respiration of the diverse fish larvae and publishes the description of the external gill of
Proterrorhinus marmoratus P altas.

Elek Woynarowich, Budapest, Il., Herman Otté u. 15, Ungarn.
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Erklarungen der Abbildungen

Tafel\l, Abb. 1—6. Die Entwicklung des Hechteies bei einer Wassertcinperatur von 7° Celsius

1. Der aus dem Muttertier fliessende, vom Wasser noch nicht beriihrte plastische Hechtrogen

2. Befruchtetes Hechtei, 5 Minuten nachdem es ins Wasser gelangte. Die Eier runden
sich ab

3. Die Schwellung der Eierhiille und der Beginn der Polarisation

4. Nach sechs Stunden beginnt die Teilung des animalen Pols (Zwei-Zellen-Stadium)

5. Flachkuppel-Stadium (sich verflachende Morula). Die Nummer des Entwicklungsstadiums
ist auf Grund von Tafel 111, Abb. 1—2a. Resultat einer 48stindigen Entwicklung

6. Kalotten-Stadium (3), das Ei am vierten Tag nach der Befruchtung

Tafel Il, Abb. 1—6. Fortsetzung der Tafel I

1. Pfropfen-Stadium (3b). Das Ei befindet sich am fiinften Tage nach der Befruchtung
2. Stadium der Kopfwulstbildung (4), der Blastoporus ist unmittelbar vor der Schliessung
3. Beginn der Abschniirung des Schwanzes (7), das Ei am 11. Tage nach der Befruchtung
4. Stadium des unreifen Embryos (8), das Ei am 12. Tage nach der Befruchtung

5. Stadium des schliipfbereiten Embryos (11) das Ei am 15. Tage nach der Befruchtung
6. Beginn des Schliipfens des Hechteies

Tafel 111

1. Die Entwicklungsstadien des Zandereies und des Embryos. Die Nummer neben den
Abbildungen weist auf die Nummer des Entwicklungsstadiums. Das zweite 4-Zellen
stadium von oben gesehen

2. Beginn der Polarisation im Zanderei

3. Zwei-Zellen-Stadium, die Eier mit sich nicht teilendem animalen Pol sind nicht befruchtet

4. Vier-Zellen-Stadium, bei einer Wassertemperatur von 10° Celsius, nach vierstiindiger
Entwicklung

5. Acht-Zellen-Stadium

6. Flachkuppelstadium, der animale Pol der nicht befruchteten Eier spitzt sich zu

Tafel 1V

1. Der Gehalt der nicht befruchteten Eiern verldsst — in die zweite Eierhiille geschlossen —
die Eierhulle (nach Ablauf von 48 Stunden). Zuletzt entfernt sich die Fettkugel (3a,
Kalottenstadium)

2. Dem Pfropfenstadium vorangehend hat sich der Gehalt der nicht befruchteten Eiern
bereits ganzlich entfernt. Neben den in Entwicklung befindlichen Eiern die leeren
Eierhillen

3. Der Gehalt des nicht befruchteten Zandereies sammelt sich an der Oberflache des Wassers

4. Halbschwimmendes Ei der Ziege (Pelecus cultratus L)

5—=6. Das Schliipfen der Karpfenlarve. Die Lésung der Eierhiille ist beendet, nach einigen
Minuten verlésst der Schwanz die Eierhille

Tafel V

1. wahrend des Laichens zugrunde gegangene Ukeleiexemplare (Alburnus), einige sind
zwischen den abgelegten Eiklumpen eingebettet

2. Wahrend des Laichens zugrunde gegangene Bleie (Abramis), nach dem Laichen wurde
der Laichplatz infolge Wassermangels trockengelegt. Die gradlinige Rutschspur ist
gut zu erkennen

3. Wéahrend des Laichens zugrunde gegangene Bleie mit S formiger Rutschspur im Schlamme

4. Wahrend des Laichens zugrunde gegangene Bleie mit muldenférmiger Schlammspur
in welcher die wahrend des Todeskampfes herausgelassenen Eier zu sehen sind

Tafel VI

5—=6. Missbildung einer Hechtlarve mit zwei Koépfen. Von oben und von unten gesehen

7. Missbildung einer Hechtlarve mit zwei Kopfen, der zweite Kopfteil besteht nur aus
einer kaum differenzierten Zellanh&ufung

. 8. Zwei Tage alte Larve mit dusseren Kiemen eines Proterorhinus marmoratus Patilas
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Summary

The D anysz strain of Salmonella enteritidis grown on agar block was exposed to penicil-
lin and the changes brought about were recorded by microcinematography.

On exposure to penicillin individual bacteria increased in volume, intracellular granula-
tion appeared in them. This was followed by disintegration of the bacterial body resulting in
the release of liquid cytoplasm. The granule-containing liquid cytoplasm so released (which is
likely to he filterable) became then subdivided into minor parts.

The structures that had arisen from bacteria exposed to penicillin were then transferred
to penicillin-free agar blocks and the following observations were made : Only some of the drops
of plasm regenerate.The morphological pattern of reversion shows unequal fission (»Abschnirung«)
fragmentation, and ejection from the globule of plasma. Bacterial regeneration takes place
through intermediate non-typical forms. Furthermore, it could be shown that the fragments from
the same globule of plasma are not equivalent.

Research on changes in bacterial forms and on the life cycles of bacteria
began in the middle of the 19th century (e. g. Perty, 1852) and it has been
subject to much controversy ever since whether the plasma particles (spherical
forms), 0,2 to 20 microns in diameter, that differ from typical bacterial forms,
are to be looked upon as involutive or degenerative forms, or else they are such
structures as survived unfavourable conditions and thus ensure survival of the
species [1, 6—12, 14,15, 18, 21, 22, 24, 28, 29, 34, 34/a, 38, 39, 40 ].The publication
in 19350f K1ieneberger’sstudies on the L forms, as well as the developmentof
more adequate techniques [2, 6, 16—19, 27, 38] have placed the problem in the
focus of interest.

It has been found that the globules of plasma arise under the influence of
various effects [6,9/a, 12,15,18,29,30,33,38]. A swelling-like increase in the
volume of the bacterial cell, germination, budding, fusion of bacterial cells or of
the granules appearing in them have been suggested to explain the mechanism
of their development [18, 23, 32, 33, 35, 36, 38]. On the other hand, reversion
to the original bacterial form has been brought into correlation with simple
fission, fragmentation, elongation, release of intracellular stunted forms «formes
naines» due to rupture of the membrane and their subsequent growth, respec-
tively [9/a, 23, 30, 33, 35, 36, 38].

Of the effects capable of bringing about disintegration of bacteria and
formation of globules of plasma, respectively, that of penicillin has been studied
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in recent times most extensively [3—6,9/a, 30, 31,33,37 ].We, too,have examined
the effect of penicillin on Salmonella enteritidis and then studied the reversion
to the parent form of structures that had been formed under the influence of

that antibiotic.

Methods

To melted 2 per cent meat-peptone-agar were added 10 per cent horse serum and from
30 to 50 IU penicillin G sodium dissolved in physiologic saline. From the solidified thin plate
blocks (approximately 20 X 15 mm in size each) were excised and placed on slides. 6 to 10-hour
cultures of Salmonella enteritidis var. Danysz were diluted with physiologic saline so that the
drop on the surface of the agar block contain a small number of single bacteria after the cover
slip has been putin place. The covered preparation was then sealed with paraffine.

Reversion of the plasma globules arisen under the influence of penicillin to the parent
bacterial form was studied by the following method. The penicillin-serum agar prepared as des-
cribed was plated out into a Petri dish. After it had solidified the diluted bacterial suspension
was dropped on the surface of the medium in the Petri dish and the cover slip was put in place.
After the penicillin effect developed (in about 5 hours), the cover slip was removed and gently
washed with serum broth. Care was taken to avoid, as much as possible, injury to fragile par-
ticles attached to the cover slip. The cover slip was then placed onto a penicillin-free agar block
containing 10 per cent horse serum. Otherwise the preparation was identical with that described

for studies on penicillin effect.
The observations were made by means of a microscope-incubator at 37° C and the process

was recorded by microcinematography, using a Zeiss phase-contrast objective Ph 90 H1/1,30
and a X 10 compensation ocular. The interval between single exposures was 20 seconds and
thus at the normal rate of projection (20 X 16 = 320) the film spun at a speed 320 times the
usual.

Results
Penicillin effect (Table 1)

After a lag phase of about 2 hours’ duration (during which no further
division could be recorded), the individual bacteria become elongated, well-
defined granulation appears in the bacterial body (Fig. 1—4), increasing in
number along with the increase in size of the bacterial body. The bacteria so
growing develop a spindlelike swelling at the middle (Fig. 5 and 6), which bursts
after the lapse of some time discharging its content (Fig. 7—14). Later the
unburst remainder of the bacterial body also undergoes disintegration and some
of the parts separated from the bulk swell and appear similarly as liquid drops
(Fig. 8—10). The majority of the plasma-like structures, originating either
from the spindle or from other parts of the bacterial body, are then subdividing
into minor drops. In thisway plasma globules, varying in diameter from 1to 10
miserons, are formed, which, after some time become motionless in the peni-
cillin medium. Prior to the subdivision of the escaped plasma —s particularly in
the phase following the bursting of the spindle — it can be clearly seen that the
liguid mass contains granules.
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Development of penicillin effect. (Fig. 1 to 10.) Span of observation :

3 hours
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Regeneration (Tables I1—YI)

In further studies it was examined how the structures that had developed
as described above, reverted to the parent form. It can be seen in the micro-
cinematographs that not every drop of plasma regenerates. Neither do the rod-

Table I'l. The fragments arisen from drop of cytoplasm reverting to the parent bacillary forms
through intermediate forms. (Figs. 1 to 7.) Span of observation: 2 hours

lets remaining after the bacteria had disintegrated show any regenerative
tendency. So far, we could record by cinematography 5 distinct forms of the
reversion which begins after a lag phase of about 2 hours duration. Let us deal
with these one by one.
1. In this series of pictures the changes of a plasma globule, divided into

3 parts, are shown. The globule is gradually broken up into more and more parts
(Figs. 1—5). Meanwhile, the other globule of plasma near to it spreads out
rapidly and melts into the heap of fragments that had developed. This makes
the impression asifthe fragments used up the substance of this separate'mass of
plasma. Typical bacillary forms appear only later and these divide in the
usual way (Figs. 6 and 7).
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Table I1l1. Development of bacteria from parts split off from drop of cytoplasm. (Figs. 1 to 10.)
Span of observation : 3 hours
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1. This series shows a drop of plasma exhibiting marginal fragmentation
(Fig. 1). Evidence derived from the above series, as well as other observations
indicate that the minor structures adjacent to the drop of plasma could arise
not only by fission at the onset of reversion, but some of them might have devel-

Table IV. Regeneration from plasma globule by disproportionate fission and by «ejection».
(Figs. 1 to 19.) Span of observation : 3 hours

oped as separate globules of plasma in the course of exposure to penicillin
already. Subsequently these parts of plasma are broken up as described above

(Fig. 2-10).

AV Here the process starts from a plasma globule, 2 microns in diameter

(Fig. 1). Multiplication takes place by disproportionate fission (Figs. 3and 4), not
infrequently in conjunction with changes resembling «expulsion» (Figs. 5 and 6)

and is continued for long through non-typical forms (Figs. 7—13), until the
typical forms shown in Fig. 14 make their appearance.
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Table V. Development of giant form and appearance of early atypical forms by serial «ejections».
(Figs. 1 to 8.) Span of observation : 1 hr. 30 min.

12 Acta Biologica Vi/1—2
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Y. In this series it can be clearly seen that some drops increase in size
enormously, while others are fused by confluence changing their shape conti-
nuously. The arrow points at the first bacterium-like form (Fig. 2), which is
followed by the appearance of others in rapid succession (Figs. 4—38.).

Table V1. Fragmentation of a major spot of cytoplasm following the penetration of a process
emitted by another plasma drop. (Figs. 1 to 11.) Span of observation : 3 hours
VI. A plasma particle emitting a fine process with several branches into
a major plasma drop near to it can be seen in Fig. 1to 3. Unfavourable optical
conditions prevented us from determining precisely the further fate and frag-
mentation of this process. The fact that in the course of 1 hour some 40 indi-
vidual bacteria appear in that area suggests the possibility that the growth
ofthe process into the flattened major drop of plasma would initiate a fragmen-
tation of the latter and thus the process would quasi inductively induce reversion
to the parent form. It is, of course, also possible that what we deal with here is 3
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rapid growth and fragmentation of the process itself, induced by the — presum -
ably optimal — conditions it encountered in the flat plasma spot.

Discussion

On the basis of observations made, the following conclusions can be drawn
on the process of disintegration :

In bacteria, increased in size due to penicillin, intense granulation appears,
which is detectable also in the cytoplasm escaping in the course of disintegration.
In our opinion these granules play a highly important role ; it is likely that
they serve as the starting point of regeneration [12/a, 17/a]. One might suggest
that these granules are nothing else than spores, but the fact that both the
morphology of the reversion process and the special conditions required for
regeneration are different from the phenomena exhibited by sporeforming
bacteria appears to justify the conclusion that the granules are not equivalent
to the spores of sporeforming bacteria.

There is clear-cut cinematographic evidence to show that the cytoplasm
escaping from the bacterial body swollen in consequence of penicillin action is
liquid and possesses no cell walls. Thus, it is justified to assume that the escaped
cytoplasm, which shows motility and can be considered to be living matter, will
pass through bacterial filters.

As to the conditions required for the regeneration process, the following
can be ascertained : The plasma particle from which the process starts (the plasma
globule, the granule) absorbs the substances required for complete reversion
from its environment. It is highly probable that such parts of plasma as contain
these substances are in the immediate proximity of the plasma globule in the agar
block [20/a]. On the other hand, filtration will mechanically break up such
parts and thus there is only very slight possibility of such parts occurring close
to one another. This accounts for the fact that regeneration occurs less frequently
and takes much more time in filtrates than in blocks of agar, without filtration.
This would explain also the result of one of our earlier experiments in which
the fibrin structure employed in a liquid medium may have promoted a collec-
tion of such particles, and, through this, regeneration [13].

In spite of strenuous efforts made to reproduce the experiments with
not even the slightest alteration in technique, each process of regeneration
followed up was found to be different. Obviously, this is due in part to some
minor variations in the experimental procedure, which could not be avoided
even with the most meticulous care and which could affect the unusually sensi-
tive structures we had been working with. Under experimental conditions
the process may be influenced by several factors, and under natural conditions
the number of such factors may be expected to be considerably higher. The
extreme variability of the morphological pattern both in the loss and in the

12*
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repeated recovery of cellular form also points into this direction. We do not
wish to imply, of course, that the variability of morphological patterns would
mean variability of the fundamental biological process. Still, in numerous
regeneration experiments we have gained the impression that there appear to
be processes which differ from each other also biologically. Further experiments
are required, however, for a full elucidation of this problem.

In recent years numerous authors have illustrated their observations with
serial photographs [9/a, 23, 30—33, 36]. Most of these workers studied B. proteus.
We have shown for Salmonella enteritidis that in the course of reversion to the
parent form unequal fission, fragmentation, development within the plasma drop,
oreven «ejection» («expulsion») from the plasma drop occur. Of these, two obser-
vations are believed to be of importance. One is the process of «ejection», which
appears to suggest that the first individuals develop within the drop of plasma
and are then ejected from it in rapid succession (Tables IV and V). The other is
the sudden onset of fragmentation within a major spot of plasma due to the
penetration into it of a process emitted by another globule of plasma (Table V1).
The latter is of particular interest because it involves the appearance of a micro-
colony, which develops at a rate exceeding by far the normal rate of bacterial mul-
tiplication and apart ofthe colony develops by by-passing intermediate forms.The
cinematographic records of these two phenomena are thought to be of interest,
because, to our knowledge, similar records have not been published hitherto.

In the initial stage of regeneration intermediate forms entirely different
from the bacterial ones (amoeboid, fungonid, protozoid) appear in every case.
These increased in number, then reverted to the parent form, some earlier,
others later. Nevertheless, large numbers of atypical forms were still in evidence
after the lapse of considerable time. This fact may be of particular importance
from the point of view of the development of variants.

Finally, a comparison of our results with observations by other authors
reveals that the phenomena recorded were similar in many respects to those
reported by other workers, although we have studied a different bacterium.
From this fact we had to draw the conclusion that what we deal with is a pheno-
menon, which is to be taken as a law for microorganisms, but which has a general
biological significance, too [6, 12, 14, 18, 21, 25, 34, 38]. Apart from the fact
that the cellular reorganisation of bacteria offers an explanation for the survival
under unfavourable conditions of a strain of microbe and for the arisal ofvariants,
it throws a new light on our views as regarding the phylogenesis of cellular
living organisms.

We are gratefully indebted to 1. Balazs for his valuable technical assistance.



PLASMA GLOBULES AHISING FROM SALMONELLA ENTERITIDIS 181

LITERATURE

1. Almquist, E. (1917) Wuchsformen, Fruktification und Variation der Typhus-
bakterie. Z. Hyg., 83/84, 1—18.

2. Dienes, L. (1942) The Significance of the Large Bodies and the Development of
L Type Colonies in Bacterial Cultures. J. Bad., 44, 37— 74.

3. Dienes, L. (1947) Isolation of Pleuropneumonia-like Organisms from H. influenzae
with the Aid of Penicillin. Proc. Soc. Exper. Biol. Med., 64, 166—168.

4. Dienes, L. (1948) Isolation of L Type Colonies from Typhoid Bacilli with the Aid
of Penicillin. Proc. Soc. Exper. Biol. Mei., 68, 589— 590.

5. Dienes, L. (1949) The Development of Proteus Cultures in the Presence of Peni-
cillin. J. Bad., 57, 529—546.

6. Dienes, L., Weinberger, H. (1951) The L Forms of Bacteria. Bacl. Rev., 15,
245— 288.

7. Enderlein, G. (1925) Bacterien-Cyclogenie.......... Berlin.

8. Hadley, Ph. (1927) Microbic Dissociation ... J. Infect. Dis., 40, 1— 312.

9. Heilman, F. R. (1941) A Study of Asterococcus muris (Streptobacillus moniliformis).
J. Infect. Dis., 69, 32—44.

9/a. HOPKEN. W., Bartmann, K. (1955) Phasenkontrastmikroskopische Beobachtung
des durch Penicillin ausgelésten L-Cyolus von Bact. protens. Zbl. Baker. I. Orig. 162, 372—385.

10. mweHeukunin, A. A. (1940) CtpoeHne 6GakTepuin. Mocksa.

11. Juhasz, I. (1954) VI3MEHUMBOCTb MMKPOOPraHW3MOB B CBETE M3YUeHUS (PUNbTPYIO-
wmnxeca gopm baktepun. Ada Physiol. Hung., 5, 261—272.

12. Juhasz, |I. (1954) A mikroorganizmusok valtozékonysaga kilonds tekintettel a
baktériumok szlirhet6 formaira. On the variability of microorganisms with special reference
to the filtrable forms of bacteria. Biol. Kozi., 2, 51— 67. (In Hungarian, with English summary.)

12/a. Juhasz, |., Lovas, B., Egyessy, D. M. (1955) Electron Micrographie Examina-
tion of Bacteriogenesis from Filtrable Forms (Salmonella enteritidis var. Danysz) Acta Physioi.
Hung. 8, 97— 108.

13. Juhasz, L, Vadasz, J. (1955) Regeneration of the Filtrable Forms of Salmonella
enleritidis in Media Containing Blood Plasma (Fibrin Structure). (In Press).

14. KanuHa, . M. (1949) MV3meHUMBOCTb MNATOrEHHbIX MWKpoOpPraHu3moB. Kues.
K 15. KanuHa, . M. (1954) Pa3BuTMe MUKPOOHbLIX KIETOK M3 [OK/IETOUYHOrO BeLeCcTBa.

neB.

16. Klieneberger, Emmy (1934) The Colonial Development of the Organisms of
Pleuropneumonia and Agalactia on Serum Agar and Variations of Morphology under Differ-
ent Conditions of Growth. J. Path. Bad., 39, 409—420.

17. Kilieneberger, Emmy (1935) The Natural Occurrence of Pleuropneumonia-like
Organisms in Apparent Symbiosis with Streptobacillus moniliformis and Other Bacteria.
J. Path. Bad., 40, 93— 105.

17/a. Klieneberger, Emmy, Smiles, J. (1942) Cit. after Liebermeister [20].

18. Klieneberger-Nobel, Emmy (1951) Filterable Forms of Bacteria. Bad. Rev.,
15, 77— 103.

19. Klieneberger-Nobel, Emmy (1954) Microorganisms of the Pleuropneumonia
Group. Biol. Rev., 29, 154— 184,

20. Liebermeister, K. (1953) Untersuchungen zur Morphologie der Pleuropneumo-
nia (PPLO) Gruppe. Z. Naturforsch., 8 b, 757— 766.

20/a. Liebermeister, K. (1953) Untersuchungen iber Bakterien L-Formen Zbl.
Bakter. 1. Orig., 160, 250— 259.

21. Lohnis, F. (1922) Studies Upon the Life Cycles of the Bacteria ... Mem. Nat.
Acad. Sei. Washington, 16, 1— 252.

22. Lohnis, F. (1922) zur Morphologie und Biologie der Bakterien. Zbl. Bakter. II.
Orig., 56, 529—544,

23. Medill, M. A, Hutchinson, W. G. (1954) The Reversion of the L Form of
Proteus mirabilis into the Rod Form. J. Bad., 68, 89— 92.

24. Mellon, R. R. (1925) Studies in Microbic Heredity. 1. Observations on a Primi-
tive Form of Sexuality (Zygospore Formation) in the Colon-Typhoid Group. J. Bad., 10,
481—501.

25. Mellon, R. R. (1926) Studies in Microbic Heredity. V. The Biogenetic Law of
Haeckel and the Origin of Heterogeneity within Pure Lines of Bacteria. J. Bact., 11, 203—252.

27. Orskov, J. (1922) Method for the Isolation of Bacteria in Pure Culture from Single
Cells and Procedure for the Direct Tracing of Bacterial Growth on a Solid Medium. J. Bact.
7, 537—549.



182 J. VADASZ and I. JUHASZ

28. Orskov, J. (1947) Some Observations on Aberrant Bacteria Morphology. Acta
Path. Microbiol. Scand., 24, 198— 202.

29. Mewkos, M. A. (1954) O Tak HasbiBaembIx L-thopmax 6aktepun (O630p). MuKpo-
6uonorusa, 23, 607 - 628.

30. von Prittwitzund Gaffron,JUTTA(1953)Zum Gestaltwandel der Bakterien. Natur-
tviss., 40, 590—594.

31. Pulvertaft, R. J. V. (1953) The L Forms of Bacteria in Relation to Antibiotics.
J. Path. Bact., 65, 175— 184.

32. Schachter, M. (1952) Formation of Large Bodies in a Member of the Genus Bacil-
lus, Science, 116, 637—638.

33. Schellenberg, Hildegard (1954) Untersuchungen Uuber die durch Penicillin
induzierte Pleomorphie bei Proteus vulgaris. Zbl. Bakter. I. Orig., 161, 434—457.

34. Sinkovics,J. (1954) Az élet sejtel6tti formaiamikrobiolégidban. Precellular Forms of
Life in the Microbiology. Biol. Kdzi, 2, 69—81. (Review in Hungarian, with English summary.)

34/a. Sinkovics,J. (1955) Untersuchungen lUber die Wechselwirkung nichtantibiotischer
Pilze und Bakterien. Acta Micr.biol. Hung. 2, 257—264.

35. Stahelin, H. (1954) Uber osmotische Verhalten und Fusion nackter Protoplasten
von Bac. anthracis. Schweiz. Ztschr. alig. Path., 17, 296—310.

36. Stempen, H.,, Hutchinson, W. G. (1951) The Formation and Development of
Large Bodies in Proteus vulgaris. 1. J. Bad., 61, 321—344.

37. Tulasne, R. (1949) Sur une évolution possible des Proteus vers des microcolonies
des formes inframicroscopiques sous I’effet de la pénicilline. C. rend. Soc. Biol., 143, 289— 291.

38. Tulasne, R. (1954) Le cycle L et les formes naines des bactéries. Symposium on
Bacterial Cytology, VI. Intern. Congr. Microbiol. Roma (1953). 144— 181.

39. Wahltin, J. G, AImadén, Ph. J. (1939) Megaiomorphic Phase of Bacteria. J.
Infect. Dis., 65, 147— 155.

40. Xonkesny, A. A. (1952) T[pobnema oBpa3oBaHUSA peaKTUBHbIX (opM Yy 6akTe-
puii B cBeTe yyeHuss O. B. JlenewwnHckcin. Ycn. cosp. 6uonor., 33, 101 116.

OBPA3OBAHUE TJTASMATUYECKUX LUAPUKOB M3 SALMONELLA ENTERITIDIS
rnog AENCTBMEM MEHWUMIIMHA N NX PEFEHEPALIUSA
B KNETOYHYIO ®OPMY

A- BAOAC, N. OXAC

Mpoueccbl Habnoganncb Ha wTtammax Salmonella enteritidis var. Danysz. npu nomowm
METOAMKWN arapoBoro 6/710ka U MPOCNEXUBAIUCE  MUKPOKUHEMATOIPrMUYeCKUMIN  CheMKaMU.

Mog JericTBMEM NMeHUUMNNMHA 6akTepun HabyxalT, B HUX MPOSBASETCA 3ePHUCTOCTD,
3aTeM MPOUCXOAUT Ae3nHTerpauus, n Mx npoTornjasMa BbiTeKaeT B BUAE XWUAKOW Maccbl. Jta
BbITeKLlas, COfepXKallasi 3epHbILLKN MNa3Ma, — KOTopasl, Mo BCeil BepPOSiTHOCTH, (DUbTPyeMa,
— pacnajgaeT Ha MeflKve 4acTu.

Mpy pasmeleHn 3TUX 06pa3oBaHWU, MOMYYeHHbIX W3 6GaKTepuil, MOABEPrHYTbIX
[JeACTBMIO MEHULMNIMHA, Ha CBOGOAHOM OT MEHWUWIIMHA arapoBoM 6/10Ke; aBTOpbl CAenanu
cnefytollee HabMofeHVe @ pereHepauusi NPOMCXOAMT NWLWb Yy OAHOW 4YacTu Mna3maTuyecKmx
Kanenb. Mopdonoruyeckass KapTuWHa pereHepauuy MNOKasblBaeT OTLIHYPOBbIBaHWe, par-
MEHTapHOCTb, BblGpacbiBaHMe M3 MNia3MaTUYeCKUX Kanefb. PereHepauus 6akTepuili BpeMeH-
Hasi, OHa MPOMCXOAUT NMyTeM aTUMUYHbIX (HOPM, & MOXHO YCTAHOBUTb W TO, YTO (pparmMeHTbl U3
0[HOr0 M TOro >Xe NjasmMaTU4YecKOoro LlapuKa HepaBHOLEHHBI.
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DIE BILDUNG VON PLASMAKUGELN AUS SALMONELLA ENTERITIDIS AUF
WIRKUNG VON PENICILLIN UND DEREN RUCKBILDUNG IN BAZILLARE FORM

J. Vadasz, |. Juhasz

Die Prozesse wurden mit Hilfe der Agarblockmethode an dem Salmonella enteridis var.
Danysz-Stamm beobachtet und an mikrokinematographischen Aufnahmen verfolgt.

Die Bakterien schwellen auf Einwirkung des Penicillins an, es erscheint in ihren Granula-
tion, sie zerfallen und ihr Protoplasma stromt in Form einer fllissigen Masse aus. Dieses Kérnchen
entralte?de ausgeronnene Plasma — das wahrscheinlich filtrierbar ist — I6st sich in kleinere
Teile auf.

Werden die der Penicillinwirkung ausgesetzten, aus Bakterien entstandenen Gebilde
auf einen penicillinfreien Agarblock gesetzt, so lasst sich beobachten, dass sich bloss ein Teil
der Plasmakugeln regeneriert. Das morphologische Bild der Rickbildung zeigt Abschniirung,
Fragmentation und eine aus dem Plasmatropfen erfolgende Ausstossung. Die Regeneration der
Bakterien vollzieht sich Uber atypische Ubergangsformen, wobei auch festgestellt werden kann,
dass die aus ein und derselben Plasmakugel stammenden Fragmente nicht gleichwertig sind.

Janos Vadasz, Budapest, IX. T(zolté u. 58, Hungary
Istvan Juhasz, Budapest, IX. H6gyes Endre u. 7., Hungary
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DIE WIRKUNG YON REDOXSYSTEMEN
AUF DEN STOFFWECHSEL VON MIKROORGANISMEN

II. REDOXPOTENTIAL-UNTERSUCHUNGEN AM HEFE-C-HAMIN-
KOMPLEX

A. Kramli, Judit Lantos ud Judit Stur

CHEMISCHES UND BIOCHEMISCHES INSTITUT DER MEDIZINISCHEN UNIVERSITAT, SZEGED
(VORSTAND : A. KRAMLI)

(Eingegangen am 15. Februar 1955.)

Zusammenfassung

Unsere Hemmungsversuche lassen vermuten, dass der von uns als Modell benutzte
Hefe-C-Haminkomplex das C-Hamin irgendeines der Oxydationsfermente des Trikarbonsaure-
zyklus ersetzt. Die Hefe entfernt das ihr kdrperfremde Hamin durch Aufhebung der Bindung
infolge spontaner Enzymadaptation und stellt das anfangs veranderte Redoxpotential wieder
her. Das Cytochrom C bringt in der Hefekultur eine anhaltende Erhéhung des Redoxpotentials

zustande. Bei Anwesenheit des ihr korpereigenen Stoffes entfaltet die Zelle keine Redoxpuffer-
wirkung.

Nach den in unserer vorhergehenden Mitteilung [2] bekanntgegebenen
Untersuchungen wird die endogene Respiration der Hefe von den Eisen-Por-
phyrinsystemen, namentlich dem C-H&min [1] gesteigert und gleichzeitig damiit
das Redoxpotential der Kultur stark herabgesetzt. Diese Herabsetzung lauft
parallel mit der Steigerung der Respiration : das Redoxpotential erreicht sein
Minimum zur Zeit der maximalen Respiration, und mit dem Nachlassen der
Atmung néhert es sich wieder seinem Ausgangswerte. Diese Feststellungen Hessen
aber auch ferner die Frage offen, welcher Art einerseits das durch das an die
Hefe gebundene C-H&min zustande gebrachte Oxydationssystem ist und ander-
seits, wie das Enzymsystem der Zelle auf die verdnderten Redoxverhé&ltnisse
reagiert.

Zur Entscheidung dieser Frage wurden Untersuchungen in folgenden
Richtungen angestellt :

1. Auf welche Weise kann die Respiration des Hefe-Haminkomplexes
beeinflusst werden? Inwiefern kann sie mit Inhibitoren gehemmt, bzw. die Hem-
mung mit C-H&min aufgehoben werden?

2. Welche Reziehungen bestehen zwischen dem Redoxpotential der Kultur
und dem Hefe-Haminkomplex?

3. Kann mit Hilfe von Redoxmessungen erwiesen werden, dass das C-
Héa&min tatsdchlich nicht mit dem H&min des Cytochrom C identisch ist?

Die erste Frage suchten wir mit den Ergebnissen unserer Hemmungs-
versuche zu beantworten. Diese Hemmungsversuche geben Auskunft dariber,
wie sich der Hefe-Haminkomplex zu den Oxydationsfermenten (Respirations-
ferment, Cytochrom C) verhdlt.

1 Acta Biologica V1/3-4.
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Abb. 1. Anderung der Atmung des C-Haminkomplexes der Hefe auf die Wirkung von KCN.

1. Endogene Atmung der Hefe. 2. Atmung der mit 10—3 Mol KCN gehemmten Hefe. 3. Atmung

nach Hemmung mit 10—3 Mol KCN -f- 73y Hamin. 4. Atmung des C-Haminkomplexes der

Hefe. (Hefekonzentration : 6,6 mg Hefe-Trockensusbtanz/3 ml Kultur ; KCN-Konzentration :
10—3 Mol ; Sauerstoff-Verbrauch : mm33 ml Kultur)

Abb. 2. Anderung der Atmung des C-Haminkomplexes der Hefe auf die Wirkung von

Monojodessigsaure. 1. Endogene Atmung der Hefe. 2. Atmung der mit 10—3 Mol Monojod-

essigsaure gehemmten Hefe. 3. Atmung des Haminkomplexes der Hefe. 4. Atmung nach

Hemmung mit 10-3 Mol Monojodessigsaure + 75y Hamin. (Hefekonzentration : 6,6 mg

Hefetrockensubstanz/3 ml Kultur; Monojodessigsaurekonzentration: 10—3 Mol; Sauerstoff-
Verbrauch : mm3/3 ml Kultur)



DIE WIRKUNG VON REDOXSYSTEMEN AUF DEN STOFFWECHSEL VON MIKROORGANISMEN 187

Zur Klarung dieser Frage wurde die Atmung mit Kaliumcyanid gehemmt.
Wenn nédmlich die Hemmung, welche die Funktion des Respirationsfermentes
ldhmt, mit C-H&min aufgehoben werden kann, so muss die Bindung vom Typ
des Respirationsfermentes sein. In diesen Versuchen wurde zun&chst diejenige
minimale KCN-Menge ermittelt, die gerade noch eine Hemmung der Funktion
des Respirationsfermentes bewirkte. Durch Zugabe von C-H&min zu einer
solchen gehemmten Hefe wurde der Sauerstoffverbrauch der Kultur nicht ge-

Abb. 3. Redoxpotential-Veranderung des C-H&minkomplexes der Hefe auf die Wirkung
von KCN und Monojodessigsaure. 1. Anderung des Redoxpotentials der Hefe auf die
Wirkung von C-Hamin. 2. RP-Veranderung der mit 10~3 Mol KCN gehemmten Hefe auf
die Wirkung von C-Ha&min. 3. RP-Veranderung der mit 10—3 Mol Monojodessigsaure
gehemmten Hefe auf die Wirkung von C-Hamin. 4. RP-Veranderung des Hefefiltrats auf
die Wirkung von C-Hamin. (Der Trockensubstanzgehalt der benutzten Hefe-Kultur und die
hinzugefiigte C-Haminmenge entsprechen] den in Abb. 1 und 2 angegebenen Verhaltnissen)

steigert und Ubertraf den Wert der endogenen Respiration erst nach Verlauf
von drei Stunden, wenn die hemmende Wirkung des KCN schon abgeklungen
war (Abb. 1). Ubereinstimmende Ergebnisse zeitigten auch unsere Redox-
untersuchungen, denen zufolge nach Zugabe von H&min zu der mit KCN ge-
hemmten Hefe die charakteristische Redoxherabsetzung nicht in Erscheinung
tritt (Abb. 3, Kurve 2). Hieraus ergibt sich, dass die vom C-Hadmin mit irgend-
einem der Hefeproteine gebildete Verbindung die Rolle des Respirationsfer-
mentes nicht zu erfillen vermag.

Unsere Versuche mit Monojodessigsaure (MJE) zeigten aber, dass die
Hemmung mit C-H&min aufgehoben werden kann und sogar — im Verhéltnis
zur endogenen Respiration — eine hochgradige Steigerung zu beobachten ist
(Abb. 2). Die Redoxkurve des mit MJE behandelten Hefe-H&mins stimmt mit
der des MJE-freien Hefe-H&mins nahezu lberein (Abb. 3, Kurve 3).

1*
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Die Atmung der Hefe kann aber mit Hamin nur voribergehend gestei-
gert werden: parallel mit dem Rickgédnge der Atmung auf ihren Ausgangs-
wert steigt der Redoxwert an. Zur Erkldrung dieser Erscheinung haben
wir wéahrend der Versuchsdauer den in der Kultur von der Hefe gebundenen
Hé&mingehalt und die zu den verschiedenen H&minmengen gehdrigen Re-
doxpotentialwerte bestimmt und gefunden, dass die Erhdhung des Redox-
potentials immer eine Begleiterscheinung der H&minabspaltung ist. Demnach

Abb. 4. Anderung der Hefeatmung auf die Wirkung des schon einmal an die Hefezellen

gebundenen, aber wieder freigewordenen C-Hamins. Das vom Hefe-C-Hamin Komplex

abdissoziierte C-Hamin — neuen Kulturen beigefliigt — bewirkt eine Atmungsteigerung der

Kulturen. 1. endogene Atmung der Hefe. 2. Atmung des C-Hamin-Komplexes der Hefe (75 y

Hamin/3 ml Kultur). 3. Hefe + 1 m/des von der Hefe abdissoziierten C-Hamins nach 1 Stunde.

4. Hefe -f- 1 m/des von der Hefe abdissoziierten C-Hamins nach 3 Stunden.(Hefekonzentration:
6,6 mg Trockensubstanz/3 ml Kultur)

verhdlt sich die Hefezelle dem ihr fremden PorphyTinsystem gegeniuber quasi
als Redoxpuffer. Das abgespaltene Hamin beeinflusst Atmung und Redoxwerte
einer neuen Kultur &hnlich wie die der vorhergehenden, was bedeutet, dass
infolge der Pufferwirkung das C-Hé&min strukturell unverdndert geblieben ist
(Abb. 4).

Die auf die Wirkung des C-H&mins zustandegekommene Redoxpuffer-
wirkung der Hefe ist aber von beschrdnkter Dauer. Werden ndmlich der Hefe
steigende Mengen C-Hdmins zugegeben, so tritt die Herabsetzung der Redox-
werte bzw. die Steigerung der Respiration auf den Originalwert erst spdter in
Erscheinung (Abb. 5).

Wird der Hefe Cytochrom C hinzugefigt, so erfdhrt die Atmung — im
Gegensatz zu C-Ha&mingebrauch — keine wesentliche Verdnderung. Betréchtlich
erhdht wird dagegen das Redoxpotential der Kulttu: : der Unterschied des
Redoxpotentials zwischen C-H&min-Hefe und Cytochrom-C-Hefe betrdgt rund
400 mV (Abb. 6).

Es wurde auch die Reinigung des C-Hadmins nach der chromatographischen
Methode von Schales [3] versucht, jedoch konnte so zwischen dem C-H&min
des Cytochrom C und dem C-H&min nicht unterschieden werden. Die Verénde-
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Abb. 5. Anderung der Atmung und des Redoxpotentials der Hefe nach Zugabe verschiedener
Mengen C-Hamine. 1, 2 und 3. Atmungskurven ; la, 2a und 3a die entsprechenden RP-
Kurvcn der Hefe. 1. Anderung der Atmung nach 25 y C-Hamin/3 ml Kultur der Hefe. la.
Anderung des RP nach 25 y C-Hamin/3 ml Kultur der Hefe. 2. Anderung der Atmung nach
100 y C-Hamin/ 3 ml Kultur der Hefe. 2a. Anderung des RP nach 100 y C-Hamin/3 ml
Kultur der Hefe. 3. Anderung der Atmung nach 200y C-Hamin/3 ml Kultur der Hefe. 3a.
Anderung des RP nach 200 y C-Hamin/3 ml Kultur der Hefe. (Hefekonzentration : 6,6 mg
Trockensubstanz/3 ml Kultur)

rung des Redoxwertes beweist aber eindeutig, dass es sich hier um zwei ver-
schiedene Stoffe handelt. Das Redoxpotential des Cytochrom C-Hefesystems
bleibt — im Gegensatz zu dem des Hefe-H&mins — ldngere Zeit hindurch
konstant (Abb. 6, Kurve 2), was beweist, dass die Zelle dem ihr kérpereigenen
Porphyrinsystem gegentber keine Redoxpufferwirkung entfaltet.

Methodik und Versuchsergebnisse

Die Respirationsversuche wurden am WARBURG-Manometer und die
Redoxmessungen mittels glatter Platinelektrode am Metrohm-Titriskop vor-
genommen. Zunédchst wurden die von der Budapester Spiritus- und Hefe-Fabrik
bezogene Béckerhefe I11. Generation und spéter einen Tag alte Saccharomyces-
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Cerevisiae-Schittelkulturen untersucht. Nach dem Zentrifugieren und Waschen
mit physiologischer Kochsalzlésung wurde die entsprechende Konzentration am
Nephelometer eingestellt.

Das C-Hadmin wurde nach dem Verfahren von BarkalN und Schales
hergestellt und seine Konzentration mit der in unserer vorhergehenden Mittei-
lung beschriebenen FORSTER—SNELL’schen Eisenbestimmungsmethode er-
mittelt. Als Inhibitoren gelangten 0,001 Mol Monojodessigsdure und 0,001 Mol
KCN zur Anwendung. Die Hefekonzentration in den einzelnen Versuchen betrug
6,6 mg Trockensubstanz/3 ml Kultur.

Abb. 6. Anderung des Redoxpotentials der Hefe auf die Wirkung von C-Hamin und Cytochrom C.

1. Anderung des Rp der Hefe auf die Wirkung von 100 y C-Hamin. 2. Anderung des Rp der

Hefe auf die Wirkung von 100 y Cytochrom C. (Hefekonzentration : 6,6 mg Trockensubstanz/
3 ml Kultur)

Kontrollen : Zum Beweise dessen, dass das H&min die Redoxpotential-
verdnderungen tatsdchlich an der Hefezelle selbst bewirkt, haben wir in physio-
logischer Kochsalzlésung suspendierte Hefe abzentrifugiert und das Hadmin zu
der zellfreien Hefelésung gegeben. Nun wurde keine Verdnderung beobachtet.
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OEVICTBVE OKUCNTE/IbHO-BOCCTAHOBUTE/NbHBIX CUCTEM HA OBMEH
BELWWECTB MWKPOOPIrAHN3MOB

Il. NccnefoBaHUsi OKWUCUTENbHO-BOCCTAHOBUTE/IbLHOTO MOTeHUMana
B KOMMNJIEKCE [POX>XKeii-C-reMuHa

Ha ocHoBaHWM pe3ynbTaToB CBOWX OMbITOB MO TOPMOXXEHMIO aBTOpbI MpeanonaratoT,
yTo I'IpVIMeHFIeMbIVI MU B KayeCcTBe MOAENMN KOMI/IEKC ,u,po»oe(em -C-remuHa 3amelyaet C-remuH
KaKoro- HM6y,qb OKUC/TNTE/TIbHOT O (*)epmeHTa M3 uMKna TpVIKap6OHOBOVI KUCNOTbI.

ﬂ,pO)K)KVI yganawT VIHOpO,EI.HbII/I MM TEMWUH NYTEM BbI3BaHHOIO CMOHTaHHO 3H3UMAaTU-
YecKoli afianTalnen npekpaileHnsi CBsasn 1 BOCCTaHaBMBatOT M3MEHEHHbI BHaYane OKMCK-
TeNbHO-BOCCTAHOBUTE/bHbII noreHunasn.

LinToxpom C BbI3bIBaET B Ky/NbType ,D.pO)K)KEI/I ANNTEJIbHOE MOBbILLEHNE OKUC/TUTENIbHO-
BOCCTaHOBMTE/IbHOI0 NOTEHUMasa. B npucyTcTBUM 3TOr0 MHOPOAHOrO BELLUECTBA KJIeTKa He
OKa3blBaeT ﬁyq)epHoro ,qEVICTBVIFl B OTHOLLEHUN OKWUC/NTENbHO-BOCCTAHOBUTE/IbHOM CUCTEMBI.

THE ACTION OF REDOX-SYSTEMS ON THE METABOLISM OF MICROORGANISMS

Il. Oxydation-réduction potential investigations on the yeast-
C-haemine-complex

Our inhibition experiments suggest that the yeast-C-haemine-complex, used as a model
by us, replaces the C-haemine of some of the oxydation ferments of the tricarhonic acid cycle.

The yeast removes the alien haemine through abolition of the bond owing to spontaneous
enzymatic adaptation and restores the initially changed oxydation-réduction potential.

Cytochrome C brings about a prolonged increase in the oxydation-réduction potential
in the yeast cultures. In the presence of its own metabolic substance the cell does not develop
an oxydation-réduction buffer effect.

Andras KrAmli, Szeged, Tomorkény u. 2/c. Ungarn.
Judit Lantos, Szeged, Somogyi u. 6. Ungarn.
Judit Stur, Szeged, Bokor u. 7. Ungarn.
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I1l. EINWIRKUNG DER THIOGLYKOLSAURE AUF DIE ERGOSTERIN-
PRODUKTION IN HEFEKULTUREN

A. Kramli und Judit Lantos
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(VORSTAND : A. KRAMLI)

(Eingegangen am 17. Februar 1955.)

Zusammenfassung

In Hefekulturen wurde die Wirkung der Thioglykolsdure auf die Ergosterinproduktion
und das Redoxpotential untersucht und gefunden, dass die Thioglykolsaure — als ein das RP
der Kulturen stark herabsetzendes Agens — den Ergosterinertrag annahernd verdoppelt. Die
Klarstellung des biochemischen Mechanismus des Prozesses ist im Gange.

Einleitung

Mit der Frage des Lipoid- und Stermstoffwechsels der Hefe hat sich als
Erster Halden [3] beschéftigt und Zusammenhdnge hauptsédchlich zwischen
Kulturverhdltnissen und Ergosteringehalt festgestellt. Nach den Untersuchungen
Neuberg’s[7] ist der Ergosteringehalt der Hefe von der Oxydationstdtigkeit
der Zellen abhédngig. Diese Beobachtung haben Tausen und Zorkéczy [8, 9]
mit der praktischen Feststellung ergdnzt, dass die aus anaeroben Hefen extra-
hierbare Ergosterinmenge durch nachtrédgliche Liftung gesteigert werden kann.

Mauigan und Walker [6] priften die Wirkung verschiedener in den
Né&hrboden eingefuhrter Substrate und stellten dabei fest, dass Na-acetat eine
geringere und Ascorbinsdure eine bedeutende Steigerung der Ergosterinproduk-
tion bewirkt. Hydrolysiertes Hefe-Glykogen erwies sich als unwirksam,
wahrend Aminosdurengemische oder Thyrosin einen Hemmungseffekt entfal-
teten. Benett [2] erreichte eine Erhdhung des Ergosteringehaltes mit nicht
toxischen oxydierenden Agentien (Persulfat, Peracetat, Peroxyd, Methylen-
blau, Indigokarmin), welche er in stark gelufteten Kulturen mit assimilierbaren
Stickstoff nicht enthaltendem Nd&hrboden zur Anwendung brachte.

Frihere Untersuchungen haben gezeigt, dass das nach der Methode von
Barkan und Schales [1] hergestellte C-Hadmin die Atmung der Hefe steigert
und, da der Ergosteringehalt von der Oxydationsaktivitdt der Zellen abhdngig
ist, war zu erwarten, dass infolge der Wirkung dieses Ha&minprdparates eine
Steigerung des Ergosteringehaltes resultieren miusse. In den Versuchen von
Hutterer [4] hatte sich in gelufteten Hefekulturen auf den C-H&amineffekt
nach 6-stiindiger Inkubation der urspringliche Ergosteringehalt verdoppelt.
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Nach eigenen Untersuchungen wird durch C-H&min das Redoxpotential
(RP) von Hefekulturen herabgesetzt, indem das C-H&min an die Zelle gebunden
wird. Diese Rindung ist jedoch nur eine voriubergehende, nach einer gewissen
Zeit wird das Hamin wieder freigesetzt und das urspriingliche RP der Kultur
wieder hergestellt [5]. Demnach ist die in den Zellen stattfindende Sterinsynthese
ein an ein niedriges RP der Kultur gebundener Prozess und es liegt die Ver-
mutung nahe, dass durch Eintrdgen von RP-herabsetzenden Agentien die
Sterinsynthese beschleunigt werden misste. Da die C-H&mindarstellung eine
ziemlich langwierige und kostspielige Prozedur und uberdies seine Bindung an
die Zellen, d. h. seine RP-herabsetzende W irkung nur eine voribergehende ist,
suchten wir nach mdéglichst einfachen Stoffen, die das RP der Hefe anhaltend
herabzusetzen vermdgen.

Die ersten Versuche wurden mit Diphenyl-disulfid-dikarbonsdure vor-
genommen, die aber in der Kultur nur eine voriibergehende RP-Herabsetzung
bewirkte. Bessere Aussichten schien die Thioglykolsdure zu bieten, die den
weiter unten zu schildernden Versuchen nach das RP der Kultur lange Zeit
auf niedrigem Niveau hdlt und die Ergosterinproduktion steigert.

Methoden

Der benutzte obergarige Saccharomyces cerevisiae-Stamm wurde in folgendem Nahr-
boden gezichtet.

Glukose . ... 100 g
Pepton .... 10 g
KH2P04 ... 20 g
NaCl 10 ¢
KNO3 ... 08 g
MgSo04 0,25 g
(NH4)2 so4.. 10 g
CaCl2 ... 0,15 g
dest. Wasser 1000 g
pH 4,5

Von diesem Nahrboden wurden je 200 ml in Erlenmeyerkolben von 1 Liter Inhalt gegeben
und die Kolben mit Papierwattestopfen, welche auch die Elektroden und den Apparat zur
Probenentnahme enthielten, verschlossen. Sterilisieren 30 Minuten bei 108° C und Beimpfen
mit 1 Tag alten, auf Malz-Agar geziichteten Saccharomyces cerevisiae-Kulturen. Wahrend der
5-tdgigen Inkubation wurden die Kulturen an einem magnetischen Pendelschittelapparat
geschittelt (c = 180/sec ; Ampi. = 48 mm) und das RP taglich am »Metrohm«-Titriskop mit
einer glatten Platinelektrode — gegenlber einer Kalomelelektrode — bestimmt.

Die Thioglykolsaure wurde steril in die Kulturen eingetragen und einen Tag darauf die
Trockensubstanz der Hefe und der Ergosteringehalt bestimmt.

Ergosterinbestimmung. 50 ml der entnommenen Probe wurden mit einer Ldsung von 2,5 g
KOH in 50 ml Athylalkohol versetzt und das Gemisch 4—5 Std. am Wasserbad in einem mit
Ruckflusskihler versehenen Kolben erhitzt und dann das Hydrolysat dreimal mit je 50 ml Ben-
zol oder Ather extrahiert. Der Extrakt wurde nach mehrmaligem Waschen mit NaOH, verdiinn-
ter Salzsaure und dest. Wasser mit geglihtem Na2S04getrocknet. Nach dem Elndampfen der
trockenen Losung im Vakuum wurde der Rickstand in 3 ml Kohlenstofftetrachlorid gelost.

Aus der Losung wurde die Ergosterinmenge auf Grund der Liebe rm ann—BucHARD’schen
Farbreaktion im PULERICH-Photometer bestimmt. Nach Zugabe von 2 ml Essigsaureanhydrid
und 1 ml konz. Schwefelsdaure wurde geschiittelt und die Intensitat der auftretenden griinen
Farbe mit Filter »S 66« festgestellt. Als Standard fiir die Kalibrationskurve diente eine Ldsung
aus 0,3 mg Ergosterin/ml CCl4.
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Ergebnisse

Die auf die obige Weise hergestellten Hefekulturen wurden mit wechselnden
Mengen Thioglykolsdure versetzt und die dadurch bedingten RP-Verédnderungen
bzw. die entstandene Ergosterinmenge bestimmt. Die Zugabe der Thioglykol-
sédure erfolgte gewdhnlich am 5. Tage, wenn das RP in allen Kulturen an-
ndhernd gleiche Werte erreicht hatte.

Abb. 1. Veranderung des Redoxpotentials einer Hefekultur auf die Einwirkung von Thioglykol-
saure 1. Kontrollkultur, 2. RP-Veranderung nach 0,05 mg Thioglykolsaurc/ml Kultur. 3. RP-
Veranderung nach 0,5 mg Tliioglykolsdaure/ml Kultur. 4. RP-Veranderung nach 1,0 mg Thio-
glykolsaure/ml Kultur. Die fetten Linien bedeuten den Ergosteringehalt, auf Hefetrocken-
substanz bezogen, am 1. bzw. 4. Tage nach der Behandlung mit Thioglykolsaure

Zur Zeit der Beimpfung kdénnen ndmlich bei den einzelnen Kulturen noch
sehr abweichende RP-Werte registriert werden, was damit zu erkl&ren ist,
dass der N&hrboden selbst auch Uber ein gewisses RP verfiigt, welches weit-
gehend von der adsorbierten Sauerstoffmenge abhéngig ist. Durch die zur
Vermehrung gelangenden Zellen wird aber allmdhlich die Redoxkapazitdt des
Né&hrbodens erschépft und am 5. Tage stellen sich bei allen Kulturen anndhernd
gleiche Redoxwerte ein.

Thioglykolsdure bewirkt eine Herabsetzung des Redoxpotentials um etwa
200 mV und dieses niedrige Niveau kann bereits mit minimalen Dosen (50
Gamma/m| Kultur) tagelang gesichert werden.

Abbildung 1zeigtdie auf verschiedene Thioglykolsduremengen zustandege-
kommenen RP-Kurven und die Tabelle 1 die Ergosterinproduktion am 1. und 4.
Tage nach der Thioglykolsdurezugabe. Die nach 4 Tagen entnommenen Proben zei-
gen den gleichen Ergosteringehalt wie die am ersten Tage untersuchten, wasbedeu-
tet, dass die Produktion ihr Maximum bereits am ersten Tage erreicht hatte.
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Tabelle 1

Veranderung des Ergosteringehaltes in Hefekulturen auf die Wirkung
verschiedener Thioglykolsduremengen

Ergosteringehalt in

Thioglykolséure Hefetrockensubstanz mg/100 ml Kultur Ergosterin in °/0 auf Hefe-
Nr. mg/100 ml Kultur 9/100 ml Kultur Trockensubstanz berechnet
am 1. Tage am 4. Tage
i 0 0,32 0.8 0,9 0,28
2 5 0,31 1,0 0,96 0,33
3 50 0,34 1,36 1,35 0,40
4 100 0,295 1,6 1,68 0,53
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OENCTBUE OKWUC/UTE/IbHO-BOCCTAHOBUTE/IbHbIX CUCTEM HA OBMEH
BELWLLECTB MMNKPOOPIrAH3MOB

I1l. BAuaHue TUOFNUKONEBOW KUCNOTbI Ha MNPOAYKLMUIO
IprocTepMHa B KynbTypax APOXXKel

ABTOpamMU 6bUI0 UCCMELOBAHO B Ky bTypax APOMOKeN [eiACTBME TUOT/IMKONEBOW Kuc-
NIOTbl Ha MPOAYKUMIO 3procTepUHa U Ha OKUC/IMTE/IbHO-BOCCTAHOBUTESbHBIA NoTeHUMan. OHu
YCTAHOBWU/MN, UTO TWOI/IMKO/EBAs KWC/OTA, - B KauyecTBe areHTa, CWIbHO YMEHbLUAMOLLErO
OKMWC/IUTENIbHO-BOCCTAHOBUTENbHBIV  MOTEHUMAN Ky/bTyp - MPUGAU3UTENbHO  yABaMBaeT

BbIX0[, 3procrepuHa. BblsicHeHVe BGMOXMMNYECKOIr0 MeXaHM3ma AaHHOro npotecca nposoanTCA
B HaCTOfLLEe BpPeMA.

THE ACTION OF REDOX-SYSTEMS ON THE METABOLISM OF MICROORGANISMS

111, Effect of thioglycolic acid on the ergosterine production
in yeast cultures

The effect of thioglycolic acid on esgosterine production and on the oxydation-réduction
potential was examined in yeast cultures, and it was found that thioglycolic acid — as an agent
lowering considerably the oxydation-réduction potential of cultures — approximately doubles
the yield of ergosterine. The clearing up of the biochemical mechanism of the process is in progress.

Andras Kramli Szeged, Témdrkény u. 2/c. Ungarn.
Judit Lantos, Szeged, Somogyi u. 6. Ungarn.
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Zusammenfassung

Bei der Untersuchung der Riboflavinproduktion und der Redoxpotentialwerte von
Eremothetium ashbyii- Kulturen ergab sich, dass die Produktion in die Phase des erhéhten Redox-
potentialwertes fallt.

Behandlung der produzierenden Kulturen mit jungen Kulturen, d. h. mit Systemen,
in denen die RP-herabsetzenden Faktoren laufend produziert werden, hatte eine zeitliche Ver-
langerung der Anstiegsphase der RP-Kurve und dadurch eine gesteigerte Riboflavinproduktion
zur Folge.

Es ist bekannt, dass zahlreiche Mikroorganismen das Riboflavin als
Stoffwechselprodukt produzieren. Besonders bei Eremothetium ashbyii und
Ashbyia gossipii ist nach Literaturangaben die Riboflavinproduktion eine sehr
betrachtliche (manchmal zwischen 400 und 1000 Gamma/ml) [7, 9].

Diese Mikroorganismen sind auch fur die industrielle Herstellung des
Riboflavins geeignet. Inshesondere seit der Darstellung der Antibiotika in gross-
industriellem Massstabe hat die Fermentationstechnik eine ausserordentliche
Entwicklung erfahren und zwar um so mehr, als das Rohmaterial vorwiegend
aus Abfédllen der Landwirtschaft hervorgeht.

Zur Herstellung des Riboflavins werden heute gellftete Kulturen des
Eremothetium ashbyii-Stammes besonders verwendet, deren Produktions-
fahigkeit vornehmlich durch Auswahl der optimalen N&hrb6den bzw. durch
fortlaufenden Ersatz derselben wdahrend der Fermentation gesteigert werden
kann.

Frihere Versuche hatten ergeben, dass der Stoffwechsel von Mikroorga-
nismen durch kinstliche Abdnderung des Redoxpotentials (RP) der Kultu-
ren gesteigert werden kann [4]. Wir stellten auch fest, dass die RP-Kurve ge-
wisser Mikroorganismen hinsichtlich ihres Stoffwechsels drei charakteristische Ab-
schnitte unterscheiden I&sst: dererste,in dem das RP sinkt, entspricht der W achs-
tumsphase, und der zweite, wo das RP steigt, kann als Produktionsphase be-
zeichnet werden, da die Anreicherung der Stoffwechselprodukte der Zelle im
Né&hrboden gerade in diese Zeit féllt. In der dritten Phase, wo das RP kons-
tant ist, findet schon keine weitere Vermehrung der Stoffwechselprodukte mehr
statt. Uberdies fanden wir, dass fiir die Zunahme eines Stoffwechselproduktes
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ein bestimmtes Intervall im ansteigenden Teil der RP-Kurve charakteristisch
ist. Soll also die Entstehung eines bestimmten Stoffwechselproduktes gesteigert
werden, so muss die Produktionsphase der Kultur verldngert werden. Dies ist
gewdhnlich durch Eintrdgen von RP-herabsetzenden Substanzen in die Kultur
zu erreichen,welche die Funktionen der die Synthese der Stoffwechselproduk-
tion steuernden Enzyme nicht hemmen. Nach friheren Untersuchungen
wird durch in die Kultur eingetragene Fremdsubstanzen das RP der Kul-
tur in Abhé&ngigkeit davon verdndert, ob dieselben von den Zellen gebunden
werden oder nicht [5]. Im letzteren Falle wird die von den Fremdkdrpern verur-
sachte RP-Verdnderung von der Kultur ausgepuffert, da die Redoxkapazitat
der eingefihrten Stoffe — verglichen mit der der Zellen — gewdhnlich ver-
schwindend klein ist.

Diese Beobachtung liessdaran denken, dass eine Verldngerung der Produk-
tionsphase eventuell durch Mischen der bereits produzierenden Kultur mit
einer jungeren Kultur zu erreichen sei, welche die RP-herabsetzenden Faktoren
laufend produziert, und dass — da das RP der Kultur sozusagen die Resultante
der durch sdmtliche in ihr vorkommenden Redoxsysteme zustandegebrachten
Redoxpotentiale ist — das RP der Kultur auf die Einwirkung der jungen Kultur
sinken misste, wobei die Produktionsphase verldngert werden kdnnte. Auf
Grund dieser Erkenntnis versuchten wir in gelufteten Eremot/ietium ashbyii-
Kulturen eine Steigerung der Riboflavinproduktion nach diesem Prinzip her-
beizufihren.

Methoden

Die Kulturen wurden in mit Watte umwickelten Aluminiumstopfen verschlossenen
Erlenmeyerkolben von 1 Liter Inhalt hergestellt. In den vier Bohrungen der Aluminiumstopsel
befanden sich die Elektroden zur RP-Messung, das Luftungsrohr und die Vorrichtung zur Pro-
beentnahme. Die Liftung der an einem magnetischen Pendel-Schiittelapparat geschittelten
Kulturen besorgte ein kleiner elektrischer Membrankompressor, zur RP-Messung bedienten
wir uns einer Platin- oder Goldelektrode — gegentiber einem Kalomel geschaltet. Die Verbin-
dung zwischen Kalomelelektrode und Kulturboden vermittelte ein am unteren Ende mit
einem Tonplattchen verschlossenes, mit KCI-Agar beschicktes Glasrohr. (Die Messungsergebnisse
beziehen sich auf 2 n Wasserstoffelektrode.)

Die entstandene Riboflavinmenge wurde mit der modifizierten Methode vonKosCHARA [3]
kolorimetrisch bestimmt und kristallinisch isoliert. Sdmtliche Versuche wurden in einer Thermo-
stat-Kammer bei 24° C durchgefiihrt.

Versuche

Zu den Versuchen benutzten wir den uns vom Budapester Staatlichen
Institut fur Volksgesundheitswesen zur Verfligung gestellten Eremothetium
ashbyii-Stamm.

N&hrboden : 25 g Mutterhefe IlIl. Gen. wurden in 100 ml dest. Wasser
geldst, 20 Minuten lang bei 2 ATU im Autoklav autolysiert und nach dem Er-
kalten der Uberstehende klare Teil zur N&hrbodenbereitung dekantiert oder

filtriert.



DIE WIKKUNC VON REDOXSYSTEMEN AUF DEN STOFFWECHSEL VON MIKROORGANISMEN 199

Zusammensetzung des Ndhrbodens :
20 ml Hefeextrakt
80 ml dest. Wasser
0,5 g Pepton
2,0 g Glukose

Nach Einstellen des pH mit Natronlauge auf 7,0 wurden je 100 ml in
1 Liter-Kolben 15 Minuten bei 110° C sterilisiert; die Beimpfung geschah mit
5 ml, in demselben N&hrboden vorgeziichtetem Mycelieninokulum. Temperatur
23,5—24° C. Inkubationsdauer, je nach dem RP, 8—10 Tage.

Die Riboflavinmenge wurde auf Grund von Literaturangaben [3, 6, 8]
folgendermassen bestimmt :

Die zweitdglich entnommenen 10 ml-Proben wurden mit Schwefelsdure
angesduert (pH 2,0) und unter stetem Rihren solange mit Kaliumper-
manganat versetzt, bis ein grosser Teil des KMn04 zersetzt war und dann
das Uberschiussige KMn04 mit 3%-igem W asserstoffperoxyd zersetzt. Nach
dem Filtrieren wurde die Loésung Uber eine Terra silicia-S&ule geschiuttet,
welche das Riboflavin adsorbierte und die Eluierung mit einem Aethanol-
Pyridin-Essigsduregemisch (3:1:1) vorgenommen. Die Farbintensitdt der
erhaltenen gelben L&ésung wurde — je nach der Produktion entsprechend ver-
dinnt — im Pulfrich-Photometer bei 10 mm Schichtdicke und Filter »S 47«
bestimmt und die Riboflavinmenge auf Grund der Extinktion an Hand
einer mit Riboflavinlésungen bekannter Konzentrationen hergestellten Kali-
brationskurve berechnet.

Darstellung des kristallinen Riboflavins. Fir die Isolierung des Riboflavins
sind mehrere Methoden bekannt [1, 2]. Wir hielten uns an die bei der
guantitativen Riboflavinbestimmung angegebenen Grundsdtze. Das Ribo-
flavin wurde in saurem Milieu an einer Terra silicia-Saule adsorbiert und
mit einem Aethanol-Pyridin-Essigsduregemisch (3:1:1) eluiert, das Eluat
bei 4° C im Vakuum eingedampft und der erhaltene Rickstand aus ver-
dinnter Essigsdure umkristallisiert, wobei 70—80°/0 der photometrisch nach-
gewiesenen Menge in kristallinem Zustand isoliert werden konnten.

Zusammenhénge zwischen RP und Riboflavinproduktion. Wie bereits mit-
geteilt, beginnt die Diffusion der Stoffwechselprodukte gewisser Mikroorganismen
in den N&hrboden, wenn das RP der Kultur ansteigt. Bei unseren Kulturen
war dies am dritten Tage der Fall. Die Zusammenhédnge zwischen RP und Ribo-
flavinproduktion veranschaulicht Abbildung 1, aus der erhellt, dass wé&hrend
der Herabsetzung des RP nur eine minimale Riboflavinproduktion zu verzeich-
nen ist. Mit dem Ansteigen der RP-Kurve steigt auch die Riboflavinproduktion
und zwar solange, bis der RP-Wert konstant wird.

Das Ziel unserer Verusche war, durch Verldngerung der Produktions-
phase eine Steigerung der RiboflavinProduktion zu erreichen. Deshalb wurden
am dritten Tage der Inkubation, als das RP der Kulturen zu steigen begann, die
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produzierenden Kulturen mit der gleichen Menge einer jungeren (1 Tag alten)
Kultur steril vermischt und das RP taglich und die Riboflavinmenge zwei-
tdglich bestimmt. Als Kontrolle diente eine &hnliche, aber mit junger Kultur
nicht versetzte Kultur. Die Zusammensetzung der gemischten und Kontroll-
kulturen wurde auch analytisch untersucht und durch entsprechende Dosierung

Abb. 1. Veranderung des Redoxpotentials (1) und der Riboflavinproduktion (2) in geltfteten
und geschittelten Kulturen von Eremothetium ashbyii

fiir vollkommene Ubereinstimmung gesorgt. So konnte die Maoglichkeit aus-
geschlossen werden, dass die Produktionssteigerung eventuell als Folge eines
Né&hrbodenuberschusses zustande kam. Die Versuchsergebnisse sind in Abbildung
1 wiedergegeben.

Abbildung 1 zeigt, dass sofort nach dem Vermischen der beiden verschie-
den alten Kulturen eine RP-Senkung eintrat und der RP-Wert wahrend der
ganzen Inkubationsdauer den der Kontrollkultur nicht wieder erreichte. Gleich-
zeitig war auch eine Verldngerung der Produktionsphase festzustellen, da die
RP-Verdnderung in den gemischten Kulturen erst am zehnten Tage aufhdrte,
wéhrend in den Kontrollen das RP schon am achten Tage stabil ward. Dement-
sprechend gestaltete sich auch die Riboflavinproduktion l&dnger : wdhrend sie
in den Kontrollkulturen ihr Maximum schon am achten Tage erreichte (464
Gamma/ml), hdrte sie in den Mischkulturen erst am zehnten Tage — mit einem
Maximum von 652 Gamma/m| — auf.
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So kann also die mit RP-Messungen nachweisbare Produktionsphase ver-
ldngert und dadurch eine Verldngerung der Inkubationsdauer um 2—3 Tage
erreicht werden.

Abb. 2. Verdnderung des Redoxpotentials und der Riboflavinproduktion in mit jungen Kulturen
vermischten, gellifteten Eremolhetium asftbyi-Schiittelkulturen. 1. RP-Veranderung der mit
einer jungen Kultur behandelten Eremothetium «s/iiyl-Kultur. 2. Riboflavinproduktion in der
behandelten Kultur. 3. RP-Veranderung einer Kontrollkultur. 4. Riboflavinproduktion in der
Kontrollkultur. Die Knickung der Kurve entstand zur Zeit der Zugabe der jungen Kultur.
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OENCTBUE OKWUCNTE/IbHO-BOCCTAHOBUTE/NIbHbIX CUCTEM HA OBMEH
BELWWECTB MWMWKPOOPIrAHM3MOB

IV. N"3MeHeHMe npoaykuum pubopnaBmHa BO B36ONTaHHbLIX
KynbTypax Eremothelium ashbyii

Mpu wnccnegoBaHWM NPOAYKUUM pubothnaBuHa U BeNIMUMH OKUCIUTENIbHO-BOCCTaHOBU-
TeNbHOro noTeHuMana KynbTyp Eremothetium ashbyii 6bin0 ycTtaHoBneHo, 4TO npogyKums
NpoucxoanT B (pase MOBbILLIEHHOW BeMUYUHbI OKUCIUTENIbHO-BOCCTAHOBUTENILHOIO MOTEHLMana.

O6paboTKO NPOAYKLMPYOLWMX KyNbTyp MOMOAbIMA KyNbTypaMu, TO ecTb CUCTEMamu,
B KOTOPbIX HEMNpepbiBHO MPOU3BOAATCS (HaKTOPbl, YMeHbLUAIOWME OKUCINTE/IbHO-BOCCTaHO-
BUTE/bHbIA NOTEHUMaN, yaanock NpoaanTh aly nogbema KpuBOl OKUCNUTE/IbHO-BOCCTaHOBU-
Te/IbHOr0 MoTeHLMana, BCMAEACTBME YEro Moslyunsiock MOBbILUEHWE MNPOAYKUUU pubothnaBrHa.

THE ACTION OF REDOX-SYSTEMS ON THE METAROLISM OF MICROORGANISMS
IV. The change of riboflavine production in shaken cultures
of Eremothetium ashbyii

In the investigation on the riboflavine production and the oxydation-réduction potential
values of Eremothetium ashbyii cultures it was proved that the production falls into the phase
of the enhanced oxydation-réduction potential value.

Treatment of the producing cultures with young cultures, i. e. with systems in which
the factors that lower the oxydation-réduction potential are currently produced, resulted in a
temporal prolongation of the ascending phase of the oxydation-réduction potential curve and
thereby in increased riboflavine production.

Andras Kramli, Szeged, Tomdrkény u. 2/c. Ungarn.
Alexander Szabé, Salgdtarjan, Megyei kdérhaz, Ungarn



ALGENTERATOLOGIEN IM SESTON DES BALATON
UND IHRE ENTWICKLUNGSGESCHICHTLICHEN
BEZIEHUNGEN
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INSTITUT FUR BOTANIK DER PADAGOGISCHEN HOCHSCHULE, EGER (VORSTAND : T. HORTOBAGYI)

(Eingegangen am 18. Marz 1955)

Zusammenfassung

Im Jahre 1942—43 wurden aus den offenen Gewassern mit sandigem Grund von Balaton-
boglar Seston gesammelt. Die Untersuchung ergab, dass von 402 verschiedenen Organismen 14,
d. h. 3,5% Misshildungen aufwiesen.

Die meisten abweichenden Formen gehdren zum Genus Pediastrum. Unter ihnen steht
an erster Stelle die Art P. simplex, obwold diese nicht die am haufigsten vorkommende-Art des
Genus im Balaton ist. Jedes flinfte Exemplar des Sestons aus offenen Gewassern und jedes
dritte-vierte Exemplar des Sestons des Hafens zeigt irgendeine Abnormitat, obwohl die Zoéno-
bien von verminderter Zellzahl nicht zu Abnormitaten gezahlt wurden. Die Pediastrum-AbnoT-
mitaten wurden in acht Typen eingeteilt. Die Halfte der Teratologien hatte Z6nobien von 16
Zellen, fast ein drittel 8 Zellen, und ein fiinftel Zénobien von 32 Zellen.

Die Abnormitaten der Crucigena quadrata var. octogona f. pulchra zeigten sich im Her-
vorschwellen der &usseren Teile der Zellen. Die Scenedesmus-Abnormitaten kdénnen in vier
Typen eingeteilt werden. Die Dornen des Tetrastrum staurogeniaeforme sind in der Zahl vermin-
dert und gebogen. In einer Kolonie von Gloeoactinium limneticum zeigten die Zellen vom Norma-
len abweichende Formen. Ein Fortsatz von Staurastrum gracile fehlte. Lyngbia limnetica hatte
unregelmassige Fadenwindung.

Alle Abnormitaten kamen mit Ausnahme von zwei in der Ordnung Chlorococcalcs vor.
Diese Ordnung ist in allen Monaten die artenreichste und hierher gehéren jene Genera des Bala-
ton, die die grosste Variabilitat zeigen. Diese grosse Variabilitat der Chlorophyceen spricht
daftir, dass sie jungerer Ausgestaltung sind und eine grossere Anpassungsfahigkeit besitzen,
als dieCyanophyceae, Euglenophyceae, Chrysophyceae und Dinophyceae. Die grosse Individuen-
zahl bedingt nicht eine grossere Zahl der Abnormitaten, nicht einmal das Vorkommen (berhaupt
von Abnormitaten. Die Algen, die Abnormitaten aufwiesen, gehdren nicht zu den mit vielen
Individuen auftretenden Leitformen des Balaton. Es ist auffallend, das an den Pflanzen, die
quantitativ dominieren, keine Missbhildungen gefunden werden konnten (Gomphosphaeria
lacustris, Ceratium hirundinella, Phacotus lenticularis usw.).

Im Laufe der Bearbeitung unserer Sestonsammlungen, die im freien W asser
mit sandigem Grund bei Balatonboglar in den Jahren 1942—43 gemacht wurden,
haben wir die Algenabnormitdten mit besonderer Aufmerksamkeit verfolgt.
Der Balaton (Plattensee) verfiigt nicht nur in qualitativer Beziehung — es
wurden 402 verschiedenartige Mikroorganismen gefunden—, sondern auch auf
dem Gebiet der Abnormitaten tGber ein bemerkenswertes Material, wie dies auch
aus der Tabelle 1 ersichtlich ist [7—10].

Bei 3,5% von den im Seston festgestellten Arten wurden Abnormitdten
beobachtet. Die Abnormitdten kamen — mit Ausnahme eines einzigen Exem-
plars einer einzigen Art — im Stamm Chlorophyta vor.
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Tabelle 1

Verteilung der Abnormitdten nach Algengruppen

Artenzahl des Sestons Zahl der Abnormitéten

Algengruppe im Sammeljahr aufweisenden Arten

CYaANOPNYTA. .ot 58 |
Euglenophyta....ccooveviieicinnnen, . 83

Chrysophyta Xanthophyceae... . 4 —

Chrysophyceae ....... . 10 —

« Bacillariophyceae . . 42 —

Pyrrophyta Cryptophyceae......... . 1 —

Dinophyceae..... . | f —

Chlorophyta Chlorophyceae ....... . 165 12

« Conjugatophyceae . . 27 1

AdelOMYCELES. ...t 1 —

Total 402 14

Wird innerhalb der Teratologien aufweisenden Arten die Zahl der Abnor-
mitdten in Betracht gezogen, so ergibt sich, dass die Teratologien am hdaufigsten
zu Beginn des Sommers, im Juni und im Juli Vorkommen. Dieser Zeitabschnitt
bietet auch vom Gesichtspunkt der Artenerscheinung die optimalsten Lebens-
bedingungen. Die verschiedenartigsten Algen kamen im Laufe des Jahres im
Juli vor : 223. Die kleinste Algenartenzahl wurde im Januar beobachtet : 78.
Im Februar kamen 86 Mikroorganismen vor, ihre Vermehrung beginnt eben
um diese Zeit. In diesem Monat wurde keine einzige Teratologie aufweisende
Alge angetroffen. Die Zahl der Abnormitédten ist auch im Mai (4) und September
(4) &usserst gering. Spatsommer und Herbst weisen die wenigsten Abnormitdten
auf. Die H&ufigkeit der Teratologien bedeutet aber nicht, dass sich die Abnor-
mitdten gleichzeitig auch auf vielerlei Algen finden. Die Erscheinung trat im
Juni auf zweierlei, im Juli auf viererlei Algen auf, obgleich Teratologien zu dieser
Zeit in grosster Zahl in der Plankton, Seston vorkamen. Abnormitdten wurden
auf den verschiedenartigsten Pflanzen, u. zw. auf funf Arten im Dezember,
Januar und Médrz beobachtet, gleichzeitig war die Zahl der Abnormitdten 12,
6 bzw. 5, bloss ein Bruchteil der vom Juni und Juli.

Tabelle 2 zeigt die Zahl der Abnormitdten und ihre periodische Erscheinung.

Es ist auffallend, dass man im Seston vom Juli—OKktober bloss Pediastrum
Teratologien begegnet. Der Verfasser behandelt die Pediastrum-Arten nach der
Auffassung Bigeard [1]. Nach dem System von Brunnthaler [2] werden
unter dem Namen Pediastrum simplex Meyen die folgenden zusammengefasst:
P. clathratum (SchroetEr) Lemm., P. clathratum var. duodenarium (Bailey)
Lemm., P. clathratum var. microporum Lemm., P. simplex (Meyen p. p.) Lemm.
und P. simplex var. radians Lemm. — Im Falle von P. duplex Meyen handelt
es sich laut Brunnthaler um die Form »var. reticulatum Lagerh.« P. tétras
(Ehr.) Ralfs ist die BRUNNTHALERsche Form »var. excisum Rabenh.f. a. W.
et W.«
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Tabelle 2

Zahl der Abnormitdaten und ihre Verteilung nach Monaten

Abnormitatenzahl im Monat

In«gf.
Art ’ samt
VIL IVHLEIX. T X 1XIL L wu. in. V. VI.
Cyanophyta
1. Lyngbya circumcrela G. s.
W e S T e 1 |
Chlorophyeeae
2. Pediastrum simplex Meyen Viele 2 | 1 1 - — — Viele
3. Pediastrum duplex Meyen 4 — 1 - - = = — 1 — 6
4. Pediastrum Boryanum
(Turp.) Menegh . 6 3 | 4 8 2 — 3 2 2 31
5. Pediastrum tétras (Enr.)
(SN T 1 1 2
6. Scenedesmus crassus Chod. - - - - - - = 1 - 1
7. Scenedesmusfalcatus Chod . — - - = = = - 1 — — 1
8. Scenedesmus armatus var.
Chodati Sm it h .o, 1 1
9. Scenedesmus armatus var.
boglariensis Hortob..... — — - - 1 — 1 — — 2
10. Scenedesmus quadricauda
Chod e — — 1 — — — — — 1
11. Crucigenia quadrata var.
octogona f. pulchraHortob. Viele Viele
12. Tetrastrum staurogeniae-
forme (Schroed.) Lemm. — _ = = = 1 2 — 3
13. Gloeoactinium limneticum
G. M. Smith e, - - = 1T - = - — 1
Conjugalophyceae
14. StaurastrumgracileRatfs . — - - = 1 - - - — — 1
Gesamtzahl......... Viele 5 4 5 12 6 — 8 4  Viele —

Auf dem Gebiet der Abnormitdten fiel unter den Pediastrum-Arten dis
Art P. simplex auf. Im freien Wasser wies jedes fiinfte, im Hafenseston jede-
dritte bis vierte Exemplar eine Abnormitdt auf (obwohl die Zénobien mit kleie
nerer Zeilenzahl nicht als Abnormitdt angesehen wurden). Es ist auffallend,
dass wdahrend in der h&ufigsten Pediastrum-Art des Monats Juli, in der 1,3%
des Phytosestons bildenden Art P. duplex insgesamt 4, in der 0,7% ausmachenden
Art P. Boryanum 6, in der 0,2% der Algen ausmachenden P. simplex so Uberaus
viele Teratologien vorkamen. In dem vorhergehenden Monat Juni wurde keine
einzige Pediastriimabnormitdt beobachtet. Im August wurden — obwohl P.
simplex 0,6% des Phytosestons bildete — bloss zwei abweichend ausgestaltete
Zonobien beobachtet.

Die Pediastrumabnormitidten des Balaton kénnen in 8 Typen gereiht
werden :

1. Die Randzellen sind durch eine oder mehrere fortsatzlose oder mit
wenigen Fortsdtzen versehene Zellen unterbrochen. Dieser Typ kann zwei
Untertypen haben :

a) eine oder mehrere innere fortsatzlose Zellen keilen sich zwischen die
Randzellen ein (Abb. 1—2). Dies ist die hdufigste Abnormitidt. Die Ursache
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besteht in der fehlerhaften Anordnung der Zellen im jugendlichen Alter. Nach-
dem die Mutterzellenteilung beendet ist, bewegen sich n&dmlich die von der
M utterzelle befreiten, noch in der Hiuille befindlichen jungen Zellen mehr oder
minder lang ziemlich lebhaft, und in diesem Entwicklungszustand tritt der
Platzwechsel ein. Die inneren- und Randzellen sondern sich schon in diesem
Zustande ab.

abb. 1. Pediastrum simplex MKvyk\, 700 x, 2—5. Pediastrum loryanum (Turf.) Menegh.
1000 X, 6. Pediastrum boryanum (Tttrp.) Menegh. 600 x, 7. Pediastrum simplex Meyen.
700 x . s. Pediastrum duplex mettent, 700 X

b) Der Fortsatz einer oder mehrerer Zellen entwickelt sich nicht oder
bildet sich nur teilweise aus (Abb. 3—4). Bedeutend seltener als die vorige.
Hier besteht schon eine tiefergehende Ursache, die Abnormitdt Iasst sich auf die
ungenigende Wirksamkeit des Plasmas zuriickfihren. Diese Erscheinung
durfte eine atavistische Abnormitdt sein : ein Ruckschlag zum Urzustand, zu
den gleichféormigen fortsatzlosen Ahnen, zu den Formen der Typen P. muticum
KUTZ oder P. integrum NaG.

2. Die Zdnobienzellen sind vielformig (Abb. 5—6). Es wurden mehrere
Kolonien gefunden, deren Zellen zweierlei oder dreierlei Typen aufwiesen. So
waren z. B. auf einem P. Boryanum im Juli ausser den charakteristischen Zellen
auch die typischen Zellen von ,var. brevicorne A. Br.” und ,,P. muiicum” KiTZ
anwesend. Auf dem Zdénobium von P. Boryanum waren auch Zellen vom Typ
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P. simplex nicht selten. Ebenso konnten Zellen vom Typ P. simplex in den Kolo-
nien von P. duplex festgestellt werden. In solchen Zénobien sind auch die Uber-
gangsformen sehr hdufig.

3. Eine oder mehrere der &usseren Zellen sind Zwergzellen (Abb. 7—38).
Zwergzellen konnten in den inneren Zellen nie beobachtet werden. Der zwerg-
hafte Wuchs der &usseren Zellen ist die Folge eines uns unbekannten Faktors.
Laut unseren auf lebendem Material durchgefiihrten Untersuchungen offenbart
sich das kleine Mass einer oder mehrerer Zellen des Zénobiums schon zur Zeit,
wo das junge Zoénobium noch von der Mutterzellenhille umgeben ist. Im Ver-
gleich zu den normal grossen Zellen bleiben diese kleinen Zellen im Laufe ihres
spéteren Wachstums bedeutend zuriick.

4. Eine oder mehrere der inneren Zellen ahmen die ausseren, mit Fort-
sdtzen versehenen Zellen nach (Abb. 9). Die Zahl der dusseren und inneren Zellen
ist in diesem Falle normal, weder grésser noch kleiner als gewdhnlich. Diese
Abnormitdtenart weist auf eine Beziehung mit der Soriastrum-Gattung hin.

5. Eine oder mehrere der &usseren und inneren Zellen wechseln ihren
Platz (Abb. 10). Anordnungsfehler. Scheinbar identische Abnormitdt mit der
des ersten Typs. Wdahrend aber beim ersten Typ die Randzellenzahl die normale
Zahl um eine oder mehrere Zellen Gbertrifft (Untertyp a) oder aber die Zahl
der Randzellen normal ist, wobei aber nicht samtliche mit Fortsdatzen versehen
und sadmtliche inneren Zellen fortsatzlos sind (Untertyp b), sind in den zum
5. Typ gehdrigen Abnormitdten eine oder mehrere der inneren Zellen mit Fort-
satzen versehen und eine oder mehrere der &usseren Zellen fortsatzlos.

6. Auf den Zellen erscheinen Uberzdhlige Fortsdtze (Abb. 11). Prospektive
Verédnderung. Im Falle von P. simplex gegen die Arten vom Typ P. boryanum,
P. duplex. Im Falle der mit zwei Fortsdtzen versehenen Arten gegen den Typ
P. biradiatum Meyen. In der Pediastrum-Gattung durften die fortsatzlosen
Arten, in denen kein nennenswerter Unterschied zwischen den &usseren und
inneren Zellen besteht, die dlteren Arten darstellen. Der Entwicklungsweg fihrt
von den fortsatzlosen Arten zu den mit einem, zwei bzw. mehreren Fortsatzen
versehenen Arten.

7. Zwei Schwéarmer wachsen zusammen. Entwicklungsanomalie. Die zu-
sammengewachsenen Zellen sind in allen Féallen bedeutend grdésser als die
tUbrigen Zellen ; die Zeilenzahl des Zdénobiums ist in solchen Féllen immer um
eine Zelle geringer (Abb. 12). Es wurde aber bloss das Zusammenwachsen von
zwei Zellen beobachtet. Innerhalb eines einzigen Zénobiums sind niemals mehr
als zwei Zellen zusammengewachsen.

8. Die Zdnobiumzellen bilden einen straussartigen Haufen. Diese Abnor-
mitdt hat auf den ersten Blick viel Ahnlichkeit mit den Arten der Coelastrum-
Gattung oder im Falle von Zellen mit mehreren Fortsdtzen mit denen der Sora-
strum-Gattung. Die normalen zweidimensionierten Pediastrum-liolonien werden
zu dreidimensionierten. Prospektive Verdnderung.
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In ein und demselben Zénobium kénnen auch mehrere Abnormitdtstypen
erscheinen !

Die Reihenfolge der Pediasirum-Abnormitidten, der Verdnderungen,
bezeichnet gleichzeitig ihre H4aufigkeit. Neben der Abnormitdt vom Typ 1
— genauer Typ 1 o — bleiben alle GUbrigen zusammen weit zurick. Die H&lfte
der Abnormitaten trat auf 16zelligen, beinahe ein Drittel auf 8zelligen und
ein Funftel auf 32zelligen Z6énobien auf. Auf 4- und 64zelligen Kolonien sind

Pediastrum duplex Meyek, 1000 x, 12. Pediastrum boryanum (Turp.) Menegh. 1000 X,
13—14. Crucigenia quadrata var. octogvna f. pulchra Hortob. 1500 X, 15. Scenedesmus
armutus var. Chodati Smith. 1500 X, 16. Scenedesmus crassus Chod. 700 X, 17. Scenedesmus
quadricauda Chod. 600 X, 18—19. Scenedesmus armatus var. boglariensis Hortob. 1500 X

Abnormitdten &usserst selten. Auf dem Sammelort waren die 16- und 8zel-
ligen Zo6nobien die h&ufigsten, die seltensten waren die 4zelligen.

Nach BIGEARD kann die Lebensweise (pelagisch, benthisch usw.) und
das Alter der Kolonien die Zellen stark verdndern. Dies kann nach ihm in
solchem Ausmass geschehen, dass sie den Anschein von verschiedenen Arten
erregen [1, p. 109]. Es scheint uns allerdings richtiger, seine Feststellungen
so zu formulieren, dass die Verdnderungen unter der Einwirkung von ver-
schiedenen Umweltfaktoren (chemischer Zustand, Nahrung, Lichtverhélt-
nisse, Fluktuation usw.) entstehen. Ubrigens bestatigen die Balatoner Beobach-
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tungen in vollem Ausmass die auf die Uberaus grosse Variabilitdt der Pediastrum-
Arten beziglichen Feststellungen von BIGEARD.

Uberraschend waren im Seston des freien Wassers von Balatonboglar
im Juni die vielen teratologischen Formen von Crucigenia quadrata var. octo-
gona f. pulchra. Die Zellwand schwoll auf einem bestimmten Platz auffallend
hervor, worin das Plasma * eindrang (Abb. 13—14). In solchen Zellen konnte
niemals eine Autosporenbildung wahrgenommen werden. Aller Wahrschein-
lichkeit nach ist dies ein durch Bakterien (Zelluloseabbauer?), mdglicherweise
auch durch Viren verursachtes degeneratives Symptom. Eine Algenpilzansied-

Abb. 20—21. Tetraslrum staurogeniaeforme (Schroed.) Lemm. 800 X, 22. Gloeoactinium
limneticum G. M. Smith. 2000 X, 23. Staurastrum gracile Raifs. 500 X

lung wurde nie beobachtet. Diese Pflanze vermehrt sich in der grdssten Zahl
im Juni, sie bildet 3% der Algen des Phytosestons und 23,1% der Chlorophyzeen.
Diese Pflanze kann, mit Ausnahme von Dezember—M&é&rz gesammelt werden,
ihre abnormen Exemplare wurden jedoch bloss im Juni gefunden.

Scereedesmus-Teratologien wurden in den Winter- und in den frihen
Frihlingsmonaten angetroffen, obwohl die Individuenzahl in den Sommer-
und Herbstmonaten am hochsten ist. Die Scenedesmus-Abnormitédten kénnen
in vier Typen eingereiht werden :

1. Die Zeilenzahl der Zénobien ist grosser (Abb. 15). Die diese Erscheinung
hervorrufende Ursache besteht in der Uberzdhligen Teilung einer oder mehrerer
der in den Mutterzellen befindlichen Autosporen. Es wurden grdsstenteils
5zellige abnorme Zdnobien angetroffen.

2. Das Zusammenwachsen der Autosporen bzw. ihre unvollkommene
Teilung. In ein und demselben Z6nobium wachsen nie mehr als zwei Zellen
zusammen. Die auf diese Weise entstandene Zelle ist bedeutend grosser als
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die Ubrigen und die Zeilenzahl der Kolonie ist um eine weniger. Dies wurde
auf einem 3zelligen Zo6nobium beobachtet (Abb. 16).

3. Die Reduktion der Dornen bzw. ihre rudimentédre Entwicklung (Abb.
17—18). Die Verringerung der Zahl der auf den Zwischenzellen angeordneten
Dornen bzw. ihre unvollkommene Entwicklung ist ebenfalls eine h&ufige Er-
scheinung. Viel charakteristischer ist die geringere Zahl der &usseren langen
Dornen oder ihre Lange, die kirzer ist als normal. Zumeist fehlt, wie z. B.
bei Scenedesmus quadricauda, ein langer Dorn (auch auf Grund von in ande-
ren Biotopen durchgefiihrten Beobachtungen). Die »bicaudatus«-Formen
kénnen auf solche, gefestigte Dornenreduktionen zurtickgefuhrt werden.

4. Verdoppelung der Dornen. Kann auch auf den &usseren- und Zwischen-*
zellen Vorkommen. Auf den d&dusseren Zellen seltener (Abb. 19).

Diese Reihenfolge weist ebenso wie bei den Pediastrum-Arten auch hier
auf die Haufigkeit hin.

Die Abnormitdten von Tetrastrum staurogeniaeforme beschrédnken sich
auf die gebogene Erscheinung der Dornen und auf ihre verringerte Zahl (Abb.
20—21). Auf gewissen Zellen geht die Dornenreduktion so weit, dass sie form-
lich den Anschein einer Zelle von T. elegans P1ayf. haben. Von den vier Zellen
des Zoénobiums kann sich hdéchstens auf einer einzigen Zelle die Dornenzahl
derart reduzieren. Die Dornenldnge von T. staurogeniaeforme variiert aus-
serordentlich. Die Dornenldnge steht in enger Beziehung zu dem Alter der
Zelle.

Die einzige abweichende Kolonie der kdlteliebenden Art Gloeoactinium
limneticum wurde im Monat Dezember beobachtet. Die Zellen waren abnormal.
Neben den normalen Zellen waren in der Kolonie auch birnen-, nieren- und
herzformige Zellen anwesend. Sie haben sich vermutlich infolge von parasiti-
schen Mikroorganismen derart deformiert (Abb. 22).

Die einzige Conjugatophyceae-Abnormitdt wurde gleichfalls im Dezember
beobachtet. Ein Fortsatz von Staurastrum gracile fehlte. Entwicklungsano-
malie (Abb. 23).

Von den Teratologien der Blaualge Lyngbya circumcreta kam uns ein
einziges Exemplar unter die Augen. Unregelmdssige Fadenwindungen. Mai-
exemplar.

Vom abnormen Faden des in einem einzigen Exemplar vorkommenden
Stammes Cyanophyta abgesehen, haben sich die Abnormitdten auf den Chloro-
phyta-Stamm beschrédnkt. Teratologische Exemplare wurden weder in den
83 Arten z&hlenden Euglenophyta-, noch in den 56 Arten aufweisenden
Chrysophyta- und in den mit 12 Arten beteiligten Pvrrophyta-Stammen gefun-
den. Und doch gehéren nicht viel weniger Pflanzen (151) zu diesen drei Stdm-
men als zu den Chlorophytonen (192).

Von zwei Ausnahme abgesehen, kamen in den Grilinalgen Abnormitdten
bloss in der Ordnung Chlorococcales vor. Diese Ordnung wies in samtlichen
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Monaten die grésste Mannigfaltigkeit auf. lhre Artenzahl ist grésser als die
sdmtlicher Algengruppen und ihr gehdren die variabelsten Gattungen des
Balaton an. Im Laufe des ganzen Jahres gehdren die Griinalgen Ubrigens auch
quantitative zu den fihrenden Arten. Diese Verdnderlichkeit des Chlorophyta-
Stammes spricht dafir, dass der Stamm eine jingere Ausgestaltung ist und
ein grdsseres Anpassungsvermdgen besitzt als die Stimme Cyanophyta, Eugle-
nophyta, Chrysophyla und Pyrrophyta.

Es wurden keine Abnormitdten wahrgenommen auf den hdufigsten, im
Seston des freien Wassers mit sandigem Grund von Balatonboglar lebenden
Algen, auf den Pflanzen : Gomphosphaeria lacustris Chod., Ceratium hirundi-
nella (O. F. M.) Bergh., Holopedia irregularis Lagerh., Planctonema Lauterborni
Schmidle, Phacotus lenticularis (Ehr) Stein, Aphanizomenon flos-aquae (L.)
Ralfs (die Reihenfolge zeigt gleichzeitig auch die Haufigkeit an), auf den
zahlreichen Bacillariophyzeen und auf noch vielen, in weit grdosserer Zahl vor-
kommenden Algen als die Teratologien aufweisenden Organismen. Das Massen-
vorkommen geht nicht mit einer grésseren zahlenméssigen Erscheinung der
Abnormitdten, ja nicht einmal mit dem Vorkommen der Abnormitdten einher.
Massenerscheinung und zahlreiche teratologische Exemplare kamen in Balaton-
bogléar in einem einzigen Falle vor. Es ist jedoch zu bemerken, dass die Balaton-
forschung schon von einigen Ceratium-Abnormitdten Kenntnis hat [3, 4].

In bezug auf die teratologischen Algen wurden im toten Arm »Nagyfa«
der Theiss schon systematische, sich auf sdmtliche Monate des Jahres erstrek-
kende Untersuchungen auf lebendem und fixiertem Material durchgefihrt [5, 6 ].
Auch dort fiel das Auftreten der Abnormitdten in grossem Ausmass auf die
Fruhjahrs- und Sommermonate. Im toten Arm »Nagyfa« der Theiss wurden die
meisten Algen von abweichender Gestalt im Mai, im Balaton etwas spdter, im
Juni und Juli gefunden. Die Uberwiegende Mehrzahl der Abnormitdten fiel auch
dort auf die Chlorococcales-Ordnung der Chlorophyzeen. Auch darin stimmen
sie Uberein, dass die meisten Teratologien in der Pediastrum-Gattung Vorkommen.
W dhrend im toten Arm der Theiss Pediastrum Boryanum die meisten Abnormi-
tdten aufwies, kamen im Balaton die meisten in der Art P. simplex vor. Auch
die teratologischen Zdnobien von P. Boryanum sind im Balaton nicht selten,
wogegen im toten Arm »Nagyfa« die P. sim/dex-Abnormitdten dusserst rar sind.
Ein &hnliches Verhéltnis zeigt sich in den einzelnen Pediasirum-Abnormitéts-
typen (Tabelle 3).

Auch im toten Arm der Theiss Ubersteigt die Zahl der Teratologien vom
Typ 1 bei weitem die Gesamtzahl der Ubrigen. Auch im toten Arm »Nagyfa«
wurden die meisten Abnormitdten auf den l6zelligen Zdnobien gefunden (60%).
Es folgten die 32zelligen (24%) und die 8zelligen (16%).

Die Untersuchung der Teratologien, das Studium der einen hohen Poly-
morphismus aufweisenden Arten, trdgt mit nitzlichen Angaben zur Bestim-
mung der verwandtschaftlichen Beziehungen der Mikroorganismen bei.
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Tabelle 3
Pediastrum-Abnormitaten

Abnormitéatstyp Abnormitatszahl
in Balatonboglar imdet?[‘el'TweAisrem
1 Viele 41
2 5 6
3 3 4
4 1 1
5 1 —
6 1 4
7 1 2
8 1 —
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CNYYAN TEPATONOIMMM BOLAOPOC/IEM N3 CECTOHA 03. BAJIATOH
N NX 3HAYEHWME B NCTOPUN PA3BUTUNA

ABTOpOM 6blM HalgeHbl ciyyau TepatonorMm Ha 14 n3 402 pasHbIX opraHusmoB (ToO
ecTb Ha 3,5% Bcex opraHu3MoB), 06HapyXXeHHbIX Npyu 06paboTKe CHOPOB CECTOHA, MPOBEAEH-
HbiX B BanatoH6ornape B OTKpPbITO/ BOAE C NecyaHbIM 4HOM B TeueHue 1942—1943 rr.

BonbLue Bcero ypoacTs 06HapyXeHo B poge Pediastrum, npuyemM Ha nepBom MecTe CTOUT
Bug P. simplex HecmMOTps Ha TO, YTO 3TOT BWA U He ABNSAETCH Yalle BCEro BCTPevaroLmmcs
BMaom Pediastrum o3epa BanaTtoH. Kaxpgbllii NATbIA 3K3eMMONAP CECTOHA OTKPbITOM BOAbI U
KaXX[blli TPeTuii-4eTBEPTbIA 3K3eMNAAP HabepeXXHOro CcecToHa MpPosABNSET KaKyk-HUbYab
aHoManunio, Npuyem LeHO6UN C MEHbLUMM YMC/IOM KNeTOK aBTOPOM He 6blIM pacCMOTPeHbl Kak
aHomanuu. ABTOp 3a4ncnseT aHomanuu sugos Pediastrum B 9 Tuno.. NonoBUHaA cnyyaes Tepa-
TONOrMM 6bIN LeHOBUAMKM ¢ 16 KneTKamu, NoyTu ofHa TPeTb — LeHoOMAMM M3 8 KIEeTOK, a
0flHa MATas 4YacTb NpefcTaBnsna co6oi LeHO6UM M3 32 KIETOK.
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AHomanun Buga Crucigenia quadrala var. oclogona f. pulchra nposiBnsnucb B Bbl-
MYyKNOCTAX HapPY>KHOW YacTu KIeTOoK. AHOManmMu Buga Scenedesmus MOXHO 3a4ncCInTb B 4
Tvna. KonmuectBo wwmnoB Buga Tetrastrum slaurogeniaeforme MeHbLUe, ¥ OHU WU30THYTbIE.
B opgHoii ueHobunm Buaa Gloeoactinium limneticum ¢opmbl KNeTOK ypoanvebie. Y Buga
Staurastrum gracile ognH M3 OTPOCTKOB OTCYTCTBOBal. Y Buga Lyngbya limnetica Butkn
HenpaBW/bHbIe.

Bce aHOManuMu o6Hapy>MBanuCb — 3a MWCK/IIOYEHWEM ABYX C/ly4aeB — Yy nopsika
Chlorococcales, siBnsitoLerocsi BO BCeX Mecsilax MOPSIAKOM C HavbOMbLLIMM YMUCIOM BUAOB,
M K KOTOPOMY OTHOCSITCSI CaMble M3MeHUMBble pofbl 03epa BanaToH. V3MeHYMBOCTb BW0B
Chlorophycea roBopuT 3a TO, YTO OHW ABAAKOTCA 60/Mee MONOAbIMM 06pasoBaHMAMM K 0bna-
falT 6onblleit cnocobHOCTbIO npucnocobneHnss dem pogbl Cyanophyceae, Euglenophyceae,
Chrysophyceae 1 Dinophyceae. Bonblioe umcno ocobeli He CBSA3aHO C MOBbILWEHVEM 4ucna
aHOMa/INIA, 1 flaXke He C MX BCTPEYaeMOCTbIO BOOGLLE. Bogopocnv ¢ aHOManusiMu He SIBAAKOTCSA
roCnoACTBYHOLLMMI PacTeHUsMU € 6OMbLUMM YMCIOM MHAMBUAYYMOB 03. BanaToH. BpocaeTcs
B rfasa, Yto y pacTeHWil, KOTopble Mpeo6iafaldT B KOMMYECTBEHHOM OTHOLLEHWW, aBTOPOM
He 6bl10 00Hapy>eHo ypoacTB (Gomphosphaeria lacustris, Ceratium hirundinella, Phacotus
lenticularis).

LES ALGUES TERATOLOGIQUES DANS LE SESTON DU LAC BALATON
ET LEUR LMPORTANCE DU POINT DE VUE DE L’EVOLUTION

Parmi les 402 organismes rencontrés au cours de |’élaboration des collections de seston
recueillies dans I’eau a fond sableux, au large de Balatonboglar, en 1942—43, nous avons observé
14 especes tératologiques, c’est a dire 3,5 p. cent des organismes.

Le plus grand nombre de formes anormales se trouve chez le genre Pediastrum, surtout
chez P. simplex, bien que cette espéce ne soit pas la plus répandue dans le Lac Balaton. Dans
le seston de I’eau du large un examplaire sur cing, et dans celui du port un examplaire sur trois
ou quatre présentent une anomalie quelconque, bien qu’on n’ait pas enregistré les cénobes a
nombre réduit de cellules comme anomalies. Les anomalies de Pediastrum furent classées en 8
types. La moitié des formes tératologiques consiste en cénobes a 16 cellules, presque un tiers,
en cénobes a 8 cellules et un cinquieme en cénobes a 32 cellules.

Les anomalies de Crucigenia quadrata var. octogona f. pulchra se manifestent sous la forme
de protubérances de la partie extérieure des cellules. Les anomalies de Scenedesmus peuvent
étre classées en 4 types. Les épines de Tetrastrum staurogeniaeforme sont de nombre plus réduit,
et elles sont recourbées. Dans une colonie de Gloeoactinium limneticum les cellules étaient anor-
males. Chez Staurastrum gracile un des procés manque. Les spires de Lyngbia limnetica étaient
irréguliéres.

Les anomalies — a I’exception de deux — se sont rencontrées dans Tordre des Chloro-
coccales. Pendant tous les mois de Tannée cet ordre a le plus grand nombre d’espéces et les genres
les plus variables du Lac Balaton. Cette variabilité des Chlorophycées semble prouver que leur
formation est de date plus récente et que leur pouvoir d’adaptation est plus grand que celui
des Cyanophycées, des Euglenophycées, des Chrysophycées et des Dinophycées.

Le grand nombre d’individus n’implique pas un plus grand nombre d’anomalies, ni méme
leur occurrence. Les algues qui présentent des anomalies n’appartiennent méme pas aux plantes
du Balaton possédant le plus grand nombre d’individus. Il est curieux, que chez les plantes qui
dominent quantitativement nous n’avons pas observé d’anomalies (Gomphosphaeria lacustris»
Ceratium hirundinella, Phacotus lenticularis etc.).

Tibor Hortobagyi, Eger, Szabadsag-tér 2., Ungarn.
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Zusammenfassung

An Hand einer Reihe teils neurohistologischer, teils experimenteller Beobachtungen
werden die moglichen Ursachen der Kreuzung von nervosen Leitungsbahnen analysiert. Es
wird als wahrscheinlich angenommen, dass folgende Faktoren eine wichtige Rolle spielen: 1.
Eine geregelte Achsenorientation der Neuroblasten und die Tendenz der auswachsenden Nerven-
fortsatze, die durch die Achsenorientation festgelcgte Richtung eine Strecke beizubehalten.
2. Aspezifische und spezifische Leitstrukturen, die die Wachstumsrichtung der Gber sie vordrin-
genden Nervenfortsatze bestimmen. 3. Den sich kreuzenden Systemen innewohnende »indivi-
duelle« Tendenzen, trotz abnormer Umgebung ihren charakteristischen Verlauf innezuhalten.

Problemstellung

Wohl jeder, der sich mit dem Bau und der Funktion des Nervensystems
befasste, hat sich seine Gedanken Uber die Bedeutung der Kreuzung von Nerven-
bahnen gemacht. Dass die beiden Hdalften des Zentralnervensystems miteinander
innigst verbunden sein mussen, d. h. also die biologische Notwendigkeit kom-
missuraler Systeme, ist ohne weiteres einzusehen. Weniger klar ist die biolo-
gische Bedeutung der Kreuzung projektiver Systeme und zwar sowohl bei auf-
als auch bei absteigenden Bahnen. Interessanterweise ist dieses Problem meist
von seiner teleologischen Seite angegriffen worden und die geistreichen Aus-
fuhrungen von Cajal [4] Uber die Opticuskreuzung sind trotz einiger Unstim -
migkeiten, die sich aus der heute besser gekannten Projektion verschiedener
Retinabezirke auf die primare Sehrinde ergeben, sehr lesenswert und geben uns
ein gutes Bild von der biologischen Okonomie der Konstruktion des Nerven-
systems. Der Frage nach der Zweckmadssigkeit einer Struktur oder Anordung
wollen wir die wissenschaftliche Bedeutung nicht abstreiten, es ist dies jedoch
in den meisten F&llen nicht der beste Weg ein so kompliziertes Problem in An-
griff zu nehmen. Die andere und weniger verfadngliche Seite von der so eine
Frage angendhert werden kann, ist eine durch ZweckmadssigkeitsVorstellungen
unbeeinflusste Analyse jener Faktoren, die bei der Ausbildung von Nerven-
bahnkreuzungen eine Rolle spielen diirften. In vorliegender Arbeit unternehmen
wir den Versuch, an einer Reihe von Beispielen — im Rahmen unserer heutigen
Kentnisse Uber die richtunggebenden Faktoren des Nervenwachstums — auf
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einige Momente hinzuweisen, die bei der ontogenetischen Ausbildung von
Bahnkreuzungen in Betracht kommen.

Das Problem der Kreuzungen von Nervenbahnen ist ein wesentlich viel-
seitigeres, als es aus der Betrachtung der eklatanten Kreuzungen hervorgeht,
wie Opticuskreuzung, Pyramidenkreuzung, Trochleariswurzelkreuzung usw.
W ir glauben, dass das Verstdndnis flr diese Frage wesentlich gefdérdert wird,
wenn man neben diesen Bahnkreuzungen in erster Linie auch jene ,Elementar-
kreuzungen” — so wollen wir diese Erscheinung nennen — analysiert, die sich
ungemein hdufig bei der Projektion peripherischer Innervationsgebiete in den
primdren Zentren zeigen. Beispiele fir die ,umgekehrte Projektion” periphe-
rischer Innervationsgebiete sind sehr zahlreich, wobei freilich die Umkehrungs-
achse in verschiedenen Gebieten recht verschieden liegen mag. Ein allgemein
bekanntes Beispiel ist die Projektion des Muskelsegments auf das Vorderhorn
des Ruckenmarks, bei der eine Kreuzung der Fasern eigentlich in doppeltem
Sinne angenommen werden muss, und zwar einer zwischen den fir den ventralen
und dorsalen Ast bestimmten und einer zwischen den fiir Extensoren und Flexo-
ren bestimmten Faserngruppen. Diese letztere Kreuzung ist allerdings nicht
ganz klargelegt. Dasselbe Prinzip gilt auch fur die umgekehrte Projektion des
Dermatoms auf die Substantia gelatinosa Rolandi [17]. Bei einigen motorischen
Hirnnervenkemen, besonders Nucleus facialis und trigemini, gibt es eine sehr
deutliche umgekehrte dorsoventrale Projektion [15, 16]. Gut bekannt ist die
BItEGMANsche umgekehrte Lokalisation der drei Trigeminuséste in der Radix
spinalis, der auch eine umgekehrte Projektion der durch die Aste versorgten
Hautgebiete im Nucleus tractus spinalis nervi trigemini entspricht [2, 17].
Allgemein bekannt ist auch die umgekehrte Projektion der Retina (auch abge-
sehen von der Sehnervenkreuzung) auf das Tectum opticum bei niederen Verte-
braten [13], dessen Prinzip auch fir die Projektion auf die vorderen Vierhigel
bei S&ugern erhalten ist [3].

Wir wollen keineswegs behaupten, dass diesem allgemeinen Kreuzungs-
prinzip der Projektion peripherischer Versorgungsgebiete in den Zentren stets
die gleichen Ursachen zugrundliegen, glauben aber, dass eine ndhere Unter-
suchung dieser ,Elementarkreuzungen” einige Momente klarer beleuchtet, die
beim Problem der Nervenbahnkreuzung im allgemeinen in Betracht gezogen
werden mussen.

Die »primére« Achsenorientation der Neuroblasten und das geradlinige Wachstum
der Nervenfasern

Zahlreiche Erfahrungen besonders der Gewebszichtung zeigen, dass in
tinorientiertem (z. B. flussigem) Medium die Nervenfasern eine anfangs ange-
nommene Wachstumsrichtung geradlinig solange beibehalten, bis sie nicht
durch irgendwelche Kré&fte von dieser Richtung abgedrdngt werden. Anderer-



ZUM PROBLEM DER KREUZUNG VON NERVENBAHNEN 217

seits wissen wir, dass bei einer bestimmten Gruppe von Neuroblasten der Nerven-
fortsatz nicht wahllos entspringt, sondern stets ziemlich genau orientiert in
einer bestimmten Richtung hervorwéachst. Die Neuroblasten zeigen also beziig-
lich des Auswachsens ihrer Nervenfortsdtze eine ziemlich regelméssige Achsen-
orientation. Diese beiden Momente missen, wenn auch vielleicht nur fir kurze
Strecken, die Wachstumsrichtung der auswachsenden Nervenfortsdtze bestim-
men. Wir wollen nun an einigen Beispielen der Frage nachgehen, ob im Orga-
nismus selbst solche Faktoren uUberhaupt eine Rolle spielen durften.

Die Brkgmansche Lokalisation der Trigeminusaste im Tractus spinalis
nervi trigemini : Ohne auf diese Seite des Problems einzugehen, wird von Angtxlo
[1] die Achsenorientation von spindelférmigen Neuroblasten im Trigeminus-
ganglion von Rattenfeten zwischen 2—6 mm Lé&nge dargestellt. Die den Ramus
ophtalmicus bildenden Neuronen, in einem dorsal Uber die Augenblase nach
oral gerichteten Fortsatz der Ganglienanlage, sind mit ihren Achsen mit diesem
Fortsatz parallel orientiert, die zum Ramus mandibularis gehérenden Neuronen
liegen mit ihren Achsen in nahezu rechtem Winkel zu den ersteren und parallel
zu einem hinter der Augenblase in ventraler Richtung orientiertem Fortsatz.
Die Maxillarisneuronen bilden mit beiden ersteren je einen Winkel von an-
nédhrend 45°. Denkt man sich die aus den hinteren Polen der Neuroblasten ihren
Achsen gemdss gerichteten zentralen Fortsdtze gegen das Metencephalon ver-
ldngert, so missen sich die Fortsdtze beim Eintritt in den Hirnstamm Uber-
kreuzen und die zentralen Fortsdtze der Ophtalmicusneuronen ventral, und die
der Mandibularisneuronen dorsal zu liegen kommen. Dies entspricht den als
BREGMANSsche Lokalisation bekannten tatsadchlichen Verhéltnissen vollkommen
(Abb. la).

Die gekreuzte Projektion des Dermatoms in der Substantia gelatinosa Rolandi.
Besonders deutlich sieht man diese Verhéltnisse bei Eidechsenembryonen, aber
auch bei Huhnerembryonen sind sie zu erkennen. In dem Spinalganglion liegen
die Achsen der bipolaren Neuroblasten, die zu dem Ramus ventralis gehdren,
anndhernd in einer paramedianen Sagittalebene, wogegen jene der Ramus-
dorsalis-Neuronen nahezu einen rechten Winkel zu den ersteren bilden. Ver-
folgt man die zentralen Fortsidtze dieser Neuronen, so lasst sich ihre Uber-
kreuzung in der Dorsalwurzel deutlich beobachten (Abb. Ib—f). Das Ergebnis
dieser Uberkreuzung ist, dass die zentralen Fortsdtze der Ramus-dorsalis-
Neuronen ventral von jenen der Ramus-ventralis-Neuronen in das Hinterhorn
eintreten. Dies ist also im Prinzip dasselbe wie bei der BREGMANschen Loka-
lisation der zentralen Trigeminuszweige. Zieht man nun die infolge Ausbildung
des Hinterstranges zustandekommende Einbiegung der dorsalen Kante des
Hinterhornes nach medial in Betracht, so stimmt dieser Entwicklungsgang voll-
kommen mit dem Umstand iberein, dass der zum Ramus dorsalis gehdrende
Teil des Dermatoms in den lateralen, der zum Ramus ventralis gehdrende in
den medialen Teil der Substantia gelatinosa projiziert ist [17].

3 Acta Biologica V1/3-4
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Abb. 1. a) Zustandekommen der BUEGMANSschen Lokalisation in der Radix spinalis durch Uber-
kreuzung der zentralen Fortsatze der Neuronen des Ganglion trigemini. Achsenorientation der
1. Ophthalmicusneuronen, 2. Maxillarisneuronen, 3. Mandibularisneuronen nach Angaben von
Angulo[1]—Db) Querschnitt eines Eidechsenembryos ( Lacerlaviridis) von 2 Wochen,Rickenmark
und Spinalganglionanlage. Impragnation nach Bodian.— c¢) Rechteckiger Ausschnitt aus b) mit
starkerer Vergrosserung. Zentrale Fortsatze der zum Ramus venlralis gehérenden Neuronen.
—d)Derselbe Ausschnitt mit etwas anderer Feineinstellung, die zentralen Fortsatze der zu dem Ra-
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Kreuzung der Opticusfasern hinter der Linse bei Zyklopoiden. Die Bedeutung
der priméren Achsenorientation der Neuroblasten fir die Wachstumsrichtung
der Nervenfortsdtze zeigt sich besonders deutlich bei der Entwicklung des Nervus
opticus in spaltlosen Augen. Spaltlose Augenanlagen erh&lt man in einem sché-
nen Prozentsatz bei Zyklopoiden von Urodelen. In mehreren Versuchsserien
wurde bei Triturus taeniatus im Medullarplattenstadium (St. 15) nach Man-
gold[7] das dem vorderen Teil der Medullarplatte unterliegende Mesoderm
entfernt. Unter zahlreichen mehr oder minder inkompletten Fusionen der Augen-
anlage fanden sich einige (4 einwandfreie Fdlle) komplette spaltlose Zyklopen
(Abb. 2a).

An nach BODIAN impraegnierten Praeparaten ist mit vollkommener Deut-
lichkeit zu beobachten, dass sich die aus den beiden Hélften der Ganglienzell-
schichte hervortretenden und medialwdérts verlaufenden Opticusfasern hinter
der Linse vollkommen kreuzen und je einen Nervus opticus bilden, die unter
einem Winkel von etwa 90° divergierend ohne jeden sichtbaren praeformierten
Spalt die Retinaanlage durchbohren und in den seitlich-hinteren Quadranten
des Auges im Pigmentepithel stecken bleiben (Abb. 2b—e). Diese Beobach-
tung illustriert einesteils die bekannte Tatsache, dass ohne Augenspalt und
Augenbecherstiel der Nervus opticus nicht aus der Augenanlage austreten kann,
anderenteils aber auch, dass in Ermangelung eines Augenspalts die von jeder
Hé&lfte der zyklopoiden Retina sich sammelnden Opticusfasern ihren urspring-
lichen nach medial und hinten gerichteten Verlauf (iber die Mittellinie hinaus
beibehalten und nach kompletter Kreuzung mit den Fasern der gegeniiber-
liegenden Retinah&lfte ihre urspringliche Verlaufsrichtung (nun nach lateral
und hinten) fortsetzen. Da von einem in dieser Richtung vorhandenen Augen-
spalt keine Rede sein kann, zeigt dies, dass in Ermangelung der Hauptleitstruktur
des Nervus opticus die Nervenfasern ihren Weg ihrer urspriinglichen Achsen-
orientation entsprechend in einer Richtung und durch Strukturen fortsetzen,
wo sie unter normalen Bedingungen niemals hingelangen.

Bestimmung der Wachstumsrichtung der Nervenfortsdtze durch »Leitstrukturen«

Durch die geistreichen Versuchsanordnungen von WEISS [19] besonders
im Gebiete der Gewebsziichtung, ist die richtungbestimmende Rolle der mizel-
laren Ultrastruktur des Mediums fur das Wachstum der Nervenfasern Kklar
dargetan. Hiezu gesellen sich zahlreiche Beobachtungen {ber embryonales
Wachstum und Regeneration von Nervenfasern, bei denen die Rolle von mizel-

mus dorsalis gehdrenden Neuronen kreuzen sich mit den ersteren und treten mehr ventral in das

Rickenmark ein. — €) Lage des auf f) dargestellten Ausschnitts aus einem anderen Segment,

wo die Orientation der Achsen der zu dem Ramus dorsalis (x) und zu dem Ramus ventralis (0)
gehdrenden Neuronen sichtbar ist.

3*
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Abb. 2. Zyklopsvon Triturus taeniatus. a) Ventralansicht, b) Langsschnitt, der aus der linken

Retinahalfte entspringende, hinter der Linse gekreuzte N. opticus, ist rechts sichtbar, der andere

liegt in einer etwas anderen Ebene. — c) Gibt die Lage des Ausschnitts an, der in d) bei starke-

rer Vergrosserung die Kreuzung der Opticusfasern hinter der Linse zeigt. —me) Schematische
Darstellung der Verhaltnisse
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laren, oder groberen Strukturen (Bindgewebfasern, Zelloberflachen usw.) als
Leitformation auswachsender Nervenfasern angenommen werden muss. Dass
solche mizellare Orientationen des Grundmediums bei den Kreuzungen der
Fasersysteme eine bedeutende Rolle spielen, ist recht wahrscheinlich. weEiss
[20] erw&hnt hierfur ein schénes Beispiel beim Medullarrohr. Es ist festgestellt [6],
dass die sagittale spaltférmige Gestalt des Zentralkanals an die Gegenwart der
Chorda dorsalis gebunden ist. Nach welss beruht dies darauf, dass die Mittel-
linie der Medullarplatte mittels eines Fasersystems in die Chorda verankert ist.
Beim Schluss des Medullarrohres werden die beiden Seitenflachen Uber diesem
Scharnier wie die Deckel eines Buches geschlossen. Dies muss im Ventralteil
des Medullarrohres zu starken transversalen Spannungen und dadurch zu einer
entsprechenden ultrastrukturellen Organisation des Mediums fiihren, welche
wohl zum Teil fur die Faserkreuzungen in der vorderen Kommissur verantwort-
lich sein durften. — Allerdings stecken solche Vorstellungen noch in ihren
»grob mechanistischen« Anfadngen und im Gesamtorganismus werden die Nerven-
fasern nicht durch so einfache allgemein-mechanische Momente, sondern wahr-
scheinlicher durch ein kompliziertes System teils aspezifischer, teils spezifischer
Leitelemente und Leitstrukturen fortgeleitet. Diese mussen, nachdem die Er-
gebnisse der Gewebszichtung auf einige allgemeine Faktoren hingewiesen
haben, fur jeden Spezialfall gesondert analysiert werden. Fir die Rolle spezi-
fischer Leitstrukturen findet man bei der Analyse des Wachstums des Nervus
opticus bei Zyklopoiden zahlreiche Hinweise.

Opticuskreuzung bei inkompletten Zyklopoiden. Die wachstumsrichtungs-
bestimmende Rolle des Augenspaltes und des Augenstiels fiir die Opticusfasern
ist bekannt [10]. Es ist auch bekannt [9], dass bei zyklopoiden Bildungen mit
vorhandenem Augenspalt der Nervus opticus sich immer in dem Augenspalt
ausbildet. Wir suchten unsere Zyklopoiden von Triturus taeniatus in Hinsicht
eventueller die Kreuzung der Opticusfasern bestimmender Faktoren auszu-
werten. In dieser Beziehung sind zwei Missbildungsformen interessant.

In die erste Gruppe kénnen wir 5 Tiere mit inkompletter Fusion der Augen-
anlage und zwei Linsen rechnen. Gemeinsam fir diese Gruppe ist die den beiden
Augenspalten entsprechend erfolgte ventro-mediane Vereinigung der Augen-
anlagen. Die Nervi optici treffen in allen 5 Féllen im vereinigten Retinagebiet
zusammen (Abb. 3a—d). Die Bilndel kreuzen sich deutlich, Uberschneiden sich
aber — im Gegensatz zu den im vorherigen Abschnitt erwé&dhnten Fé&llen (ohne
Augenspalt) — nicht, sondern ziehen gemeinsam in der Mittellinie der Augen-
anlage in dorsaler Richtung. Das gemeinsame Biindel tritt durch eine Offnung
des Pigmentepithels durch und erreicht die ventrale Kante des Zwischenhirnes
ziemlich genau in der Mittellinie. Es ist schwer den Verlauf aller Faserbindel
genau zu beobachten, soweit aber solche einwandfrei verfolgt werden konnten,
treten sie deutlich in die ihrem Ursprung entgegengesetzte Seite des Zwischen-
hirnes ein. Man kénnte sich dies schwerlich als Zufall vorstellen. Ahnlicher Ver-
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Abb. 3. a) Unvollstandiger Zyklops von Trituras tacniatus in Vorderansicht, bei dem dorsal
b) nur die Pigmentepithelschicht, ventral c) auch die Retinaanlage vereinigt ist. An der bezeich-
neten Stelle sieht man den medianen, von Augenbecherstielzellen umgebenen N. opticus. — d)
Ein anderer ahnlicher Fall, mit deutlicher Kreuzung der Opticusbiindel. — €) Vorderansicht
einer zyklopoiden Missbildung von Triturus taeniatus ohne Fusion, aber Dorsalposition der
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lauf der Nervenfasern ist auch bei menschlichen Zyklopoiden beschrieben
worden mit dem Unterschied, dass es sich bei diesen um verh&ltnismdssig lange
Nervi optici handelt, wogegen bei unseren Trituruszyklopen eigentlich kein Ner-
vus opticus ausserhalb der Augenanlage existiert. Interessanterweise finden
sich aber innerhalb der durch das Pigmentepithel eingeschlossenen Augen-
anlage eben solche pigmenttragende Zellen wie normalerweise im Augenstiel,
die den schon gekreuzten gemeinsamen Nervus opticus innerhalb der Augen-
anlage ebenso ums&umen, wie normalerweise den Nervus opticus ausserhalb
der Augenanlage.

Ist solch ein innerhalb der Augenanlage liegender Zellstiel nicht vor-
handen, so laufen die beiden Nervi optici ineinander und bilden entweder neuro-
artige Knéuel, oder ziehen einfach bis zu ihrem gegenseitigen Ursprungsgebiet
weiter, wo sie sich verlieren (3 Félle).

Aus diesen Beobachtungen geht klar hervor, dass die Ausbildung eines
Nervus opticus an die Existenz von speziellen Zellen gebunden ist, die normaler-
weise den Augenstiel bilden, die aber auch in teilweise vereinigte Augenanlagen
eindringend innerhalb der Anlage gekreuzte Opticusfasern an ihren Bestim-
mungsort leiten kdnnen. Das Eigentimliche dabei ist, dass trotz Kreuzung
der Opticusfasern in verschiedener Tiefe der Augenanlage und trotz sehr ver-
schieden langem Verlauf von der Kreuzung bis zur ventralen Kante des Dien-
cephalons alle sicher verfolgbaren Bindel in die ihrem Ursprung entgegen-
gesetzte Seite des Diericephalons gelangen.

In einer Anzahl unserer Beobachtungen waren die Befunde &hnlich wie
die von Rogers [9]. Eintritt beider Nervi optici auf die eine Seite. Es handelte
sich dabei aber um stark unregelmdssige und asymmetrische Bildungen — wie
im 0Ubrigen auch bei Rogers — aus denen sich unseres Erachtens keine
Schlisse ziehen lassen. Die von uns verwerteten Félle sind ausschliesslich solche
mit vollkommen symmetrischen Augen- und Hirnbildungen.

Zur zweiten Gruppe rechnen wir Missbildungen mit zu starker Dorsal-
position der Augenanlagen im Verhé&ltnis zur Ventralkante des Diencephalons
(2 Falle). In beiden Fallen richtete sich der Augenstiel nicht tangential auf die
Ventralseite des Zwischenhirns, sondern eher senkrecht auf dessen Seitenflachen.
Die Folge davon ist im einen Falle eine nur teilweise Kreuzung der Nerven-
fasern und Abbiegen des grésseren Teils der Fasern ins Diencephalon der eigenen
Seite. Im anderen Falle (Abb. 3e—h), bei dem die Ventralkante des Diencepha-
lons abnorm zellreich ist, biegen beide Nervi optici auf der eigenen Seite nach
dorsal um. Interessanterweise setzen aber die Fasern ihren nach dorsocaudal
gerichteten Verlauf nur solange fort, bis die abnorm ventral liegende Zellgruppe

Augenanlagen, f) Frontalschnitt, in g) sieht man an den mit Pfeilen bczeichneten Stellen den
'Eintrtt der N. optici auf die eigene Seite. — h) Nachdem etwas caudalwarts die ventrale Zell-
gruppe aufhort, kreuzen sich die Opticusfasern au abnormer Stelle
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anhdlt. Sobald sie einige Schnitte weiter caudal aufhdrt, biegen die Faserbindel
des Tractus opticus scharfnach medial um (Abb. 3h) und kreuzen sich wesentlich
caudal und dorsal von ihrer normalen Kreuzungsstelle und gelangen in ihrem
weiteren Verlauf zu ihrem normalen Endigungsort im gegenseitigen Tectum.
Dieser Fall ist insofern interessant, als sich hier beide Tractus optici nach ab-
normem Eintritt in die eigene Seite des Zwischenhirns, aber nach einer, vom
Fehlen der Kreuzung abgesehen, angenommen normalen Verlaufsrichtung im
Zwischenhirn ohne sichtbaren Grund — d. h. allerdings nach Wegfall des Hin-
dernisses, das sie an der Kreuzung an normaler Stelle hinderte — scharf um-
biegend, an abnormem Orte nachtréglich kreuzen.

Diese Beobachtungen deuten dahin, dass durch die in den pigmenthaltigen
Augenstielzellen gegebene Leitstruktur der Verlauf des Nervus opticus normaler-
weise ausserhalb der Augenanlage (bei zyklopoiden Bildungen auch innerhalb
derselben) festgelegt ist, und dadurch besonders im Normalfalle die Bedingungen
fir eine totale Kreuzung des Nervus opticus weitgehend gesichert sind, da die-
Opticusfasern genau tangential an die Ventralfliche des Diencephalons heran-
gefliihrt werden. Bei zyklopoiden Misshildungen sind die Augenstielzellen schein-
bar unerlédsslich fir die Herausfihrung der innerhalb der Augenanlage gekreuzten
Opticusfasern. In diesen Féllen ist es aber unverstédndlich, wie die einen medianen
innerhalb der Augenanlage liegenden Augenstiel bildenden Leitstrukturen die
vorwiegende gekreuzte Verbindung zwischen Retinah&lfte und Diencephalon
sichern. Vollends jene Beobachtung aber, die eine nachtragliche Kreuzung von
Opticusfasern nach Eintritt in die eigene Diencephalonseite zeigt, deutet darauf,,
dass bei der Kreuzung der Opticusfasern ein Faktor eine Rolle spielen muss,
der mit der urspriinglichen Richtung des Wachstums und mit Leitstrukturen
nicht im Zusammenhédnge stehen kann, sondern als den Opticusneuronen spezi-
fische »innere Gegebenheit« betrachtet werden muss. Solche, den Neuronen
innewohnende, spezifische Eigenschaften mussten zur Erkladrung des Ver-
haltens ihrer Ausldufer nach Achsendrehungen und sonstigen Transplantationen
ihres Stammgebietes auch von anderen Autoren angenommen werden [8]-

Die Frage nach einer »Seitenspezifitdit« der Neuronen

Das (Uberaus interessante neue Tatsachenmaterial, das — ausgehend von-
frihen Beobachtungen von weliss [18] —iber die Spezifitdt der Neuronen vor
allem durch Sperry[ll] und Stone [12] zutage gefdordert wurde, l&4sst den
Gedanken aufkommen, ob bei der Kreuzung gewisser Fasersysteme nicht eine-
»Seitenspezifitdt« der Neuronen eine Rolle spielt. Diese kénnte man sich int
Sinne einer gewissen Affinitdt der Ausldufer gewisser Neuronen fiir irgendeine
spezifische Eigenschaft der Hirnanlage der entgegengesetzten Seite vorstellen.
Gewisse zeitliche Unterschiede bei der Differentiation von Gewebselementen der
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beiden Kdérperhdlften wurden schon beobachtet [5], so dass die Annahme eines
Unterschiedes, wenn auch nur eines zeitlichen, durchaus nicht unmdglich ist.
Aus den Untersuchungen von Sperry [11] geht hervor, dass durch geeignete
Eingriffe der Nervus opticus von Anuren mit dem gleichseitigen Tractus opticus
verbunden werden kann und dadurch seitenvertauschte Gesichtsfelder geschaf-
fen werden kénnen. In unserem zahlreichen Material seitenvertauschter Trans-
plantationen der Augenanlage bei Triturus taeniatus in praefunktionellen Stadien,
beobachteten wir einige Falle, bei denen teils vom transplantierten (2 Falle),
teils vom normalen Auge (4 Félle) bei Ausbildung der Larven auf seitenver-
tauschte Gesichtsfelder hindeutende Reflexe ausgeldst werden konnten. Histo-
logische Prufung zeigte in allen solchen Fé&llen das Einwachsen des Nervus
opticus in die eigene Seite des Tectum opticum. Der Umstand, dass vom seiten-
vertauscht eingesetzten Auge ein Einwachsen der Opticusfasern auf die eigene
(also urspringlich entgegensetzte) Seite nicht h&ufiger eintritt als beim normalen
Auge, zeigt deutlich, dass irgendeine »Affinitdt« der z. B. rechtseitigen Retina-
neuronen fir die linke Hirnh&lfte nicht existiert. Das die dem normalen Auge
entspringenden Opticusfasern hédufiger ungekreuzt bleiben, erkldrt sich leicht
dadurch, dass Stérungen der Hirnbildung auf der Seite der Transplantation ver-
héltnismé&ssig h&aufig die Kreuzung der Opticusfasern von der normalen Seite
verhindern. Nach frihembryonaler Transplantation von Retinaanlagen treten
Opticusneuronen im Tectum opticum ohne Rucksicht auf ihre Seitenzugehdrig-
keit, dem Spezifititgesetz von Sperry gemaéss, stets nur mit den ihnen »her-
kunftsgemdss« entsprechenden Tectumneuronen in funktionellen Zusammen-
hang; d. h.'urspringlich nasale Retinaneuronen kénnen — einerlei ob auf der
eigenen oder der Gegenseite — nur mit caudalen Tectumneuronen und urspring-
lich temporale Retinaneuronen nur mit oraleren Tectumneuronen in synap-
tischen Zusammenhang treten [14]. — Aus diesen Beobachtungen geht mit
unmissverstandlicher Deutlichkeit hervor, dass es wenigstens bei den Opticus-
neuronen keine Spur einer Seitenspezifitdt gibt. Die einander spiegelbildlich ent-
sprechenden Opticusneuronen der beiden Seiten sind beziglich funktioneller
Spezifitdt identisch, haben aber, im Sinne der im vorhergehenden Abschnitt
gesagten, einen »innewohnenden Hang« sich von der Seite, wo ihre Ursprungs-
zellen liegen, auf die andere Seite zu kreuzen.

Schlussbetrachtungen

Auf Grund der ausgefithrten Erwdgungen kommen als Ursachen der
Kreuzung nervdser Leitungsbahnen vorderhand folgende drei Faktoren in
Betracht :

1. Prim&re Achsenorientation der Neuroblasten und das geradlinige
Wachstum der Nervenfortsatze.
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2. Aspezifische oder spezifische Leitstrukturen in unmittelbarer Um-
gebung der auswachsenden Nervenfasern.

3. Den sich kreuzenden Systemen innewohnende »individuelle« Fahig-
keit, trotz weitgehend abnormer Umgebung ihren charakteristischen Verlauf
innezuhalten.

Abb. 4. Schematische Darstellung des »Camera obscura« Prinzips der Projektion peripherischer
Innervationsgebiete in den primaren Zentren. A. sensible, B. motorische Projektion. S. K. =
sensibler Endkern, W. E. Z. = Waurzeleintrittszone, S. G. = sensibles Ganglion, E. G. = End-
gebiet., M. G. = motorischer Kern, W. A. Z. = Wurzelaustrittszone, M. A. = Muskelanlage

Ad 1. Die geradlinige Wachstumtendenz und die primédre Achsenorien-
tation der Neuroblasten dirften vor allem beim Entstehen der Projektion
peripherischer Innervationsgebiete in den Zentren erster Ordnung eine Rolle
spielen. Die meisten somatotopischen Lokalisationen verhalten sich, als ob die
Projektion — besonders im Zeitpunkt ihrer Ausbildung — »mittels der Camera
obscura hergestellt worden wére«, wie wir dies grob schematisiert fir eine moto-
rische und sensible Projektion auf Abb. 4 darstellen. Dieser Darstellungsweise
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entspricht weitgehend die Tatsache, dass der Aus- und Eintritt von Neuronen
bei Zentralorganen an fest umrissene punkt- oder streifenfdrmige Bezirke
(Ein- bzw. Austrittszonen der Wurzeln) gebunden ist, was in diesem Falle dem
»Loch« der Lochkamera entsprechen wirde. In dem einleitenden Absatz hatten
wir Gelegenheit, auf die Existenz der zahlreichen »Elementarkreuzungen« oder
gekreuzten Projektionen hinzuweisen. Als Strukturen, bei welchen &hnliche
Momente eine Rolle spielen diirften, missen wir hierzu noch die inneren Chiasma-
bildungen der Insekten- und Cephalopodenretina rechnen. Hierbei dirften aber
auch Spannungen eine Bedeutung haben, wie sie von Weiss fiir das Gebiet
zwischen zwei benachbarten kompakteren und eventuell im Wachstum begrif-
fenen Gewebsmassen angenommen werden. — Wir mussen hervorheben, dass
man sich diese Zusammenhdnge freilich nicht grob mechanistisch denken darf,
sondern viel eher als Bedingungen, tlie besonders in frihen Stadien der philo-
genetischen Entwicklung zur Ausbildung dieser gekreuzten Projektionen bei-
getragen haben. In der Ontogenese wird man sich das Zustandekommen der
gekreuzten Projektionen durch das Zusammenwirken zahlreicher Bedingungen
und richtunggebender Faktoren vorstellen missen. Immerhin zeigt unser Bei-
spiel der Opticuskreuzung hinter der Linse bei spaltlosen Zyklopenaugen, dass
die primére Achsenorientation der Neuroblasten und die geradlinige W achstum -
tendenz der Nervenfortsdtze bei Gelegenheit weitgehend richtungsbestimmend
sein kdnnen, wenn andere Faktoren (Augenspalt und Augenstiel) wegfallen.

Ad 2. Aspezifische und spezifische Leitstrukturen mdgen bei den Kreu-
zungen allgemein eine bedeutende Rolle spielen. Das vorwiegende Auftreten
von Kreuzungen an jenen Stellen der Hirnanlagen, die im Laufe der Entwick-
lung scharf umgebogen werden, wo man also mit transversalen Spannungen der
M atrix rechnen muss, spricht fiur die Bedeutung wahrscheinlich aspezifischer
Leitstrukturen durch Spannungsorientation der Mizellen. Spannungsorientatio-
nen kdnnten durch verschiedene andere Ursachen auch an vielen anderen Stellen
des Medullarrohres (Biegungen, Flussigkeitsdruck und Strémung im Zentral-
kanal usw.) entstehen. — Beim Nervus opticus ist die vorherrschende Bedeu-
tung der Augenstielzellen offenbar. Sie bilden eine spezifische Leitstruktur,
fir die die Opticusfasern eine selektive Affinitdt besitzen. Bei der Durchsicht
der Schnittserien von insgesamt 25 zyklopoiden Missbildungen konnten wir
sehr oft unmittelbar in der N&he des Augenstieles teils unregelmdssig fort-
wachsende Nervenfasern der Hirnnerven, aber doch in keinem Falle eine Bei-
mengung solcher Fasern zum Augenstiel beobachten. Dagegen konnten ein-
wandfreie Opticusfasern ohne Augenstielelemente ausserhalb der Augenanlage
und des Diencephalons nicht einmal fir einige /n frei fortwachsen. Die Augen-
stielzellen bilden also eine weitgehend spezifische Leitstruktur fir Opticusfasern,
fir die peripherische Nervenfasern keinerlei Affinitdt besitzen. Die Bedingungen
fir die normalerweise totale Kreuzung (bei niederen Wirbeltieren) sind durch
die tangentiale Heranfuhrung der Opticusfasern an die scharf gebogene Ventral-
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flaiche (Kante) des Diencephalons gegeben. Werden die Opticusfasern etwas
mehr dorsal an die Seitenwdnde des Zwischenhirnes oder mit mehr ventro-
dorsaler Richtung herangefihrt, so sind auch bei diesen Tieren die Bedingungen
einer partiellen Kreuzung, dhnlich jener bei hoheren Sdugern, — oder des gleich-
seitigen EinWachsens gegeben.

Ad 3. Den sich kreuzenden Systemen innewohnende Tendenzen zur Kreu-
zung miussen wir jedoch auch annehmen. Trotz hochgradiger Abnormitdten —
insbesondere bei gemeinsamem Augenstiel —kommt es zu einer deutlichen Kreu-
zung der Mehrzahl der Opticusfasern, obwohl hierbei die vorstehend erwé&hnten
Momente fehlen und besonders auch die Umgebungsbedingungen grundlegend
von den Normalverhéltnissen abweichen. Die spétere Kreuzung schon auf die
eigene Seite eingetretener und den normalen Weg zum Tectum opticum ein-
geschlagener Opticusfasern deutet in gleiche Richtung. Interessanterweise
kommt PIATT [8] auf Grund von Umdrehungsexperimenten der dorsalen
Zwischen-Mittelhirnanlage zum gleichen Ergebnis, ohne gleich uns irgend-
eine Erklarung fir diese Beobachtung geben zu kénnen. Eine funktionelle
Seitenspezifitdt der Opticusneuronen im Sinne einer chemischen oder sonstigen
Affinitdt zur gegenseitigen Hirnhdlfte muss aber mit Sicherheit ausgeschlossen
werden.

Aus diesen Ausfihrungen dirfte hervorgehen, dass die Frage der Kreuzung
von Nervenbahnen auch ohne damit verbundene Zweckvorstellungen ein interes-
santes und grundlegendes Problem der Neurogenese ist, das mit den Methoden
der experimentellen Embryologie angegriffen werden kann. Eine Behandlung
dieses Problems in erster Anndherung erweckt keineswegs den Eindruck, dass
Kreuzungen infolge einer inneren Notwendigkeit der »dkonomischen und zweck-
méssigen« Funktion entstehen ; man ist eher geneigt anzunehmen, dass im
bilateral symmetrischen Bauplan der Zentralorgane von Wirbeltieren und in
den elementaren WachstumsVorgédngen der Nervenfortsdtze liegende Gegeben-
heiten notwendigerweise zur Ausbildung von Nervenbahnkreuzungen fuhren
missen.
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O MPOBJ/IEME MEPEKPELLVMBAHWSA HEPBHbIX MYTEN

ABTOpbl aHa/M3VPYIOT Ha OCHOBAHUM OTYAcTU HEMpOrvCTONIONMYECKMX, a OT4YacTu
9KCMEPUMEHTA/IbHBIX HAB/IOAEHNIA BO3MOXHbIE MPUYMHBI NMEPEKPELLMBAHUS HEPBHbIX MyTeN.
Mo MX MHEHWIO MOXHO Mpejronarath, 4to : 1 Helipo6nacTbl 06/1afat0T OCEBOI OpueHTaLueld,
a HepBHbIe OTPOCTKM MPOSIB/SHOT CTPEM/IEHME COXPAHSTh OMpefesieHHOe OCEBOW OprieHTaLMel
Harpas/ieHVe elle B TeUeHUe HEKOTOPOro MyTu. 2. Hecneu,vl(gmqecme U cneuudmyeckue npo-
BOAHWKOBbIE CTPYKTYPbl ONPeaeNsiioT HarpaBeHne pocTa MPOHMKAIOLLMX Yepe3 HUX HEPBHbIX
OTPOCTKOB. 3. B MepeKpelLyBatoLLyXCsl CUCTEMAX MPOSIBASIOTCS «MHAMBUAYa/IbHbIE» CTPEM-
NIEHNS1 COXPaHSTb CBOM XapaKTepUCTUUECKUE HarpaB/fieHWsl, HECMOTPS Ha HEHOPMasibHYH
OKpY>aloLLyo Cpesy.

ON THE PROBLEM CONCERNING THE DECUSSATION OF NERVOUS PATHWAYS

The problem of the decussation of nervous pathways is discussed on the basis of
neurohistological and experimental observations. Factors considered are : 1. regulated axial
orientation of the neuroblasts and the tendency of the outgrowing nerve processes to
retain the direction fixed by axial orientation; 2. the role of aspecific and specific
structures in determining the direction of growth of the nerve processes ; 3. an inherent
tendency in the decussating systems to adhere to their characteristic course even in an
abnormal environment.

Janos Szentagothai, Pécs, Dischka Gy. u. 5, Ungarn
Gyorgy Székely, Pécs, Dischka Gy. u. 5, Ungarn
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Zusammenfassung

Der Verfasser machte bei mehreren pflanzlichen Mikroorganismen die Beobachtung,
dass die Zellen unter ungilinstigen Bedingungen in 1—2 /n grosse, grine Korperchen, sog. Hyper-
fragmente zerfallen, die sich — ihre Lebensfahigkeit auch weiterhin bewahrend — zu Zellen ent-
wickeln kdnnen. Der Autor beschaftigt sich eingehend mit den Korperchen der einzelligen
Chlamydomonas-Pflanze. Wahrend der Entwicklung der Hyperfragmente zur Zelle traten Ver-
anderungen scheinbar bedeutenden Ausmasses ein. Die Zellen mit Chlamydomonas-Charakter
verwandelten sich im Laufe der sog. Vertiefungs-Fragmentation zu Zellen mit Protococcales-
Charakter. Bildung und Regeneration der Hyperfragmente kénnen mit den bei den Bakterien
bekannten &ahnlichen Vorgangen in eine Parallele gebracht werden.

Bei Untersuchung des Zerfalls der Zellorganisation in den einzelligen griinen
Pflanzen machte ich im Laufe der letzten Jahre die Feststellung, dass der Zell-
zerfall, die »Zerbréckelung der Plasmen«, hei weitem nicht in jedem Falle eine
vollstdndige Zerstérung der lebenden Zellsubstanz bedeutet, da sich im Laufe
des allmahlichen Verschwindens der Zellsubstanz winzig kleine, ihre Lebens-
fahigkeit auch fernerhin bewahrende, grine Plasmakigelchen entwickeln
kénnen, die nicht nur zur Photosynthese, sondern — nach einem gewissen Ent-
wicklungsgang — auch der Vermehrung fahig sind [8]. Diese Plasmateilchen
wurden von mir Hyperfragmente genannt, da ihre Bildung fragmentativen
Charakter zeigt und der Zerfall sich manchmal fast an der Grenze der licht-
mikroSkopischen Wahrnehmung bewegt oder sich fallweise auch dariuber hinaus
fortsetzt. Im Falle von Scenedesmus, Ankistrodesmus, Kirchneriella, Dactylo-
coccus (nach PASCHER Keratococcus) und Chlamydomonas konnten wir u. a.
feststellen, dass gewisse Teilchen der Zellzerfallsprodukte, gewdhnlich nach
Hervorbringung von einigen Hyperfragment-Generatienen, unter glinstigen
Umstdnden fahig sind, sich zu den urspringlich zerfallenen Zellen &hnlichen
oder auch zu von diesen abweichenden Zellen zu entwickeln.

Von der Mitte der 30-er Jahre an besché&ftigen wir uns mit der Erschei-
nung, dass die zerfallende organische Substanz in der zugrundegehenden Massen-
kultur der einzelligen Pflanzen (Wasserblite, flos aquae) stets grunliche Teilchen
mit einem Durchmesser von 0,5—3 /n enthé&lt, die infolge ihrer grinen Farbe
und ihrem winzigen Masse den Chlorobakterien sehr &hnlich sind bzw. mit diesen
leicht verwechselt werden kdnnen. Besonders zahlreich kdnnen diese Kdrper-
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eben nach der Massenproduktion von grinen Flagellaten, Protococcalen und
Chlamydomonas-Typen erscheinen. Im Friuhjahr 1937 konnte ich in Készeg
{Kom. Vas) die Beobachtung machen, dass nach einer Massenproduktion von
Trachelomonas-Scenedesmus eine derart unubersehbare Menge von 1—2 /x
grossen grinen Kdrperchen auftrat, dass das Wasser wéhrend des ganzen Som-
mers und Herbstes gelbgriin gefdrbt war. Fir diese Sukzessionserscheinung
konnte ich keine befriedigende Erkldrung finden. Meine Ansicht, es kdnnte
sich bei diesen grinen Kiugelchen vielleicht um die Zerfallsprodukte der die
W asserbliute bildenden Scenedesmus-Zellen handeln, war zwar eine ganz natir-
lich begriindete, konnte aber in der damaligen, der monomorphischen Theorie
huldigenden Zeit nicht nur nicht durchdringen, sondern wurde sogar vielseitig
als »Hirngespinst« bezeichnet. Es ist mdglich, dass sich spédter im Laufe der
Kulturuntersuchungen einige fir Chlorobakterien geltende griine Kdrperchen
als Zellzerfallsprodukte erweisen werden.

In Gewdssern mit H2S-Gehalt, die zerfallende organische Stoffe enthalten
und fir die — der Literatur gemdss — die Chlorobakterien besonders charak-
teristisch sind, kdnnen n&mlich diese griinen Kdrperchen tatsédchlich in sehr
grossen Mengen Vorkommen. Im Laufe meiner bisherigen Untersuchungen konnte
ich jedoch im allgemeinen noch die Feststellung machen, dass es sich bei den
auf der Schlammoberfliche sammelbaren griinen oder blaugriinen Plasmateil-
chen um keine Chlorobakterien handelt. Die kugel-, kipfel- oder manchmal
stdbchenformigen Objekte entwickelten sich ndmlich in den Kulturen entweder
zu Zellen bzw. Hyperfragmenten oder aber gingen zugrunde und sind in diesem
Falle als lebensunféhige, auch in den Teilfunktionen allmé&hlich degenerierende
(untergehende) Zerfallsprodukte zu betrachten. In diesem Zusammenhang
verdient erwahnt zu werden, dass eine der bezeichnendsten und altesten Arten
im heutigen System der Chlorobakterien (Chlorobium limicola) von ihrem Ent-
decker Nadson selbst als ein Objekt unbestimmten Charakters bezeichnet
wurde. Geitlee und Pascher [4] berichten dariber: »Nach Nadson nimmt
der Organismus eine Mittelstellung , ... zwischen niederen einzelligen Ghloro-
phyceen (wie z. B. die kleinsten Formen von Stichococcus bacillaris) und den
Bakterien’ ein.« Dieses Objekt wurde von Nadson in der Schlammoberflache
gefunden. Seine Beschreibung, von der wir annehmen missen, dass sie auf
empirischer Grundlage beruht, verwirrt den Systematiker dadurch, dass zwischen
den grinen Algen, als Organismen mit Zellkern, und den Bakterien wesentliche
Verschiedenheiten in der Organisation bestehen bzw. dass im pliilogenetischen
Pflanzensystem kein zwischen den grinen Algen und den Bakterien stehender
Pflanzen-Typus bekannt ist.

Lepeschinskaja [11] untersuchte die Zellentwicklung. Die infolge des
Zellzerfalls entstehenden und regenerationsfahigen Teilchen sind bei den Bak-
terien schon seit langem bekannt. Diese Teilchen pflegt man heute als Gonidien
(G-Formen), als filtrierhare virusartige bzw. avisuelle Formen zu betrachten.
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Perty machte bereits vor mehr als 100 Jahren, 1852, die Beobachtung;, dass
sich aus den Zellen von Spirillum an der Grenze der mikroskopischen Wahr-
nehmung stehende kleine Teilchen, »Blastiene« bilden, aus denen sich neuer-
dings Spirillum-ZeWcn entwickeln. Spéater wurden von sehr vielen Forschern
&hnliche Teilchen beobachtet. Die in den Kulturen héaufig erscheinenden, auf-
gedunsenen und der Form nach verdnderten, sog. »Involutions-Formin« [1]
sind oftmals mit Granulen gefiullt, welch letztere ebenfalls fahig sind, sich in
Zellen zu verwandeln. LOHNIS ist der Ansicht, dass die Entstehung der fil-
trierbaren Teilchen bei allen Bakterien festgestellt werden kann. lhre durch-
schnittliche Groésse betrdgt 0,2 ja. Sie kénnen sich durch vegetative Teilung
vermehren und demzufolge als »gonidiale Generation« ldngere Zeit auch in
ihrer »avisuellen« Form existieren. IThr Gehalt an Desoxyribonukleinsdure ist
sehr gross, ihre enzymatische Fé&higkeit minimal, hingegen ihre Resistenz eine
hochgradige. Im allgemeinen entstehen sie unter ungunstigen Umstdnden und
ihre biologische Bedeutung besteht einerseits darin, dass sie den Weiterbestand
der Bakterien-Art auch unter unglinstigen Bedingungen sicherstellen, ander-
seits aber kdnnen sie auch in der Transformation der Art eine gewisse Rolle
spielen (undifferenzierter Zustand, etwaige Hybridisation in nicht zelliger
Periode, Lenkbarkeit durch Extrakte). In Ungarn haben Juhasz, Vadasz,
sowie SINKOVICS derartige Untersuchungen durchgefihrt[6, 7, 16].

Auch die Frage der »regressiven Evolution«, die mit dem Ursprung der
Viren im Zusammenhang steht, soll kurz erdrtert werden. Demnach haben wir
die Viren als Resultate von Vereinfachung der parasitdren Bakterien zu betrach-
ten bzw. als Extremfélle [16] des bis zum Eiweiss-Molekil erfolgten Abbaus
der Bakterienzelle. In diesem Zusammenhang kd&nnen die Feststellungen
SCHANDEELS [14, 15] erwahnt werden, wonach sich das Plasma beim Zerfall
der Pilze und der Pflanzenzellen hdéherer Ordnung in Bakterien verwandelt.
Der Forscher vertritt die Ansicht, dass die aus dem Sporangium der Mucor-
Arten isolierten oder freigewordenen Chondriosomen nicht nur auf einem N&hr-
boden gezichtet werden, sondern sich auch in Bakterien transmutieren kénnen.
Schanderl beruft sich auch auf Endeklein, der die aus den Aspergillus-
Chondriten sich entwickelnden Teilchen flr echte Tuberkulose-Bakterien hielt.
Beide Theorien stellen also die Philogenetik (Stammesentwicklung) von Bak-
terien in Abrede. Noch mehr bezweifelt wurde jene Mitteilung SCHANDEELS,
wonach sich auch aus dem Plasma von Pflanzen hdherer Ordnung Bakterien
bilden kénnen und sich ausser den Chondriosomen auch die Substanz der Plastis
und des Zellkerns in Bakterien verwandeln kann. Es bietet sich uns hier keine
Méglichkeit einer Auseinandersetzung mit dieser problematischen und die fort-
schreitende Entwicklung in Abrede stellenden Theorie und den mit ihr zusam-
menhdngenden anderen Anschauungen. Immerhin ist es mdglich, dass sich die
Erscheinung des die weiter lebenden Teilchenproduzierenden Zellzerfalls auch
bei den Pilzen beobachten l&sst.

4 Acta Riologica V1/3-4.
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Es stehen uns auch Angaben Uber die partielle Funktionsfahigkeit der
einzelnen Zellbestandteile zur Verfugung. So konnte z. B. festgestellt werden,
dass die mit Ultrazentrifuge aus dem Plasma herausgerissenen und mit Diffe-
rentiations-Zentrifugierung isolierten Mitochondrien weiter atmen [3, 10] oder
die nach der Zerstérung der Pflanzenzellen isolierten Chloroplasten einer weiteren
Oxygenproduktion fadhig sind [5, 13]. In dieser partiellen Funktionsfdhigkeit
darf jedoch noch keine wirkliche Lebensfahigkeit gesehen werden. Das sicherste
Zeichen selbstdandiger Lebensfdhigkeit ist dann gegeben, wenn sich eine Zlchtung
auf dem Nd&hrboden als mdéglich erweist.

Bei der eingehenden Beschreibung unserer eigenen Untersuchungen soll vor
allem bemerkt werden, dass diese nur den ersten Schritt auf einem diesbeziliglich
noch unbekannten Gebiet (Chlorophyceen) bedeuteten. Es konnte festgestellt
werden, dass die aus dem Zerfall von einigen, in die Klasse der Chlorophyceen
gehdrenden, einzelligen Organismen stammenden Plasmateilchen nicht nur
funktionsfdhig, sondern unter Umstédnden tatsdchlich auch lebensféhig sind,
also nicht nur photosynthetisieren, sondern sich auch zu Zellen entwickeln
kénnen, wobei sie kleinere und grossere Verdnderungen von manchmal scheinbar
extremem Ausmass durchmachen. Im folgenden gebe ich die Beschreibung
der mit der grinen Alge Chlamydomonas intermedia durchgefiihrten diesbeziig-
lichen Untersuchungen. Der Methodik nach bestand diese Arbeit aus drei Phasen.

I. In erster Reihe mussten wir uns dariber Gewissheit verschaffen, ob
sich die beim Zerfall der zelligen Struktur erscheinenden Kdrperchen tatsdchlich
aus dem Plasma entwickeln d. h. nicht als Resultat einer schnellen Vermehrung
von im Biotop bereits auch friher vorhandenen anderen Mikroorganismen,
z. B. Chlorobakterien, in Erscheinung treten. Im Laufe der Untersuchungen
mussten wir daher trachten, nicht nur die Endphase der Zellzerstérung und die
weitere Vermehrung der bereits vorhandenen Teilchen auf verldssliche Weise
festzustellen, sondern auch die dazwischenliegenden Phasen in der Entwicklung
dieser Teilchen zu kl&ren und zu fixieren. Am Anfang bedeutet das in erster
Reihe ein morphologisches Problem.

Il. Die zweite Aufgabe, also die Untersuchung der Umwandlung der
Hyperfragmente zu Zellen, besteht aus zwei Teilen : vor allem galt es, die
Bedingungen zu klaren, unter denen die Entwicklung zur Zelle erfolgt und dann
die einzelnen Entwicklungsphasen zu fixieren.

Ill. Die im Laufe der Zellausbildung zu beobachtende Verénderlichkeit
musste mit Hilfe von Klon-Kulturen untersucht werden.

Im Laufe der Untersuchungen stellten sich alle Anfangsschwierigkeiten
ein. Die Kontinuitdt der Kultivierung, die Sicherung der Lebensbedingungen
sind Probleme, deren Ldsung bei den autotrophen griinen Pflanzen wesentlich
schwieriger ist, als z. B. bei den Bakterien. Auch die Feststellung der optimalen
LichtVerhéltnisse und des entsprechenden Nd&hrbodens erheischte gesonderte
Versuche. Der Ablauf des Prozesses kdnnte am besten mit Hilfe der mikro-
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kinematographisclien Methode gezeigt werden. Eine grundlegende Schwierigkeit
scheint sich jedoch aus dem Umstand zu ergeben, dass die Bildung der Teilchen,
ihre Vermehrung und Umwandlung in Zellen eine bedeutend ldngere Zeit — im
allgemeinen Monate — beansprucht, als die &hnlichen Vorgdnge bei den Bak-
terien. In diesem Anfangsstadium war ich also bestrebt, die bezeichnendsten
Phasen der Entwicklung mit Hilfe von annehmbaren mikrophotographischen
Aufnahmen zu demonstrieren.

I. Der Zellzerfall und das Wesen der Hyperfragmente

Noch weniger gekldrt sind die physiologischen Umstdnde des Zellzerfalls.
Nach meinen bisherigen Erfahrungen erscheint in erster Reihe die Anh&ufung
der Stoffwechselprodukte im Nd&hrboden von entscheidender Wichtigkeit.

Abbildung 1, Tafel | =zeigt den Anfangsgrad der Zellschddigung. Aus
den Zellen ist das Stigma bereits verschwunden und auch die Flagellen sind
abgeworfen. Hingegen sind die pulsierenden Vacuolen in Form von hellen
Flecken, auf der vorderen, schméleren Seite der Zellen noch deutlich erkennbar.
Ungefdhr in der Mitte der Zelle, ein wenig seitlich verschoben, ist der Pyrenoiden-
Ring zu sehen, der — als bezeichnendstes und am leichtesten erkennbares Merk-
mal — bei der Identifizierung der Chlamydomonas-Zellen spater im allgemeinen
eine wichtige Rolle spielen wird.

Das Verschwinden des Vacuolen-Systems bezeichnet den zweiten Grad
der Zellschdadigung. Im Zusammenhdnge damit treten irreversible Verédnderungen
auf: chondriosomédhnliche Granulen erscheinen in immer grdsserer Anzahl
und auch die einheitliche, die innere Oberflache der Zelle zum Grossteil bedek-
kende Plastis beginnt zu zerbrdckeln. Um diese Zeit ist die N&hrflissigkeit
bereits in grossem Masse luftlos und die Zerfallserscheinungen treten in den
Vordergrund. In mehreren Fdllen wurde die Beobachtung gemacht, dass die
auf Agar-Platten angebrachten normalen Zellen meistens keine Sché&digungen
aufweisen bzw. die Lysis der geschadigten Zellen in luftigem Milieu langsamer
wird oder aufhdrt. Die weiteren Verdnderungen zeigen einen mehr endogenen
oder exogenen Ablauf. Eine scharfe Grenze zwischen beiden kann jedoch nicht
gezogen werden.

1. Endogene Hyperfragmentation (Textabbildung 2a) ldsst sich meist in
Kulturen mit flissigem N&dhrboden beobachten. Wie Abbildung 5, Tafel I, zeigt,
bilden sich im ganzen Volumen der Zellen Granulen von 1—3 ja Durchmesser.
Nach der Aufldsung der Zellmembrane bzw. des zugrundegehenden Cyto-
plasmas werden diese Teilchen frei und kdénnen eine Zeit lang noch schwache
Tanzbewegung ausfihren. In diesen Teilchen liess sich bisher keine Kernsubstanz
nachweisen.

2. Exogene Hyperfragmentation (Textabbildung 2b). Diese ist die héu-
figste Zerfallsweise. Aus Abbildung 2, Tafel I, geht hervor, dass die Plastis der

4+
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Tafel 1|

Abb. 1. Die Zellen von Chlamydomonas intermedia nach dem Verlust der Flagellen. 1700: 1.
2. Anfang der Hyperfragmentation der Zellen. 900 : 1. 3. Die verschiedenen Phasen des
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Abb. ]. Chlamydomonns-ZeUe. 2. Zerfall von Chlamydomonas-Zellen, a) Zerfall endogenen
Charakters, b) Zerfall exogenen Charakters, 3. a) An Stelle zugrundegehender Zellen erschei-
nende Korperchen, b) Teilchen aus Klon-Kulturen 4. Ein »Riesenlager« aus Zellen mit Chla-
mydomonos-Charakter (Nach dem Zerfall der Zellen auf Agar), a) Ausbreitung mittels eines
»pseudopodium-artigen« Fortsatzes, b) »Riesenlager« ohne »pseudopodium-artigen« Fortsatz,
5. Kleines Lager aus Zellen mit Chlamydomonas-i.harakter, die aus Klon-geziichteten
Hyperfragmenten entstanden, 6. Die Fragmentation der Zellen mit Chlamydomonas-Charak-
ter des vorigen Lagers zu Zellen mit Protococcales-Charakter

sich abrundenden Zelle in grossere Teile zerfdllt, ohne dass chondriosomartige
Granulen entstehen wirden. In der zerfallenden Substanz setzt sich die Zer-
brockelung weiter fort. Dies ist aus Abbildung 3, Tafel I, ersichtlich. Bei Zelle
»a« ist nur noch der Anfang der inneren Zerbréckelung wahrzunehmen, wéhrend
Zelle »b« bereits zur Halfte verschwunden ist. Demgegentber veranschaulicht
Teil »c« die exogene Zerbréckelung der Zellsubstanz.

Um die Erscheinungen besser beobachten zu kénnen, wurde etwas von
der in der urspringlichen Nahrflissigkeit befindlichen zerfallenden Substanz
auf Agar-Platten angebracht, wodurch sich die Mdglichkeit ergab, auch mikro-
photographische Aufnahmen von den bezeichnendsten Phasen des Zerfalls
herzustellen. Das in Petri-Schalen gelegte Agar wurde meistens mit einer 20fach
verdinnten KNOPschen Ld&sung hergestellt. Die Bakterien konnten unter An-
wendung von Penicillin nur teilweise eliminiert werden. In der mit Penicillin
behandelten Substanz erfolgte der Zerfall etwas langsamer und die Kulturen
zeigten manchmal eine auffallende Verpilzung.

Zerfalls der Chlamydomonas-Zellen. 550 : 1, 4. Lysis der auf Agar-Platten angebrachten Zell-

reste. 250 : 1, 5. Endogene Hyperfragmentation. 1000 : 1, 6. Zerfall von auf Agar-Platten

angebrachten Zellresten. 900 : 1, 7. Bildung eines Hyperfragment-Lagcrs auf Agar-Platten.

650 : 1, 8. Im Wachstum befindliches Hyperfragment Lager auf Agar-Platten. 720 : 1. 9.
Entwickelte Hyperfragmente. 3600 : 1
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Mit gespanntem Interesse verfolgten wir den Ablauf des Zerfalls. An der
Zerbrockelung ist ndmlich auch die Plastissubstanz beteiligt, aus der sich —
nach Ansicht Schandeels — Bakterien bilden kdnnen. Wenn auch hier Uber
eigene Bewegungsfédhigkeit verfiigende Bakterien entstehen, missten wir offen-
bar der Ansicht Schanderes beipflichten. Das hiesse ganz allgemein, dass die
biologischen Objekte, die unter der Bezeichnung Bakterien zusammengefasst
werden, nichts Anderes sind, als die Zerfalls-, Degradationsprodukte hdherer
organisierten Formen der lebenden Substanz, héherer pflanzlicher und tierischer
Organismen. In diesem Fall sind die Bakterien nicht die Anfangskettenglieder
einer progressiven Reihe der Philogenetik (Stammesentwicklung), sondern das
Resultat einer regressiven, wenn man so sagen darf »retrograden Entwicklung,
einer auch jetzt anhaltenden, in jedem Augenblick vor sich gehenden »Regres-
sion«. Die Bakterien sind also solche in Umwandlung begriffene Eiweiss-An-
hdufungen, die —wenn sie in kleinere Teile zerfallen — zu Feinden und Auflésern
der hoheren Organisation werden.

Abbildung 4, Tafel I, stellt den Zerfall der auf Agar-Platten angebrachten
Zellreste dar. Jede Anh&ufung ist die Plasmasubstanz je einer exogen zerfallenden
Zelle. Ebenda zeigt Abbildung 6 eine Anh&ufung in 1080facher Yergrdsserung.
Die Plasmasubstanz ist zum Grossteil bereits vernichtet. Die noch vorhandenen
1—2 jji grossen Granulen kénnen auf Grund ihrer reinen grinen Farbe in erster
Reihe als Reste der Plastis betrachtet werden. Die Plastis ist der an Lipoiden
reichste Teil der Zelle, weshalb die einzelnen Stiicke derselben der Lysis lange
widerstehen. Die ei-, Stdbchen- oder Y-formigen Teilchen vollfihren im Wasser
gleichfalls eine schwache tanzende Bewegung, d. h. sie sind den Objekten &hn-
lich, die sich nach Schanderl in Bakterien verwandeln. Im gegebenen Fall
zerbrockelten jedoch diese Teilchen weiter und an ihre Stelle trat eine abgestor-
bene braunliche Substanz. Braun- und Gelb-Werden sind Anzeichen des Ver-
falls. Zwischen den verfallenden Teilchen erscheinen jedoch hie und da auf
der Oberflache des Agars blaugriine oder griin schattierte Flecke. Diese Flecke
kénnen manchmal leicht hervortreten, doch gehen sie meistens ebenfalls zu-
grunde. Manchmal kénnen zwischen den brdunlichen Flecken der Plasmareste
auch sehr kleine grunlich geférbte Plasmakiigelchen von 0,5—1 fx Durchmesser
auftreten. Es erscheinen die ersten Hyperfragmente, die durch Teilung eine
thallusdhnliche Bildung (Lager) aufweisen. Die Einzelheiten {ber die Ent-
stehung dieser Kdrperchen sind noch nicht ndher bekannt. Vermutlich ent-
wickeln sich die lebensfdhigen Teilchen im Laufe des Zerfalls. Sonderbarerweise
sind die den Hyperfragmenten sehr dhnlichen, 1—2 /x grossen, lebhaft grin
schillernden Teilchen auch bei einzelnen Amdben anzutreffen. Bei diesen Teil-
chen dirfte es sich offenbar um die noch nicht verdauten (den Enzymen der
Amodben widerstehenden) Teile der verschluckten Algenreste handeln. Bezeich-
nend ist auch der Umstand, dass die auf Agar-Platten gelegte Amdobe ihre Be-
wegungsfahigkeit verliert und sich ihr Plasma — wahrscheinlich infolge der
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Lysis der Granulen — blaugrin oder gelbgriin verfarbt. Entwicklungsféhigkeit
konnte bei diesen griinen Kdrperchen bisher nicht beobachtet werden.

Die weitere Beobachtung der nach dem Zerfall der Zellen entstandenen
grinen Kigelchen konnte die Ansicht Schanderis nicht bestdtigen. Aus den
Teilchen bildeten sich keine Bakterien. Die ungefdhr 1 /x groBen Kiigelchen
nahmen unter gunstigen Umstdnden immer mehr an Umfang zu, in ihrem
Inneren erfolgte jedoch eine entschiedene Differenzierung. Sie entwickelten sich
zu Zellen. Die entwickelten Zellen zeigen anfangs eher Chlamydomonas-ChaiaiXei,
zerfallen aber sp&ter meistens in Protococcales- (Chlorococcales) &hnliche Zelltypen.

Bevor wir den Vorgang der Umwandlung von Hyperfragmenten zu ent-
wickelten Zellen beschreiben, untersuchen wir kurz ihre Eigenschaften in mor-
phologischer und physiologischer Hinsicht. Aus den auf Agar-Platten ange-
brachten Zellresten vermehrten sich die Hyperfragmente anfdnglich mit dusser-
ster Schnelligkeit, und es entwickelten sich kleinere und grdéssere Lager von
Hyperfragmenten. Die Teilchen des in Abbildung 7, Tafel I, dargestellten
Lagers haben einen Durchmesser von ungefdhr 1 jix Das Lager, das uns Abbil-
dung 8 zeigt, ist schon besser entwickelt, besteht aus Hyperfragmenten mit
einem Durchmesser von 1,5—1,8 /x. Solche Teilchen vermehrten sich — in
KNOPsche Ld6sung uberimpft — noch innerhalb ihrer eigenen Kategorie, d. h.
brachten wieder Hyperfragmente hervor. Umwandlung in Zellen Hess sich nur
im Laufe des weiteren Wachstums beobachten, nachdem eine Grdsse von 2,5—3
fii erreicht war. Klons von Hyperfragmenten konnten auf zwei Arten gewonnen
werden :

a) Durch mehrmals wiederholte Uberimpfung. Die an der Stelle der Zell-
reste erscheinenden Hyperfragment-Lager legte ich von der Agar-Platte in
eine 20—50fach verdinnte KNOPsche Lésung. Ich brachte die stark verdiunnte
Suspension der am Boden des Reagenzglases nach einigen Wochen (eventuell
nach 1—2 Monaten) angesammelten Hyperfragmente auf Agar-Platten an,
Ubertrug die aus den einzelnen Teilchen entstandenen Lager neuerdings in
Flissigkeit und vermehrte sie. Meistens gelang es durch 2—3malige Ubertragung
auch die Bakterien zu eliminieren, doch wird eine beliebig oft vorgenommene
Uberimpfung der Hyperfragmente durch den Umstand verhindert, dass sich
nach 2—3maliger Ubertragung das Tempo der Teilung verlangsamt bzw. dass
sich die Hyperfragmente schnell zu Zellen entwickeln. In dieser Erscheinung
kommen wahrscheinlich Entwicklungs- (Alterungs-) Prozesse zum Ausdruck.

b) Durch wiederholte Hyperfragmentation sich entwickelnde Zellen.
Abbildung 26, Tafel V, stellt ein aus einem Hyperfragment entstandenes Lager
dar. Die Zellen degenerierten jedoch wieder vor der vollstdndigen Entwicklung
und zerfielen in ihrer G&nze. Der Durchmesser der Teilchen betrdgt 1—2 h.
Der Umstand, dass wdahrend des Rickfalls in der Entwicklung jede einzelne
Zelle des Lagers in gleichem Mass zerfiel, deutet auf die gleiche Art der Zellen
bzw. auf den gemeinsamen (Klon) Ursprung derselben.
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Tafel 11

74
Abb. 10. Unentwickelte Hyperfragmente. 11 000 : 1 (Gesamtvergrosserung), 11—12. Bes-
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Die Morphologie der Hyperfragmente konnte durch unmittelbare Photo-
graphierung der 1800—3000fachen Immersionsvergréosserungen und mit Hilfe
von elektronenmikroskopischen Aufnahmen in den Hauptziigen festgestellt
werden. Bei der lichtmikroskopischen Photographierung erwies sich die Farbung
mit Methylviolett als die geeignetste. Abbildung 9, Tafel I, zeigt kugel- und
eiformige Fragmente in 3600facher Yergrosserung. Die eifdrmigen Teilchen
(a—b) koénnen leicht gewdlbt sein. Infolge der Einschrumpfung des Plasmas
wird die Oberflachenhaut des Teilchens »c« sichtbar.

Die Untersuchung der morphologischen Verhdltnisse wurde eigentlich
durch die im Elektronenmikroskopischen Laboratorium der Ungarischen Aka-
demie der Wissenschaften hergestellten Aufnahmen ermdglicht. Nach den auf
Tafel Il dargestellten elektronenmikroskopischen Aufnahmen sind die Hyper-
fragmente meistens kugelférmig, manchmal eiférmig oder ein wenig zusammen-
gedriuckt (Abb. 12 und 13). Ihre gruppenartige Anordnung ist bloss ein infolge
der Préparierung entstandenes Kunstprodukt (Agglomeration). Die Aufnahmen
ermdglichten, auch die Masse der Teilchen genauer festzustellen. Abbildung
10 zeigt ein Hyperfragment mit einem Durchmesser von 0,7 pc (11 OOOfache
Vergrosserung). Die Ubrigen Aufnahmen veranschaulichen Hyprefragmente
mit einem Durchmesser von 1,5—2,5 pc. Die Abbildungen 12 und 14 wurden
mit 8800facher, die Abbildungen 11 und 13 mit 11 OOOfacher Gesamtvergro-
sserunghergestellt. Auch eine strukturelle Eigenschaft fallt auf, ndmlich das
Vorhandensein der Oberflaéchenhaut. Es hat jedoch den Anschein, dass diese
Haut nur bei einem gewissen Grad der Entwicklung erscheint und zwar wenn
der Durchmesser eine Grosse von ungefdahr 1,5 pi erreicht hat. Bei den Teilchen,
deren Durchmesser nur 0,7 pi betragt (Abb. 10), ist noch keine Haut zu sehen.
Die Oberflaichenhaut kam, wie auf den Abbildungen 11, 12 und 14 ersichtlich,
infolge der Einschrumpfung des Plasmas, bzw. infolge der Ablésung des Plas-
mas von der Oberflaichenhaut zustande. Abbildung 14 zeigt eine Abldsung
mit ausgesprochen konkavem Charakter. Aus dem Faltenwurf der wéhrend
der Abldsung zerreissenden Haut (Abb. 13 und 14) kénnen wir auf deren weichen
elastischen Charakter folgern. Unsere 1951 an den Hyperfragmenten von Scene-
desmus durchgefihrten Untersuchungen [8] stimmen mit den vorangehenden
Feststellungen im grossen und ganzen lberein. Die Oberflichenhaut kann auch
bei den Hyperfragmenten von Scenedesmus nur im entwickelten, kipfelférmigen
Zustand beobachtet werden.

Der Teilung der Hyperfragmente geht sowohl bei Scenedesmus, als auch
bei Chlamydomonas ein gewisser sehr primitiv anmutender Entwicklungsvor-
gang voraus. Teilchen, die bereits eine Grosse von 2—2,5 pi erreicht haben, ver-
flachen sich ein wenig, werden dann in der Mitte oder eher ein wenig rand-

ser entwickelte Hyperfragmente mit Oberflachenhaut. 10 11 000 : 1, 12 8800 : 1, 13—14.
Faltenwurf und Riss der Oberflachenhaut. 13 11000 :1, 14 8800 : 1
Elektronenmikroskopische Aufnahmen. (Prapariert von Lovas, aufgenommen von Mersva.)
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Tafel 111

20

21

Abb. 15. Aus einer Oberflachenhaut-Hulse stammende herausgetretene Hyperfragmente.

3600: 1; 16—18. Teilungsformen von Hyperfragmenten.

16, 18 = 2500 :1; 17= 7200 :1
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warts locherig, wodurch kipfel- oder halbmondférmige Teilchen entstehen.
Diese Teilchen sind jedoch nicht mehr unversehrt, da sie, wie bei den Teilchen
»a« auf den Abbildungen 16 und 17, Tafel 111, zu sehen ist, mit einer Querein-
schnirung oder unregelmassig, in kleinere Kiigelchen zerfallen, manchmal sogar
ganz zerbrdckeln. Es ergibt sich nun die Frage, ob ein derart betrdchtlicher
Zerfall der Hyperfragmente noch lebensfdhige Teilchen produziert? Die Pro-
dukte des Hyperfragment-Zerfalls sind nadmlich im allgemeinen wesentlich
kleiner als 0,5 ja. Abbildung 18 veranschaulicht deutlich den teilungsartigen
Zerfall der Hyperfragmente. Die zentrale Vertiefung ist auf dem oberen Teile
der Photoaufnahme, bei dem Teilchen »a« noch zu beobachten, obwohl die
Teilung in zwei Teile — infolge einer bipolaren Durchspaltung der Vertiefung —
bereits zum Abschluss gekommen ist. Eine solche Teilung konnte auch bei den
Scenedesmus-Hyperfragmeilten festgestellt werden. Dieselbe Abbildung veran-
schaulicht den weiter fortgeschrittenen Zerfallszustand des mit »b« bezeich-
nten Teilchens. Nach der ersten Teilung spaltete sich die untere Héafte senk-
recht auf die vorige, so dass drei Teilchen entstanden. Eine zweimal nacheinander
sich wiederholende Teilung, also die Entstehung von vier Teilchen weisen die
mit »c« bezeichnten Hyperfragmente auf. Abbildung 15 stellt unter den Be-
zeichnungen »a« und »b« leere Hilsen von Hyperfragmenten dar. Unter der
Bezeichnung »c« sind ebenfalls sehr kleine Teilungsprodukte festzustellen und
zwar gleichfalls in einer 3600fachen Gesamtvergrosserung. Die Grosse der Teil-
chen betrdgt hier ungefédhr 0,5 ju-

in bezug auf die Physiologie der Hyperfragmente ist vor allem ihre be-
deutende Resistenz erwdhnenswert. Sie besitzen die Fahigkeit, auch die Aus-
trocknung und betrédchtliche Anhdufung der Stoffwechselprodukte zu ertragen.
Durch die in KNOPsche-Lésung erfolgte Uberimpfung wurde das Tempo der
Vermehrung im allgemeinen beschleunigt. Auch die Resistenz der Hyperfrag-
mente lasst darauf schliessen, dass es sich bei diesen Teilchen um organisierte
Stucke der zerfallenen Zelle handelt, die unter den gegebenen ungunstigen Ver-
héltnissen noch weiterleben kdnnen.

Il. Die Ausbildung der Zellen

Die Umwandlung der Hyperfragmente von Scenedesmus zu Zellen vollzog
sich auch in der verdinnten KNOPschen Ldsung. Hingegen wurde bei Chlamydo-
monas die Erfahrung gemacht, dass sich dieser Vorgang nur dann vollzieht,
wenn Hyperfragmente auf einen festen N&dhrboden angebracht werden. Das

19. Entwicklung von Klon-geziichteten Fragmenten auf Agar. 480 :1, 20. Auf der Ober-

flache eines hyalinen Higelchens entstehende Zellgruppen auf Agar. 480: 1, 21. Ausbreitung

eines am Anfang der Entwicklung stehenden Lagers mit »pseudopodiuumartigem« Fortsatz.
500 :1
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Tafel IV

24



PAS ENTSTEHEN VON ZELLEN AUS PLASMATEILCHEN PFLANZLICHER MIKROORGANISMEN 245

mit 20—30fach verdlinnter KNOPscher-Lésung gekochte Agar erwies sich als
entsprechender N&hrboden.

Der erste bestimmte Schritt zur Zellwerdung war bei Erreichung einer
Grosse von ungefdhr 4—5 /x zu beobachten. Zu diesem Zeitpunkt erschien die
Plastis und auch das noch schollenartige Pyrenoid begann sich zu differenzieren,
ein ausgesprochener Zellkern war jedoch damals noch nicht nachweisbar. Die
F e ULGEN-Reaktion liess bloss einige kleine gefdarbte Schollen sichtbar werden.
Manchmal fehlten jedoch auch diese. DieserZustand ist in den Aufnahmen 19—20,
Tafel 111, veranschaulicht.

In der Ausbildung der aus Zellen mit Chlamydomonas-Charakter beste-
henden Lager zeigt sich jedoch ein gewisser Unterschied, je nachdem, ob diese
Ausbildung an der Stelle der Zellreste »autochton« begann, oder aber von den
auf Agar-Platten angebrachten Teilchen der Hyperfragment-Klons ausging.

1. An der Stelle der Zellreste erfolgte Entwicklung (Textabbildung 4a—b).
Dieser Fall ist meistens durch die grossen Masse des Lagers, durch die bedeu-
tende Ausbuckelung desselben auf der Oberflache der Agar-Platte und hé&ufig
durch die mit »pseudopodium-artigen« Fortsdtzen vor sich gehende Ausbreitung
des Lagers charakterisiert. Die grosse Ausdehnung des Lagers kann damit erkl&rt
werden, dass sich die an der Stelle der Zellreste erscheinenden Hyperfragmente
— wie bereits erw&hnt — anfénglich nur in ihrer eigenen Kategorie, d. h. als
Hyperfragmente vermehren und zwar h&ufig so, dass sie auch von mehreren
Zentren ausgehen. Die Hyperfragmente kénnen ndmlich zwischen den zugrunde-
gehenden Flecken der Zellreste auch an mehreren Stellen erscheinen und sich
weiter vermehrend ein ausgedehnteres Lager bilden.

Die eigentimliche Ausbuckelung der Lager ist auf zwei Ursachen zurlck-
zufuhren :

a) Die zentralen, also frihesten Teile des Lagers bestehen immer aus
mehr Zellschichten, als die sich ausbreitenden Randteile. Die Abbildungen 22,
23, Tafel 1V, lassen diesen Umstand gut erkennen.

b) Die Anh&ufung der Hyperfragmente entsteht oft auf der Oberflache
einer farblosen oder blaugrinen, scheinbar aus hyaliner Grundsubstanz bestehen-
den, gldnzenden oder kaum durchsichtigen, »tribfarbigen« Ausbuckelung. Das
Wesen dieses eigenartigen Gebildes konnte bisher noch nicht gekl&rt werden.
Moglicherweise ist es schleimiger Natur. Wir konnten auch seine sehr langsame
Vermehrung und die auf solche Weise vor sich gehende Ausbreitung des Lagers
beobachten. Es bot sich uns mehrmals Gelegenheit, dhnliche Bildungen bei der

Abb. 22. Ausbreitung eines besser entwickelten Zellenlagers mittels »pseudopodiumartigen«

Fortsatzes. Der Fortsatz besteht aus bereits ganz entwickelten Granulen. 600 : 1, 23. Ausbrei-

tung eines entwickelten Zcllenlagers mittels eines »pseudopodiumartigen« Fortsatzes. Die

Granulen des Fortsatzes sind schon zu Zellen entwickelt. 430 : 1, 24. Der durch eine Gerade
abgetrennte Teil des vorigen Lagers (zwei Tage spater). 1000 : 1
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Ziuchtung von Mikroorganismen zu beobachten. So erschienen z. B. manchmal
rings um die Chlorella-, Pediastrum- und Chlamydomonas-Zeilen oder Zellgruppen
hyalinartige, spéter sich verfdrbende und griinlich granulierende Ausscheidungen
(Sekrete), besonders dann, wenn die Zichtung auf Agar mit KtTOPscher Ldsung
erfolgte. Eigentiimlich ist nur, dass dies nicht immer der Fall war. VISCHER [17]
stellte bei einer Art von Protococcalen, bei Diplosphaera fest, dass die Zelle,
besonders auf Zucker-Agar, infolge der Verschleimung der Zellwand, schillernde
Lager bilden kann. Natlrlich ist es nicht erwiesen, ob wir auch im Falle von
Chlamydomonas derselben Erscheinung gegentberstehen.

Die aus hyaliner Grundsubstanz bestehenden Hugelchen sind auf den
Abbildungen 20—21, Tafel Il1l, gut zu sehen. Die auf der Oberfliche der Aus-
buckelung sichtbaren, aus 6—7 granulenartigen Teilchen bestehenden An-
h&ufungen sind eigentlich kleine H&aufchen von bereits in Entwicklung befind-
lichen Zellen. Jedes kleine Haufchen entstand vermutlich aus je einem Hyper-
fragment. Bei den auf Abbildung 20 unter der Bezeichnung »a« sichtbaren
dunkleren Granulen von ungefdhr 1 p Durchmesser handelt es sich um in Ent-
wicklung begriffene griine Hyperfragmente.

Die langsame Ausbreitung des Lagers mittels lichtbrechender, »pseudo-
podium-artiger« Ausbuchtungen bzw. Fortsdtze, ist eine aussergewdhnlich
eigenartige Erscheinung (Textabbildung 4a). Zuerst erscheint am Rande des
Lagers ein aus hyaliner Grundsubstanz bestehendes, fast cytoplasmaartiges
Gebilde, das sich sehr langsam, nur nach einigen Tagen wahrnehmbar, aber
ununterbrochen vorwdérts bewegt und sich inzwischen offenbar auf irgendeine
Weise vermehrt. In den meisten Fallen erscheint dieses Gebilde als ein Aus-
scheidungsprodukt der Zellen, doch wie auch immer sein Ursprung beschaffen
sein mag, in der Ausbreitung des Lagers und der Bildung der neuen Zellen bzw.
Granulen scheint es eine sehr wichtige Rolle zu spielen. Anfénglich erscheint es
als kaum wahrnehmbares, an den Rand des Lagers sich anschmiegendes, schleim-
hullenartiges Gebilde. Zu diesem Zeitpunkt glitzert es noch, so dass es ins Auge
fallt. Nach einigen Tagen stdsst es jedoch an gewissen Punkten vor, sein Glanz
wird immer matter und es beginnt triibe zu werden. Kurz darauf erscheinen
im Gebilde auch mikroskopisch wahrnehmbare feine Teilchen, die sich allméhlich
in blassgrine, spéter grine Granulen verwandeln. Manchmal zeigt sich im Laufe
der Trubung eine blaugrine oder gelbgriine, zuweilen auch grinlich braune
Féarbung. Der wichtigste Umstand ist jedoch, dass die »Tribung« allméhlich
in Granulen Ubergeht, die sich dann in Zellen verwandeln.

Da dieser Vorgang vom Standpunkt der Entwicklung der Zellen lberaus
wichtig ist, wurde der Versuch gemacht, die als wichtigst beurteilten Phasen
auch durch entsprechende Mikroaufnahmen zu veranschaulichen. Die Anfangs-
phase, das Erscheinen des aus hyaliner Grundsubstanz bestehenden Fortsatzes,
des »Pseudopodiums«, wird durch Abbildung 21 illustriert. Das Erscheinen des
Fortsatzes fallt in diesem Fall mit dem Entwdcklungsanfang der Zellen zusammen..
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Teil »b« des Lagers besteht, wie vorangehend bereits festgestellt, aus Anh&ufun-
gen der in Entwicklung begriffenen Zellchen. Teil »a« hingegen ist ein matt
gldnzender, eben in Trubung begriffener, »pseudopodium-artiger« Fortsatz,
auf dessen Oberflache bereits eine sehr feine, brdunlich grine Granulierung zu
erscheinen begann. Leider ging dieses Lager innerhalb einiger Tage zugrunde,
so dass die weitere Entwicklung nicht beobachtet werden konnte. Der Verfall
der Lager ist Obrigens in diesem Anfangsstadium der Entwicklung eine all-
gemeine Erscheinung. Es ist nicht ausgeschlossen, dass dabei die hdufige Unter-
suchung und auch die Uberaus hohe Intensitdt des Lichtes eine gewisse Rolle
spielen. Die auf Agar-Platten vorgenommene Mikrophotographie erfordert
ndmlich die Anwendung sehr starker Lichtquellen. Zuweilen geht das vorwarts-
kriechende »Pseudopodium« bei der Ausbildung der Granulen zugrunde. Die
nédchste Phase wird in Mikroaufnahme 22, Tafel 1V, in 600facher Vergrdsserung
veranschaulicht. Das kreisformige und verhdltnismdssig umfangreiche Lager
(Durchmesser ungefédhr 170 /x) besteht aus zwei Teilen : aus dem die bereits
fast vollig entwickelten Zellen enthaltenden grdsseren Teil »b« und dem die
Granulen in sich schliessenden Teil »a«. Der Teil »b« des Lagers besteht aus
schon 8—10 /x langen und 5—6 [x breiten Zellen, in denen das am leichtesten
erkennbare Chlamydomonas-MeTkmal, der Pyrenoiden-Ring, meistens bereits
in Erscheinung trat. Von dem aus Zellen bestehenden Teil des Lagers sonderte
sich der aus Granulen bestehende Teil »a« durch eine fast gerade Linie ab. Die
blassgrinen oder graugrinen Granulen des letztgenannten Teiles haben einen
Durchmesser von 3—3,5 [x, d. h. sie befinden sich jenseits der oberen Mass-
grenze der Hyperfragmente und gelangten bereits in das Anfangsstadium der
Zeihverdung. Die im Teil »a« in der Mitte des oberen Randes sichtbare Aus-
buchtung ist der Anfang eines »pseudopodium-artigen« Fortsatzes, der die
weitere Ausbreitung des jungen Lagers anzeigt. In diesem Stadium der Zell-
werdung beobachteten wir auch h&ufig Lager von elliptischer Form und der
»pseudopodium-artige« Fortsatz war auch hier durch eine ziemlich scharfe
Grenzlinie von dem bereits aus Zellen bestehenden Teil des Lagers getrennt.
Die Ausbreitung der Lager mit »Pseudopodium« war bei einzelnen Kulturen
eine sehr hédufige Erscheinung. Die mit Fortsdtzen sich ausbreitenden Lager
kamen nicht nur nebeneinander vor, sondern einzelne Lager begannen sich
gleichzeitig mit zwei entwickelten ,,Pseudopodien” oder mit mehreren weniger
entwickelten Fortsdtzen auszubreiten.

Schliesslich kdnnen wir als dritte Phase der Entwicklung den Zustand
bezeichnen, in dem auch der »pseudopodium-artig« sich entwickelnde jiungere
Teil des Lagers den Grad der Zellwerdung erreicht. Diesen Zustand zeigen uns
die Aufnahmen 23 und 24. Mikrophoto 23 stellt ein sehr gut entwickeltes, ver-
hé&ltnisméssig umfangreiches (ungefdhr 230 /X langes und 150 fx breites) ellip-
tisches Lager dar. Der &ltere und grdssere Teil »b« besteht aus 12—14 fx langen
und 6—7 [X breiten Zellen, in denen das charakteristische Chlamydomonas-
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Merkmal, das ringartige Pyrenoid, bereits in vollig entwickelter Form anzu-
treffen ist. Die Mitte dieses Teiles des Lagers wdlbt sich deutlich wahrnehmbar.
Teil »a« des Lagers, also der ehemalige, aus hyaliner Grundsubstanz bestehende
pseudopodiumartige Fortsatz, ist gleichfalls durch eine ziemlich scharfe Grenz-
linie von dem &lteren und besser entwickelten Teil des Lagers getrennt und be-
steht ebenfalls schon aus jungen Zellen. Die grinen kugelférmigen Gebilde
haben einen Durchmesser von 4—5, manchmal auch 6—7 (i, ihre innere Diffe-
renzierung ist bereits ziemlich deutlich zu erkennen, sie kénnen also schon als
eigentliche Zellen betrachtet werden. Der aus dem pseudopodiumartigen Fort-
satz entstandene jingere Lagerteil ist in der Richtung der Ausbreitung flach,
d. h. der Vorderteil ist schon breiter, als der an den &lteren Lagerteil sich an-
schliessende Grundteil. Auch diese Tatsache lasst darauf schliessen, dass hier
eine stdndige, langsame Ausbreitung vor sich geht, da die pseudopodiumartigen
Fortsdtze im Anfangsstadium ihres Erscheinens, bevor noch die Granulation er-
folgt, im allgemeinen spitz auslaufen (z. B. Teil »a« der Abbildung 21, Tafel II1).

Auf Abbildung 23 ist der Teil des Lagers, von dem zwei Tage spéter die
in Abbildung 24 gezeigte Aufnahme gemacht wurde, mit einer schwarzen Linie
umgrenzt. In diesem Fall sind in den Zellen von Teil »b« die bezeichnenden
Pyrenoid-Ringe bereits in 100Ofacher Vergrésserung gut zu entnehmen. In den
noch in Entwicklung begriffenen Zellen von Teil »a« (z. B. in der bezeichneten
Zelle) sind die Pyrenoiden noch schollenartig und treten im Zentrum der Zellen
als dunklerer Fleck in Erscheinung.

In den vorangehenden Ausfuhrungen wurde der Versuch gemacht, die
Phasen der mit pseudopodiumartigen Fortsdtzen vor sich gehenden Ausbreitung
der Chlamydomonas-Lager zu beschreiben. Die Darstellung dieser Einzeler-
scheinungen sagt uns jedoch nur recht wenig Uber das Wesen dieser Vorgéange
selbst. Die Untersuchung dieser Vorgénge erheischt also im weiteren Verlauf
unsere ganz besondere Aufmerksamkeit, da hier vielleicht eine neue Form der
Vermehrung bzw. der Entstehung von Zellen vorliegt. Der Umstand, dass die
auf den festen N&hrboden angebrachten Zellen oder Lager mit einer hyalinen
gldnzenden »schleimartigen« Substanz umgeben sind, kann nicht als besondere
Erscheinung gewertet werden. Wir kdnnen darin den Einfluss des neuen
Milieus erblicken. Hingegen muss uns der Umstand, dass diese anfénglich
hyalinartige »schleimige« Substanz granuliert, sich verfarbt und dass schliess-
lich in ihr Zellen entstehen, veranlassen, diese Vorgdnge eingehender zu unter-
suchen. Es hat den Anschein, als ob hier eine »Ausstromung« gewisser Zell-
substanzen vor sich ginge. Die Feststellung des Wesens dieser Erscheinungen
erfordert schon deshalb weitere Untersuchungen, da — wie bereits erwdhnt —
&hnliche Erscheinungen auch im Falle entwickelter Zellen beobachtet werden
konnten. Die Fortsetzung dieser Untersuchungen ist auch deshalb ndétig, weil
die » Ausbreitung mit Pseudopodien« bei weitem nicht in allen Féllen zu beobach-
ten ist. Gewdhnlich zeigte sie sich nur nach einer auf Agar erfolgten Anbringung



DAS ENTSTEHEN VON ZELLEN AUS PLASMATEILCHEN PFLANZLICHER MIKROORGANISMEN 249

der zerfallenden Substanz oder der langer ohne Uberimpfung geziichteten
Hyperfragmente.

Die Bildung der Lager aus Zellen mit Chlamydomonas-Charakter geht
manchmal ohne Aussendung von »Pseudopodien« oder Lagerfortsdtzen vor
sich. Abbildung 25 (Textabbildung 4b) stellt einen Teil eines solchen zelligen
»Riesenlagers« dar. Der Chlamydomonas-Charaliter der Randzellen ist gut
zu erkennen.

2. Im Falle der aus Klon-gezichteten Hyperfragmenten entstehenden
Lager konnten die oben beschriebenen Erscheinungen im allgemeinen nicht
beobachtet werden (Textabbildung 5). Die auf Agar-Platten angebrachten
Hyperfragmente entwickelten sich nach einer kurzen Vermehrungsperiode zu
Zellen. Demzufolge blieben die Lager im allgemeinen klein und enthielten nur
wenige Zellen. Solche zeigt uns Abbildung 19, Tafel Ill. In den 4—5 jx grossen
kugelférmigen Gebilden findet sich bereits ein schollenartiges Pyrenoid vor,
d. h. sie sind bereits im Zustand der Zellwerdung. Ein Zellkern konnte noch
nicht festgestellt werden.

Wéahrend der Ausbildung der Zellen kénnen auch Rickfédlle in der Ent-
wicklung eintreten. Wie bereits friher erwdhnt, kann im Anfangsstadium ein
Teil des Lagers, hdufig aber auch das ganze Lager, zugrunde gehen. Im spéteren
Verlauf hingegen ist oft ein neuerlicher Zerfall der Zellen zu beobachten. Mikro-
aufnahme 26 stammt von einem Lager, in dem, wie bereits erwéhnt, alle Zellen
gleichmaéssig eine wiederholte Hyperfragmentation erlitten. Die Zellen des aus
Klon-geziuchteten Hyperfragmenten entstandenen Lagers befanden sich in
gleichem physiologischen Zustand.

II1. DieBildung der Zellen mitProtococcales-Charakter

Aus obigen Ausfiihrungen geht hervor, dass sich die auf Agar-Platten
angebrachten Hyperfragmente mehr oder minder lange vermehren und sich
dann zu den zwischen dem Chlamydomonas- und Protococcales-Typus stehenden,
jedoch mehr an Chlamydomonas erinnernden Zellen entwickeln. An Chlamydo-
monas erinnern die elliptische oder ovale Form der Zelle, die Masse derselben,
am meisten jedoch das grosse ringférmige Pyrenoid, das in so entwickelter Form
bei den Protococcales-Typen nicht anzutreffen ist. Scheinbar blieben vom Chlamy-
domonas-Charakter nur die Merkmale erhalten, die durch die ortgebundene
Lebensweise am wenigsten betroffen wurden. Hingegen reduzierten sich die
auf der Vorderseite der Zelle befindlichen und vor allem mit der Bewegung
zusammenhdngenden Organelle : die Flagellen, das pulsierende Vacuolen-
System und das Stigma. Aus dem gleichzeitigen gemeinsamen Verschwinden
dieser Organe kann gefolgert werden, dass zwischen ihnen irgendeine Korre-
lation besteht und zu ihrer Entwicklung die Bedingungen einer beweglichen

5 Acta Bio'.ogica VI1/3—4
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Tafel V

Abb. 25. Teil eines »Riesenlagers« aus entwickelten Chlamydomonas-artigen Zellen. 420 : 1
26. Rickfall in der Entwicklung mit wiederholter vollstandiger Hyperfragmentation. 900 : 1
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Lebensform notig sind. Mit der einfachen Feststellung, dass Umwelt bzw.
Notwendigkeit die ndtigen Organe »hervorbringen«, ldsst sich dieses Problem
nicht lésen, da einerseits die in die Nahrflussigkeit gelegten Zellen ihre ver-
lorenen Organelle nicht wiedererlangten, anderseits Hyperfragmente in einer
N&hrlésungs-Umwelt Gberhaupt nicht gezlchtet werden konnten.

Am interessantesten waren jedoch die Vorgédnge, die sich nach der Um-
wandlung zu Zellen der aus der Klon-Kultur stammenden Hyperfragmente
abspielten. Die noch Chlamydomonas-Charakter aufweisenden Zellen zerfielen
mit einer gewissen Progressivitdt zu Zellen mit Protococcales-Charakter (Text-
abbildung 6). Wir versuchen nun aus dem uns zur Verfiigung stehenden reich-
haltigen Untersuchungsmaterial die bezeichnendsten Phasen auf einigen Mikro-
aufnahmen zu demonstrieren. Abbildung 27 zeigt ein aus verhé&ltnismaéssig
wenigen Zellen bestehendes Lager in I0OOfacher Vergrosserung. Hier ist der
Chlamydomonas-Charakter noch auffallend. Die Fragmentation der Rand-
zellen des Lagers hat bereits begonnen. Die Zellen »a—b—c« teilen sich in drei
Fragmente, wéhrend bei Zelle »d« eine vierfache Teilung stattfindet. Die Zelle
»X« beginnt sich in Langsrichtung zu teilen. Ein weiter fortgeschrittenes Stadium
des Fragmentations-Zerfalls veranschaulicht Abbildung 28. Unversehrt ist nur
mehr die Zelle »a«, die auch den Chlamydomonas-Charakter bewahrt hat, wéh-
rend die Ubrigen Zellen Teilungsprodukte sind. Diese letzteren spitzen sich zu
und verlieren endgiltig den Chlamydomonas-Charakter. Zelle ,,b” beginnt sich —
wie deutlich sichtbar — in L&ngsrichtung zu teilen. Scheinbar spielen im Laufe
der Fragmentation, bei der Formausbildung der Zellen, auch die Raum Ver-
héaltnisse eine gewisse Rolle.

Bei der Umwandlung der aus Teilung der Zellen mit Chlamydomonas-
Charakter stammenden und in der Regel sich zuspitzenden Zellen zu Zellen
mit ProtococcoZes-Charakter spielt auch die sog. Vertiefungs-Fragmentation
eine wichtige Rolle [9]. Abbildungen 29 und 30 stellen diese Anfangsphase dar.
Bei beiden Lagern ist die ungefdhr in der Mitte erfolgte Vertiefung klar zu
sehen. Zuerst erscheint ein heller Fleck (29a—b, 30 a—b), der sich polwaérts
fortsetzt und die Zelle gewdhnlich in zwei ungleich grosse Teile zerschneidet
(29c, 30c—d). Das grossere Fragment zerféllt dann weiter. Bei den einzelnen
Zellen beider Lager ist das fur Chlamydomonas bezeichnende Pyrenoid noch
immer zu beobachten.

Die weitere Teilung dieser durch Fragmentation entstandenen, Ubergangs-
charakter aufweisenden Zellen geht mit einer immer typischer werdenden
Vertiefungs-Fragmentation vor sich und als Folge davon entwickeln sich auch

Abb. 27—30. Fragmentation der auf Agar-Platten aus Hyperfragmenten entstandenen Zellen

zu Zellen mit Protococcales-Charakter. 27. Kleines Lager von Zellen mit Chlamydomonas-

Charakter. 1000 : 1. 28. Zellen eines CWamydomonas-Lagers nach Fragmentations-Teilung.

1080 : 1. 29. Beginn der Vertiefungs-Fragmentation bei atypischen Zellen. 900 : 1. 30. Zer-
brockelung durch Vertiefungs-Fragmentation. 1080 : 1

5*
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Tafel VI

35

Abb. 31. Eine zuin zweiten Male auftretende Vertiefungs-Fragmentation der Zellen. 1440 : 1
32. Die drei Hauptphasen der Vertiefungs-Fragmentation einer Zelle mit pactylococcus—Cha-
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die Produkte der Teilung mehr und mehr zu Zellen mit Proiococcal/es-Charakter.
Auf Abbildung 31 sind die Zellen »a—b« eingedriuckt und lécherig, bei Zelle
»c« ist die Vertiefung am Saum des Lagers ausgerissen, bei Zelle »d« zerbrdckelt
diese parallel mit der Durchlécherung in mehrere Teile, bei Zelle »e« hat sich
der Zerfall in drei ungleich grosse Teile bereits vollzogen und der gréssere untere
Teil ist eben im Begriffe, sich in Querrichtung abermals zu teilen. Auf diese
Weise entstehen die kurzen spindelformigen und spitz endenden Zellen mit sog.
Dactylococcus-Charakter (Pascher: Keratococcus), die im weiteren Verlauf
auf recht verschiedene Weise zerfallen und variieren kdnnen. Abbildung 32
zeigt uns drei Zellen die bereits ausgesprochenen Dactylococcus-Charahter auf-
weisen. Jede der drei Zellen hat eine andere Hauptphase der Vertiefungs-Frag-
mentation : Zelle »a« ist eben im Begriffe, sich zu durchléchern, bei Zelle »b«
setzt sich die Durchspaltung den beiden Polen zu fort, wdhrend am unteren Teil
der Zelle die Spalte bereits entstanden ist, Zelle »c« hingegen zeigt den end-
gultigen Zustand der Zweispaltung. Bei der letzten Zelle zerfielen die einzelnen
Hé&lften bereits weiter. Aus Mikrophoto 33 geht hervor, dass die Zellen unmittel-
bar auch in kugelférmige Teile zerfallen kénnen. Zelle »a« und ihre unmittel-
baren Nachbarn befinden sich am Anfang der Vertiefungs-Fragmentation.
Auf der oberen Seite der Zelle »b« entwickelten sich vier kugelartige Fragmente,
wahrend auf der anderen Seite zwei mehr ldngliche Fragmente im Entstehen
begriffen sind. Mikrophoto 34 stellt einen grdsseren Teil der Oberflache der
Agar-Platte in 720facher Vergrdsserung dar. Das Lager »A« veranschaulicht
das endgultige Verschwinden des Chlamydomonas-Charakters, wahrend Lager
»B« den weiteren Zerfall der bereits entstandenen Zellen mit Protococcales-
Charakter zeigt. Bei Umwandlung der Zellen waren &hnliche Rhythmus-Unter-
schiede sehr hdufig zu beobachten. Mikrophoto 35 stellt das Lager »A« in 1440-
facher Vergrdsserung dar. Diese Aufnahme verdient unser besonderes Interesse,
da hier die einzelnen Phasen der Fragmentation bei demselben Lager der Reihe
nach beobachtet werden kénnen. Die linksseitige Zelle ist bereits ein wenig
deformiert, der grosse Pyrenoidenring ldsst jedoch noch untriiglich den Chlarny-
domonos-Charakter erkennen. Zelle »b« ist der L&nge nach entzweigeteilt,
nur das Pyrenoid ihrer linksseitigen Tochterzelle ist sichtbar. Die Zellen »c—f«
sind noch ganz, auch ihr Pyrenoid ist vorhanden, doch kann der Zerfall in
kleinere kugelférmige Korperchen bereits beobachtet werden. Zelle »g« ist
bereits zur Génze in ovale Zellen zerfallen (Autospora). Bei »h« haben sich
schon zwei Kugeln abgeldst. Die Abldsungsstelle ist an der Mutterzelle noch
wahrzunehmen. Bei den Zellen ,,i—k” bringt der Zerfall gewdlbte Zellen mit
Ankistrodesmus-Charakter hervor. Bei den Zellen »i—j« ist diese Umwandlung

raktér. 1440 : 1. 33. Vertiefungs-Fragmentation von Zellen mit Daclyioeocrus-Charakter.

1440 : 1. 34. Fragmentation von Zellen mit Chlamydomonas-Charakter zu Zellen mit Pioto-

coccaies-Charakter. Die einzelnen Phasen konnen innerhalb ein und desselben Lagers beobachtet
werden. 720 : 1. 35. Lagerteil »A« der vorigen Aufnahme. 1440 : 1
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noch im Anfangsstadium, es sind vorerst nur die spitzen Enden der Fragmente
gut zu erkennen, hingegen ist der Zerfall der Zelle »k« in Objekte mit Ankistro-
desmus-Charakter bereits vdllig beendet. Auf der linken Seite haben sich zwei
grossere, auf der rechten drei kleinere Fragmente gebildet. Diese zerfallen
schnittartig weiter. Der schnittartige Zerfall tritt auf Abbildung 34, bei Teil
»a« des Lagers »B« noch auffallender in Erscheinung, wdahrend die voran-
gehende Vertiefungs-Fragmentation bei den Zellen des Teiles »R« zu beobach-
ten ist.

Ausser den gezeigten Haupttypen konnten auch noch zahlreiche andere,
ganz besondere Varianten der Bildung von Zellen mit Protococcales-Chaxaktei
beobachtet werden. Es kam auch mehrmals vor, dass die noch durch Ver-
tiefungs-Fragmentation der Zellen mit Chlymadomonas-Charakter entstandenen
Zellen mit Protococcales-Charakter weiter zu Zellen mit ausgesprochenem An-
kistrodesmus-Charakter zerfielen und zwar innerhalb je eines ausgedehnteren
Lagers. Neben der Entwicklung der Zellen mit DactyZococcus-Charakter ent-
standen ab und zu auch noch Zellen mit kirzerem und stumpfem Ende, die
bereits eine grosse Ahnlichkeit mit den Zellen einzelner Scenedesmus-Typen
aufwiesen. Die grosse Vielfdltigkeit der Formen beansprucht sowohl vom bio-
logischen, als auch vom pflanzensystematischen Standpunkt aus besondere
Aufmerksamkeit und weitere Untersuchungen.

Unser Dank gebiihrt B. Lovas und M. Mersva fur die liebenswirdige Herstellung der

Aufnahmen und die freundliche Praparierung im Laufe der elektronenmikroskopischen Unter-
suchungen.
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MPEOBPA3OBAHNME TTJTASMATUYECKNX YACTUL, PACTUTE/IbHbIX
MWKPOOPIAH3MOB B KJ/IETKW/

ABTOp Habnogan y HeCKOMbKUX pacTUTe/lbHbIX MUKPOOPraHW3MOB Mpu HeGnaronpusT-
HbIX YCNOBWSIX pacnaj K/EeTOK Ha 3efieHble Tenblia Ha TaK HasblBaeMble runepgparmMeHThbl
pasmepoM B 1- 2 L, KOTOPble COXPaHSAIT CBOK XM3HECMOCOGHOCTb U MOryT pa3BMBaThCA B
KneTkn. OH MoApobHO 3aHMMaeTcs C TenbLiaMU OHOK/ETOUHOro pacteHusi Chlamydomonas.
B npouecce pasBUTUSI rMNepparMeHTOB B KIETKM MPOUCXOAAT U3MEHEHWs MOBUAMMOMY 3Ha-
unTeNnbHOro pasmepa. KneTkm xapakTtepa Chlamydon.onas odopmMnsinuce B npouecce Tak
HasblBaeMOI MepeTshKHON  (hparmMeHTauMnm B K/eTKM XapaKTepa Protococcales. O6paso-
BaHMe W pereHepauuio runepparMeHTOB MOXHO CpaBHMBATb C MOAOGHLIMM MpoLeccamu, U3-
BECTHbIMW Yy 6GaKTepuiA.

THE DEVELOPMENT INTO CELLS OF THE PLASMA PARTICLES OF PLANT
MICROORGANISMS

The author has observed in several plant microorganisms that under unfavourable con-
ditions the cells disintegrate into 1—2 micron large green coloured corpuscles, into so-called
hyperfragments, which remain viable also further on and may develop into cells. He deals in
detail with the corpuscles of the unicellular plant Chlamydomonas. During the developmentof
the hyperfragments into cells, changes occurred which appeared to be of a considerable extent.
In the course of the indented fragmentation the cells of the Chlamydomonas-type assumed the
shape of cells of the Protococcales type. The formation and regeneration of hyperfragments may
be compared with similar processes known in bacteria.

Istvan Kiss, Szeged, P4dagogische Hochschule, Lehrstuhl fir Botanik.
ungarn.
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Summary

Author discusses in his paper the results of his research in the feedingbiology and the
humificative function of the detritophagous diplopodan and isopodan species in the litter of
forests. The results of this research can he shortly summed up as follows.

The increase of the weight of the animals in experimental conditions (litter leaves of
16—22 °C, containing 50% of water) is very slow, and never reaches the daily 0,25%.

The animals consumed an amount of litter leaves that corresponded to the 0,5—4% of
their live weight (litter leaves in abs. dry weight). This amount is smaller than those
given in the literature.

In identical conditions smaller animals consumed relatively more food than the larger
ones. On the basis of the Law of Surface, the quotient resulting from the weight of the food
consumed daily by the animals, and from the cube root of the square of the weight of the animals,
that is, the van der Drift constant, is an approximately constant figure, independent of the
size of the animals.

The value of the van der Drift constant is, in identical conditions, independent not
only of the size of the animals but also of its species. Accordingly, it can be deduced that the
type of metabolism of detritophagous species of the same habit is essentially agreeing. This
circumstance offers some possibility — in the cognizance of the feeding biology of a detritopha-
gous artropodan species of a given forest— to make deductions concerning the litter-decomposing
function of other species of similar habits.

Concurrently with the rise in temperature, the amount of food consumed will also grow
rapidly. The optimum lies probably some few grades above 20 °C.

With regard to their metabolism, the species examined show a seasonal cycle, insofar,
as their metabolism is more intensive in the spring as in the autumn.

The amount of food consumption is also dependent on the state of decomposition of the
litter leaves.

A relatively small proportion of the food consumed (0—7%)is being built into the organ-
ism of the animal.

The rate of the utilization of the food material is largely dependent on its state. When the
animals were fed with oaken litter leaves taken from layer F1?the weight of the excrement
reached 87,63—96,23% of the weight of the food consumed, whilst the amount of the material
burnt oscillated between 0—9,14%. On the other hand, when they were fed with litter leaves
of layer Fx, the amount of excrement varied only between 79,72—85,04%, and the waste of
material reached 9,44—20,54%. Consequently litter leaves from layer I'\ are digested in a lesser
rate than those taken from layer Fx. From the point of view of humification this means that,
whereas the litter of layer Fj when passing through the digestive tracts is being broken up
— so to say — mechanically only, the leaves originating from layer Fx undergo considerable
chemical decomposition during the same period.

Introduction

The literature is uniform in attributing a great importance to the litter-
decomposing function of the detritophagous Arthropoda living in the litter
stratum of the forest [6, 7, 11, 13, 15, 16]. The relevant views of some authors
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are, however, rather different. This should be ascribed primarily to our lack
of information concerning the life and metabolism of the animals. The elucida-
tion of this important problem in the productive biology of the forest requires
a number of further experiments to be executed according to many new
points of view. Their execution and correct evaluation is, however, rendered
rather difficult ; indeed, well-nigh impossible by a number of special circum-
stances. In fact the majority of the animals cannot, or can hardly be kept in
laboratory conditions, and great many factors must be kept in mind in the
course of the evaluation of the results. The metabolism of these animals is
influenced by the quality and humidity content of the food, by temperature,
season, and by their age not to mention a presumably considerable number
of yet unknown factors. Even if all these are kept in mind, the task of correctly
applying the data, obtained by measurements, to the natural habitat of the ani-
mals still remains unsolved.

The aim of my work was to examine in different laboratory conditions
the total food circulation of the most important detritophagous arthropodan
species of the macrofauna in the forest floor, thereby to contribute to our know-
ledge of the life and metabolism of these animals, and to evaluate these data
with an eye on the above mentioned difficulties — for further clarification
of the humificative function ofthe animals. Another circumstance that prompted
me to undertake this task was — as already pointed out above — the many
contradictory instances in the literature.

Material and methods

I have selected for my experiments the following three species : Glomeris hexasticha
Braudt, Chromatojulus projectus Verhoeff, Protracheoniscus politus C. L. Koch. These
diplopodous, that is, isopodous species, as shown by the zoocoenological surveys of Batogh and
Loksa, generally dominate in our widely ranging Querceto-Potentilletum albae and Querceto-
Lithospermetum plant associations, but will frequently occur even elsewhere.

The keeping of the above species in laboratory conditions is not an utterly insolvable
task : they may be kept so even for long periods if a suitable litter and soil substratum is secu-
red. Nevertheless the conditions necessarily imposed by experiments, such as the relatively
meagre amount of litter and the lack at natural soil substratum, will limit their duration for
after a certain time the animals will become ill and show the symptoms of decreasing metabolism.
| tried, of course, to make the utmost use of the maximal possibilities: my longest experiment
lasted 59 days.

| kept the animals in unglazed earthen pots covered by a sheet of glass, even partly
darkened by a bit of cardboard. The bottom of the pots were sunk into the wet sand. According
to my experiences, this method is more suitable for the breeding of the animals than the glass
dishes, since unglazed earthen vessels will, on the one hand, better guarantee aerial circulation
whilst, on the other hand, they will absorb water so that the regulation of the humidity content
of the food material can be accomplished by the suitable wetting of the sand, which will, again,
prevent the detrimental accumulation of condense water. No sand was put on the bottom of the
pots, as it would have hindered the collecting of the excrement, and also because it has proved
to have no observable advantageous effect on the life functions of the animals.

I have recorded the weight of the animals both before and after the experiments ; the
amount of the food material consumed, and the weight of the excrement produced. In order to
assure an empty digestive tract, feeding was suspended for 48 hours in both cases and the ani-
mals were weighed after fasting. The concurrent establishment of the water content of
animals of a size corresponding to the size of those used in the experiments enabled us to
convert the weight of the test animals into absolute dry weight.
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The animals were fed with oaken litter leaves from a Querceto-Potentilletum albae asso-
ciation. The leaves were selected so as to represent two different phases of decomposition. In
some of the experiments, | applied opaque leaves taken from layer Fj, whilst in some others,
faded and translucent ones taken from layer Fx. Whereas the former had a high content of
plasmatic remains, the latter consisted of leaves in the state of a more advanced decomposi-
tion, in their hulk consisting of the remnants of cell walls. In every case, 1 endeavoured to use
homogeneous leaf particles which | weighed after a drying process of 2 hours on 104 °C, that
is, in an absolute dry state. The weighing of the litter that remained after the experiments
was carried out in the same way. "

During experiments | kept, in another pot under the same conditions, litter leaves
similar to those used for breeding but without any animals feeding on them, to be able to
register the changes in their weight brought about by bacteria and fungi. The weight of the
litter leaves kept without animals feeding on them showed a considerable decreased.
Accordingly, | deduced this loss of weight from the measured amount of litter consumed by the
animals and gave this correctional value in the table.

In all experiments | kept the sand, into which the pots were sunk, wet, to ensure a 50%

of water content in the food.

The accumulated excrement was removed from the pots once daily, and stored dry, to
prevent its secondary decomposition. The amount of excrement that accumulated during the
48 hours of fasting following the experiments was added to the excrement earlier removed.

The test animals were kept on uneven temperature showing daily fluctuations as in the
more natural field conditions. The temperature values show the daily average during the experi-
ments ; allowing a maximum deviation at+1—1,5 °C according to the different parts of the day.

In my experiments | tried to find answers to the following questions :

1. What is the rate of the increase in weight of the growing animals?

2. What is the amount of food consumed by the animals in certain definite
conditions ?

3. Does the Law of Surface apply to the quantitative relations of food
consumption of small and large individuals, and is there any similarity in the
food material consumption of the examined detritophagous species?

4. What is the influence of the quality of food and of the temperature
on the feeding of the animals?

5. Is there any seasonal cycle in the metabolism of the animals examined?

6. What is the percentage of the food material the animals build into
their organisms, what is the percentage discharged in the form of excrement,
and what is the rate of oxydation?

7. What is in the light of the answers to the above questions, the function

of the animals in the humification of forest litter?

Results

The results of all my measurements are summed up in Table 1. Though
the number of animals was different in each experiment | have for the sake
of easier comparison, calculated the data of weights for one animal in every
case. In Experiment 6, | measured the consumption of food and the changes
in the weight of the animals in two instances. These data are recorded under
6/1 and 6/2. The excrement accumulated during experiments was measured
once only, after the conclusion of the test. The two parts of the experiments
were conducted on different temperatures; The absolute dry weights of the
animals given for the beginning of the experiments are, naturally, computed
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values, determined by the average water content of the animals. The average
water content of the species is shown in Table 2.

I call special attention to the interesting fact that in a number of cases
the weight of the animals after 48 hours fasting increased, instead of decreasing
though their intestines had been emptied. So e. g. one adult Chromatojulus
added 1,1 mg to its weight, five individuals of adult Protracheoniscus showed
an increase of 0,6 mg in their collective weight and ten specimens of subadult
Protracheoniscus grew heavier by 1,3 mg in all. The only explanation of this
phenomenon 1 so far can offer is the assumption that the animals took
a larger quantity of water at such times.

I summed up the data concerning the daily changes in the weight of the
animals in Table 3. They are given in percentages computed from the values
of the animal’s weight measured at the beginning of each experiment irrespec-
tively of its duration. This may involve some errors, because in calculating the
percentages | disregarded the daily changes in the weight of the animals. Never-
theless this method prove sufficiently exact since the weight of the animals
changed but little during the period of the experiments as seen in the Table.
W ithin the limits of the daily fluctuations of temperature (16—22 °C) the
growth of the animals was so slow thattheirdaily gaininweight never reached
0,25 °/0. Greater differences between the rates of the growth of the three
species can not be shown, but the slight differences to be found can be
explained by the different susceptibility of the respective species to laboratory
conditions. The data thus obtained enable us to draw conclusions only with the
greatest reservation concerning the growth of the animals in natural condi-
tions, though one thing is certain : their growth is considerably slow also in
field conditions. If we suppose that the Glomeris specimens, which were the
easiest to raise, increased their weight daily by 0,1% then 838 days were
needed for their complete development. My basis here was 0,9 mg live weight
at the time of hatching and 200 mg at the time of full development. This
length of time seems to be a pretty correct estimate, as for instance KUKENTHAL
puts the life span of Diplopoda at 3 years.

In addition the Glomeris specimens even moulted during the experiments.
According to my observations, each individual moulted every hundred days
(computed by statistical data). | will also mention the fact that though the
Protracheoniscus used in these experiments did not moult, individuals belonging
to this species did moult in the course of other tests. In the case of Chromatojulus
specimens on the other hand moulting occurred but exceptionally. Occasionally
I have recorded a certain decrease in the weight of some advdt animals. It can
be inferred from these observations that after the attainment of a certain size
the weight of the animals will not or will but very slightly increase.

Table 4 shows the daily amount of food consumed by the animals bred
in the autumn, expressed by percentages of their initial live weight and absolute
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Table 2
jLIVA ad. Protracheoniscus
Species Chromatojulus Chrornatojulus politus
projectus projectus
Water content of animal (related to
abs. dry weight).....cccoovniiiinine. 70,35% 59,25% 58,27% 67,09%
é
Table 3
Number 1 2. 3. 5. 6.
. juv. juv. juv. ad. ad. ad.
SpeC|es Glomeris Glomeris Glomeris Glomeris Glomeris Glomeris
Daily change in weight of 1
animal, in percentage of
initial live weight............ 0,018 0,062 0,049 0,051 0,067 —0,079
Number of animals moulted
during experiments.......... 30f 10 20f 10 40of 10 1 of 10 30f5
Number «/l. 6/2. 7. 8. 9. 10.
. ad. ad. ad. ad. juv. juv.
Species Glomeris Glomeris Glomeris Glomeris Chromato- Chromato-
julus julus
Daily change in weight of 1
animal, in percentage of
initial live weight............. —0,170 0,106 0,025 0,230 0,210 0,140
Number of animals moulted
during experiments.......... 3o0f5 lof 5
Number 11 12. 13. 14. 15.
. ad. ad. ad. ad. ad.
SpeCIeS Chromatojulus Chromatojulus Chromatojulus Chromatojulus Chromatojulus

Daily change in weight of 1

animal, in percentage of

initial live weight.......... —0,160 0,076 0,037 0,110 0,069
Number of animals moulted

during experiments........

Number 16. 17. 18. 19. 20.
juv. juv. ad. ad ad.

Species Protracheo- Protracheo- Protracheo- Protracheo- Protrach eo-
niscus niscus niscus niscus niscus

Daily change in weight of 1

animal, in percentage of

initial live weight.......... 0,084 0,110 —0,045 -0,049 0,034
Number of animals moulted

during experiments........
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Table 4
Live ' Abe. dry Daily consumption of %
T DU el e S
Nbuer:\- Species u;:é/ef:)r rla“t:arne animal animal ytage of its inpitial Zoz
feeding °c (mg) (mg) ;5 8
inni . . e
a(l)fﬂ;ipgsigmllwtzg live weight dryav?lse.ight ;
6/2. ad. Glomeris........cccueu..... F, 16,7 202,22 59,95 1,08 3,65 0,14
3. juv. Glomeris Fx 17,5 53,91 15,98 0,83 2,82 0,071
6. ad. Glomeris... F, 195 213,07 63,17 1,38 465 0,18
4. ad. Glomeris... F, 20,8 215,13 63,78 1,91 6,43 0,26
5. ad. Glomeris... F, 20,8 209,76 62,19 1,77 598 0,24
6/i. ad. Glomeris... Fr 21,0 213,07 63,17 1,56 525 021
7. ad. Glomeris... Fj 21,0 198,64 58,89 2,05 6,91 0,27
1 uv. Glomeris... Fx 211 53,73 15,93 3,11 10,48 0,26
2. uv. Glomeris Fi 21,1 50,28 14,90 2,72 9,17 0,23
10. uv. Chromatojulus......... Fx 174 110,34 44,96 0,93 2,28 0,081
12. ad. Chromatojulus........ Fx 17,4 338,37 141,20 0,43 1,03 0,054
13. ad. Chromatojulus........ Fx 174 178,84 74,63 0,75 1,79 0,076
11. ad. Chromatojulus........ F, 18,4 244,10 101,86 0,83 2,82 0,11
9. uv. Chromatojulus........ F, 21,8 125,08 50,97 2,70 6,63 0,24
16. uv. Protracheoniscus. . .. Fx 18,0 15,23 5,01 2,07 6,31 0,11
17. uv. Protracheoniscus. . . . Ex 18,0 13,95 4,59 2,38 7,21 0,12
19. ad. Protracheoniscus.... Fx 18,5 19,89 6,54 1,96 5,96 0,11
18. ad. Protracheoniscus.... Fx 18,8 38,14 12,55 1,94 591 0,14
20. ad. Protracheoniscus.... F, 21,0 25,56 8,37 4,01 12,19 0,25

dry weight. It will be seen that the animals consumed a rather small amount
of leaves, a daily 0,5—4% of their live weight only. (Litter leaves measured in
absolute dry weight.) This value is lower than what the one recorded in the
literature [5]. YAN der Drift carried on similar experiments with the species
Glomeris marginata VILLERS and Cylindrojulus silvarum Meinert [14]. He
kept adult specimens of the former species at 18 °C, fed them with leaves of 55%
water content, and found that they had consumed a daily 5,2% of their live
weight. Bred on leaves of a higher (70%) water content, the animals consumed
daily 9—21% of their live weight. He found the amount of food consumed
by Cylindrojulus silvarum to be only slightly less. (The above numbers are the
converted values of Van der Drift’s data who measured food in aerial dry
weight and recorded the amount consumed during more than one day.)

It is difficult to interpret correctly the above differences in the amount
of food consumed. Though there is a possibility that the metabolism of my
animals, owing to long captivity, decreased and so my figures are below
the values of those in natural conditions, yet, on the other hand, | should consi-
der it a source of error in Van der Drift’s experiments that they lasted but
for a short period (5 days). Because of the previous fasting the animals possibly
consumed more food than under normal circumstances, a supposition which
seems to be supported by my observations.

It can also be seen from Table 4 that — as stated by Van der Drift [14]
— the smaller (younger) specimens of the identical species consume relatively
more food than the larger (adult) ones; the quantity, however, of the food
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consumed is in proportion to the active surface of the consumers. The surface
of the young ones is relatively larger, that of the adult ones smaller. The active

surface of the animals is usually expressed by the formula” |, that is g2s, where

g equals the weight of the animals, in this case their initial absolute dry weight.
In the last column of Table 4 | give the quotient of the daily amount of food
consumed (expressed in absolute dry weight) and of the cube-root extracted
from the square of their weight, which we call, with Balogh [1], the Van der
Drift constant. According to what was said above, this value must be a con-
stant, independent of the size of the animal. This can be ascertained from Table 4,
if we compare animals bred on identical food and kept on identical or almost
identical temperature. Thus, for instance, the Van der Drift constant oscil-
lates between 0,21—0,27 in the case of Glomeris specimens (Experiments 4,
5, 6/1, 7, 1, 2), between 0,054—0,081 in the case of Chromatojulus specimens
(Experiments 10, 12, 13), and between 0,11—0,14 with Protracheoniscus speci-
mens (Experiments 16, 17, 18, 19). These values move within rather close limits,
only the largest individual among the Chomatojulus specimens shows a consider-
ably smaller figure. This same phenomenon was observed also by Van der Drift
[14] who, too, attributes it to the decreased metabolism of a senescent organism.

If we compare the Van der Drift constants of animals belonging to
different species, we find that the Van der Drift constant (0,071) of Glomeris
specimens kept at 17,5 °C in Experiment 3 can be inserted between the Van
der Drift constant values (0,054—0,081) of Chromatojulus specimens bred at
a temperature of 17,4 °C, and that this constant (0,24) of the Chromatojulus
species (bred at 21,8 °C in Experiment 9) and that (0,25) of the Protracheoniscus
specimens (bred at 21,0 °C in Experiment 20) can be inserted between the
0,21—0,27 Van der Drift constant values of Glomeris specimens (kept at
20,8—21,1 °C). These figures show that the type of metabolism of species belong-
ing to the same habits is by and large analoguous. This applies to species
systematically so distant as are Diplopoda from Isopoda. Hence | presume that
the quotient of the amount of food consumed and of the 2/3 power of the weight,
that is, the Van der Drift constant of animals having the same habit living
in similar biocoenoses is, irrespective of the species and of the size of the single
individual, in identical climatical (season, temperature, humidity, etc.) conditions
and consuming identical food is indeed invariable. Not even the form of
the animals will influence the above statement. Some of the experiments seem
to show that the Van der Drift constant of Chromatojulus specimens is slightly
lower than that of the two other species (in similar conditions) but this can again
be explained by ihe assumption that these animals will endure laboratory condi-
tions less easily.

Among others, Bornebtjsch[4], Buddenbrook [3, p. 202], Bertalan-
ffy [3], and Muller [3, p. 202 ] also discussed the Van der Drift constant. As
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to the validity of this constant, their opinions are different. Some of them
contest whether it holds good for the individuals of different species, others
again doubt its applicability to specimens of different size within the same species.

Table 4 gives also good evidence of the fact that changes in temperature
have a strong influence upon the intensity of metabolism. On the basis of what
has been said above, the Van dee Drift constant also lends itself to express
metabolical changes effected by temperature, under identical conditions in-
cluding food consumption. | have, therefore, grouped in Table 5 the Van DER
Drift constants obtained from the food consumption of animals bred in the
autumn so as to form two groups according to the two kinds of food used in the
experiments, and within these two groups in the succession dictated by the
increasing temperature values.

Table 5
Number 6/2. 11 6. 4 5. 20.  6/1. 7. 1. 2. 9.
Temperature
mean 16,7 184 195 208 208 210 210 210 211 211 218
Value of the
Vander Drift
constant 0,14 0,11 0,18 0,26 024 025 021 027 0,26 023 0,24
Number 10. 12. 13. 3. 16. 17. 19. 18.
Temperature
mean 17,4 17,4 17,4 17,5 18,0 18,0 18,5 18,8
Value of the
Vander Drift
constant 0,081 0,054 0,076 0,071 0,11 0,12 0,11 0,14

The amount of food consumed will show a rapid growth in rising tempe-
rature. Van der Drift, on the basis of his experiments, places the temperature
optimum of the species he examined between 17,5—22,5 °C. The temperature
optimum of the species used in my experiments will probably be higher, as
food consumption showed a strong increase even between 19,5—21,0 °C. This
is presumably due to the fact that, though the winter in the Netherlands (where
the animals examined by Van der Drift come from) is somewhat warmer
than in Hungary, the temperature of the warm season — most important from
the point of view of the active work of the animals — will rise higher in our
country (the average temperature of the warmest month in Amsterdam, August,
is 18,7 °C, whilst that of our hottest month, July, is 21,9 °C in Budapest).

The relatively low value of the Van der Drift constant of the animals
used in Experiment 11 can be explained by the sickness of the animals, apparent
also in the striking loss of their weight.

6 Acta Biologicu VI 3 1
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The Table shows also that the animals that were fed with the litter of layer
Fx, consumed more foodstuff than those fed on the leaves of layer Fx. The
quantity of the food consumed will, therefore, be influenced by its quality,
that is by the rate of decomposition of the foodstuff.

Table 6
5 Live Abs.
- weight dry weight
2 of lani- of Lanimal Daily consumption of
2 mal (mg) (mg) litter (abs. dry weight) Value of
- Te{npe- by one animal in per- the
Species 2 r%;arﬁ centage of its initial VAN DER
: °C o Drift
5 og’ beglnn_lng of constant
£ 53 experiments live abs. dry
E E“'—’ weight weight
14. ad. Chromatojulus Fi 155 231,96 96,26 0,89 2,16 0,099
15. ad. Chromatojulus Fx 159 178,55 74,09 0,57 1,37 1 0,057
g. ad. Glomeris B~ 161 161,39 47,85 1,38 4,64 0,17

Experiments 8, 14, 15, the consumption data of which are shown on Table
6, were performed in the spring. This enables us to examine also the effect of
the seasons on metabolism. The figures, and mainly the values of the Van dee,
Drift constant, go to show that the metabolism of the animals is higher in
the spring than in the autumn. Experiment 14 (at 15,5 °C) will not by its 0,99
value of the Van der D rift constant, fall much short at the value of the Van der
Drift constantin Experiment 6/2 (at 16,7° C); the value of the Van der Drift
constant in Experiment 15 (at 15,9 °C) approaches the one measured at 17,4 °C
in the autumn, whilst the value of the Van der D rift constant in Experiment 8
(at 16,1 °C) comes close to the one measured in the autum (at 19,5 °C). Therefore,
a definite seasonal cycle can be observed in the metabolism of the animals.
Finally, the effect of the quality of the food material, described in the discussion
of the experiments made in the autumn, can be ascertained in these cases.

The data given in Table 7 show the rate of the utilization of the food
material taken by the animals. They will tell us how much of 100 absolute dry
weight of food was built into the organism of the animals, how much was dis-
charged as excrement, and, finally, what isthe amount ofthe “material waisted”
by way of oxydation.

It can be stated that the “building in” of the food into the organism is
limited to a maximum of 7%, including even the chitinous exuviae of the moult-
ing animals. Sometimes with adult specimens the food serves exclusively for
the maintenance of metabolical processes. The proportion of the produced
excrement and the waste as related to the food shows a striking difference
according to the quality of nutriment. The percental rate of the excrement of
animals fed on litter from layer Fxis high (87,63—96,23%), with a concur-
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Table 7
S Amount in abs. dry weight, and in
2 percentage of abs. dry weight o the
2 hod mater al) of
. Tempe-
. o Time of rature
SpeC|es E experlment mean
= (season) o the material
N = ¢ built into the the v},ges'e
5 £ .
= 53 the body moulted excre- of
E >e of the exuviae ment material”
z - animals
1. juv. Glomeris................. Fx autumn 21,1 0,17 2,48 93,81 353
2. Juv. Glomeris.. . Fx aut_umn 21,1 0,66 1,94 94,65 2,75
g, ad. Glomeris.........c........ Et spring 16,1 4,99 - 95,59 + 0,58
6. ad. Glomeris.....ccoeounnnn. Ex autumn 19,5 — 1,69 6,83 93,51 1,35
4. ad. Glomeris.. Fx autumn 20,8 0,78 4,41 96,04 + 1,23
5. ad. Glomeris... Ex autumn 20,8 0,97 - 96,23 2,80
7. ad. Glomeris ... . Fx autumn 21,0 0,36 1,39 95,13 3,12
9. juv. Chromatojulus......... F, autumn 21,8 3,22 - 87,63 9,14
14. ad. Chromatojulus......... Fx spring 15,5 5,31 - 94,94  + 0,25
11.  ad. Chromatojulus........ Fx autumn 18,4  -6,93 - 94,83 12,10
20. ad. Protracheoniscus . .. Fx autumn 21,0 0,27 - 94,88 4.85
3. Juv. Glomeris.....c.ccoovunee. Fx autumn 17,5 1,69 5,61 83,26 9,44
t0. juv. Chromato Fx autumn 17,4 6,14 - 80,09 13,77
15. ad. Chromato Fx spring 15,9 5,01 - 85,04 9,95
12.  ad. Chromato Fx autumn 17,4 7,39 - 79,72 12,89
13. ad. Chromato Fx autumn 17,4 2,04 - 83,50 14,46
16. juv. Protracheoniscus .. . Fx autumn 18,0 1,32 - 82,91 15,77
17.  juv. Protracheoniscus . . . Fx autumn 18,0 1,44 - 81,31 17,25
19. ad. Protracheoniscus ... Fx autumn 18,5 — 0,80 - 80,26 20,54
18. ad. Protracheoniscus ... Fx autumn 18,8 —0,76 — 84,89 15,87

rently low rate of waste (0—12,10%), whilst the weight of the excrement related
to the food consumed by animals fed on litter from layer Fx is much less
(79,72 —85,04%), — and so the waste is even higher (9,44—20,54%). In this
connection | have to mention that, if we disregard the result of Experiment 11,
the above difference will be even more marked, as the waste within the former
groups will decrease to 0—9,14%. The exclusion of Experiment 11 from this
discussion is justified by the fact that the waste in this case was the consequence
of the strong decrease in the weight of the animals which, in turn, should be
ascribed to their probable sickness as mentioned above. The slight material
surplus showing up in some cases in the metabolism of animals fed on litter
leaves of layer Fj is probably the result of experimental error.

In my opinion these data will bring to an issue the debate which arose
about the function of these animals in the decomposition of the litter. According
to the analyses of Franz and Lbitbnberger [8], who fed diplopods on freshly
fallen leaves, the excrement of the animals exhibited a considerable rate of
humification. Van der Drift[14] on the contrary, found the excrement
of animals fed on litter leaves of layer Fx to be in a state of humification only
slightly above that at the food consumed.

If we take into consideration that the waste of material in the metabolism
of the animals is the function of the intensity of decomposition, we may rightly

6%
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assert that the rate of the humifying processes taking place in the intestinal
canals of the animals varies in accordance with the chemical composition and the
state of the food consumed. Accordingly, the differences in the results obtained
by Franz and Leitenberger, on the one hand, and by Van der Drift on the
other, may be ascribed to the different state of the litter leaves fed to the
animals. The difference in the decomposition of different food materials still
remains to be explained. Though it is easier to imagine that the animal utilizes
a more adequate food more intensively, which then involves a greater amount
of waste, still I concur with Van der Drift in the assumption that the higher
amount of waste emerges in the case of the consumption of a less adequate food.
In the leaves of layer Fx there may he chemical compounds in a state of decom-
position as -will render the food material easily utilizable. After the utilization
of the food and the discharge of the remnants there is a new possibility for the
intake of fresh food. These compounds willnotyet have come into existence
in the freshly fallen litter, nor can they be found any longer in the litter of layer
Fx, and consequently in both cases, the food has to undergo greater chemical
changes in the intestines to become utilizable for the animals. This, again, in-
volves a slower defecation. This assumption, however, — though in want of
thorough physiological elucidation — seems to be supported by the observation
that the animals consumed less food from the litter of layer Fxthe consump-
tion of which resulted in a higher amount of waste than from the litter
of layer F1 whilst freshly fallen litter undergoing strong decomposition after
consumption as shown by Franz and Leitenberger is indeed reluctantly
consumed by the animals.

From the point of view of productive biology the most important point
is to know the different courses of the food consumed. Comparing them with
the total food circulation of Arthropoda feeding on other kinds of vegetable
m atter, we find a characteristical excess of the weight rate of the excrement
over the proportion of the material built into the organism. In the case of cater-
pillars of Hyphantria cunea, an animal feeding on live plant material (a primary
consumer), | found together with Balogh [2] that the animals had,
during their development turned 77,5% of the food into excrement, built 11,5%
intotheir bodies, and used 11,0 %to cover the energy necessary forlifefunctions.
I found this proportion to be shifted in favour of building in purpose in
the case of Ephestia kuehniella caterpillars, fed on meal, a dry vegetable material
[10]. Here, apart from the extraordinary metabolism previous to pupation,
the building in was 5,4%, with a concurrent excremental weight of 23,3%,
at a temperature of 26—27 °C. (The high value of waste — 71,3% — is caused
by the burning of the meal to ensure the necessary amount of water.) The mean
values for the animals discussed in this paper, are as follows : 2,3% of the
amount of food is built into the organisms, 94,3% is turned into excrement and
3,4% into waste in the case of feeding on litter leaves from layer Fx; this pro-
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portion changes to 3,2 :82,3 : 14,5 when feeding on litter from layer Fx. (Al
figures related to the absolute dry weight of the food consumed). Graph 1 wil
make more conspicuous what has been said above.

These animals turn a strikingly large proportion of the food consumed
into excrement, hastening thereby the decomposition of the litter store of the
biocoenoses, that is, the coenoses of the litter stratum. The frequently contra-
dictory data in the literature concerning the function of these animals must,
however, be revaluated to a certain extent on the basis of my recent researches.
| wish to make clear, on the one hand, that, albeit the function of the detrito-
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Graph 1
1. Hyphantria cunea Drury, Il. Ephestia kuehniella Z, I11. Diplopoda and Isopoda, feeding on

litter leaves from layer Ft, 1V. Diplopoda and Isopoda, feeding on litter leaves from layer Fx.
The abs. dry weight proportions of materials built into the bodies of the animals [1], and the
abs. dry weight proportions of excrement [2] related to the abs. dry weight of food consumed

phagous macrofauna of the forest litter consists primarily in the enlargement
of the surface by breaking up the food, their part played in the chemical decom-
position must in certain conditions still be looked upon as also rather signi-
ficant ; on the other hand, that according to the data relating to the quanti-
tative proportions of food consumption, the amount of litter consumed yearly
by the macrofauna in our forests is essentially smaller than has been supposed
to be. Nevertheless | do not consider our present knowledge sufficient for the
numerical computation of the consumed litter material. Yet it is my profound
conviction that our orientation along this line will be facilitated by the specific
independece of the Van der Drift constant, because the use of this constant
enables us to infer the amount of food consumed by all detritophagous species
from the food consumed by the individuals of any size belonging to a detrito-
phagous arthropodan species living in the same plant association.

J. Balogh gave me valuable guidance in setting the experimental objectives and in eva-
luating the results. l. Loksa was kind enough to identify the animals used in the experiments.
| am greatly indebted to them for their help and assistance.
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NCCNEAOBAHVE BMONOIrNMN TMUTAHNA DIPLOPODA U ISOPODA
N X POJIN B NTYMUOUKALINN

OnucbiBaeTcs paboTa No 61MONOrMM NUTAHUA U POAM B FyMUMKALUWM THUENoeatoLnx
BugoB Diplopoda n Isopoda, XnByuwux B pyce eCHOM MoACTUAKW. Mo gaHHbIM npubaBnieHme
BeCa XXMBOTHbIX B 3KCNEePUMEHTa/IbHbIX YCNOBUAX NAET Upe3BblYainHO MeA/IeHHO, BO BCeX Cry-
Yasx MeHwe 0,25% B feHb. XXMBOTHble KaXAblii AeHb Noeaann cooTBeTcTBYlOWMIA 0,5 —4%
XXMBOF0 Beca CBOWX Te/l MNOACTWIOYHbIA NNCT. 3TO KO/IMYECTBO MeHbLUE YeM, KOTOPOe yKasbl-
BaeTcsa B nmTepatype. >XMBOTHble, 06nafjarolive MeHbLUMM 06beMOM Tena, N0 CPaBHEHUIO C
XKMBOTHbIMM, obnajarowmmmn 6onee 601bLLUM pasMepoM, B TOXAECTBEHHbIX YCN0BUAX NoejaoT
60/bLUEe NUTaTeNbHbIX BellecTB. M0 3aKOHY MOBEPXHOCTU KOHCTAHT BaH gep ApudTa (Van der
Drift) (4aCTHOe OT Beca MOeAaeMoro MWUTaTeNbHOMO BELLECTBA B A€Hb >XMBOTHbIMWU U OT
Ky6U4ecKOro KOpHs KBafpaTa XXWUBOro Beca) He3aBUCUT OT BEIMUMHBI XXMBOTHbIX, & Npubansm-
TeNbHO ABNSAETCA MOCTOSHHbIM 4uMCIOM. BennumHa KoHcTaHTa BaH gep ApudTa B TOXAecT-
BEHHbIX YCNOBUAX He 3aBUCUT He TO/IbKO OT BE/IMUUHBI XKMBOTHbIX, HO He 3aBUCUT M OT UX
BUJOBOW MPUHALNEXHOCTU. 3TO fAaeT BO3MOXHOCTb HaM MpU 3HaHWM 6MONMOTUU MUTAHMUA
O[HOFO TFHMEroejatoLLero YJeHUCTOHOIUX CcAenaTb 3ak/loyeHWe M0 MOBOAY [AeATeNIbHOCTU
OPYTMX BUAOB B pacLiensieHUV UCTbeB JIeCHOM MNOACTUKM.

Mpwn noBbleHMN TemnepaTypbl 6bICTPO MOBbIWaeTCA NoTpebneHve B nuuwe. C 3ToM
TOYKW 3PEHUA ONTUMYM HaBepPHO HaxOAWUTCHA Ha HeCKONbKO rpafycoB Bbiwe 20°C. Uccnepy-
emble BUAbl MOKa3blBalT APEBHEMLINA LMK/, NOCKONbKY O06MEH BeLLeCTB Y HUX BECHOW uaeT
60/1ee MHTEHCMBHO, YeM OCeHblo. Konn4yecTBO BCACbIBAEMOW YacTW MULLM 3aBUCMT U OT Mepbl
pacnaga (THWeHWSs) TNCTbeB JIeCHOM MOACTUAKW. TONbKO HE3HAUYUTeNIbHasA YacTb NPUHUMAEMOW
nuwn, seero 0,7% CTaHOBUTCA NOTOM COCTABHOW 4aCTbi camoro opraHmuaMa. CreneHb ynoTpe-
6/1€HNS NULLKM 3aBUCUT OT caMUX NUTaTeNbHbIX BeLlecTB. MUTas XXMBOTHbIX Ay60BOA NoacTU-
KO, nonyyaemon wm3 sapyca Fj, Bec akckpemeHTa (thekanum) goctur 87,63- 96,23% BCero
NPUHMMaemMoOro MNUTaTe/bHOr0 BeLLeCTBa, BeC oKcuampyemoro BewectBa 0—9,14%. HanpoTus,
NMTas XXMBOTHbIX IMCTbAMW NIECHOW MOACTUNKM U3 sipyca FX aKCKpemeHT ((hekanms) 6bin BCero
0KO0/0 79,72 - 85,04%, a Hy>XJa B nuTaTe/lbHbIX BelwlecTBax Bo3pocna Ha 9,44—20,54%. NTak,
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NIMCTbA NIECHOM MOACTUNKM M3 sipyca I'\ XMBOTHbIE MOTYT MepeBapuBaTh TO/IbKO B MeHbLuel
CTeNeHu, YeM JICTbA NIECHO MOACTUNKU M3 spyca FX.

C TOYKM 3peHUs TyMUpMKALMM 3TO 3HAUMT, UTO MOKa onaBllas nMcTBa M3 sipyca FA
NepexoAs uepe3 KULIEUYHWK pa3MefibyaeTcsi TONIbKO MexaHW4ecKu, onasLuias IMCTBa M3 sipyca
FX 3a 3T0 e BpeMsi NpeTepreBaeT 3HAUMTE/IbHOE XMMMUYECKOE M3MeHeHMe.

UNTERSUCHUNG DER ERNAHRUNGSBIOLOGIE DER DIPLOPODEN UND ISOPODEN
UND IHRE ROLLE IN DER HUMIFIKATION

Es werden die Ergebnisse der Untersuchungen betreffend Ernahrungsbiologie und Rolle
bei der Humifikation saprophytischer Diplopoda- und Isopodaarten der Karstschicht des \Yald-
bodens mitgeteilt. Die Untersuchungen ergaben, dass die Gewichtszunahme der Tiere unter
Laboratoriumsbedingungen sehr gering ist, in allen untersuchten Fallen weniger als 0,25%
pro Tag.

Die Tiere frassen taglich 0,5—49% ihres Lebensgewichtes. Diese Quantitat ist geringer,
als die bisher publizierten Angaben. Unter gleichen Bedingungen frassen kleinere Tiere relativ
mehr, als grossere. Entsprechend des Oberflachengesetzes ist die Vau der 1JjiiFT’sche Konstante
(Gewicht der taglich aufgenommenen Nahrung dividiert durch die Kubikwurzel des Quadrates
de?]ILebendgeWichtes) eine von der Korpergrosse des Tieres unabhangige, annahernd konstante
Zahl.

Der Wert der van daer DRIiFT’schen Konstante ist unter gleichen Bedingungen nicht
nur von der Grosse, sondern auch von der Artzugehorigkeit des Tieres unabhangig. Dieser
Umstand erlaubt aus der Ernahrungsbiologie einer saprophytischen Arthropodenart irgendeines
Waldes Schlussfolgerungen zu ziehen Gber die Abbautatigkeit anderer Arten der gleichen Lebens-
weise.

Mit steigender Temperatur nimmt die Nahrungsaufnahme der Tiere schnell zu. Das
Optimum dirfte etwas Uber 20° C liegen.

Die untersuchten Arten zeigten einen Saisonzyklus des Stoffwechsels. Der Stoffwechsel
war im Frihjahr lebhafter, als im Herbst.

Die Grosse der Nahrungsaufnahme ist auch vom Verwesungsgrad der Blatter abhangig.
Nur ein relativ sehr geringer Anteil, 0—7% der aufgenommenen Naiming wird in den tierischen
Kdérper eingebaut.

Das Mass der Ausniitzung der Nahrung ist weitgehend von ihrer Qualitat abhangig.
Wourden die Tiere mit Eichenlaub aus der Fj Schicht gefittert, so betrug das Gewicht des Faeces
87,63-—96,23% der aufgenommenen Nahrung, das Gewicht der verbrannten Stoffe dement-
sprechend 0—9,14%. Wurden dagegen die Tiere mit Blattern aus der FxSchicht ernahrt, schwankt
der Faeces zwischen 79,72—85,04% und der Nahrstoffmangel stieg auf 9,44—20,54%. Die Tiere
verdauen also Blatter aus der ersten Schicht in viel geringerem Masse, als Blatter aus der letztge-
nannten Schicht. Fur die Humifikation bedeutet dies, dass die Blatter der Fj Schicht auf dem
Wege durch den Verdaungstraktus des Tieres nur mechanisch zerkleinert werden, wahrend
Blatter aus der Fx Schicht auf demselben Wege einen weitgehenden chemischen Abbau erfahren.

Géza Gebe, Budapest, VIII., Puskin u. 3., Hungary.
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Summary

Experiments are described in which Enr1ich’s ascitic tumour of mice was transplanted
into newborn and a few-day-old rats respectively ; having survived transplantation, the tumour
could be carried for eight consecutive passages. The success of the transplantations is thought
to have been due to the fact that the immune system was undeveloped in rats of the said age.
The subsequent development of this system gradually reduced and finally destroyed the tumour.
Attempts to transfer the carcinoma to adult rats failed whereas, if transferred back to mice,
the tumour was seen to proliferate vigorously.

Introduction

Heterologous transplantations have, so far, been unsuccessful because
both embryonic and adult tissues survive in animals of alien species only under
exceptional conditions and only for a very short duration. The degeneration
of the transplants is attributed by most of the authors to the immunological
reaction to alien proteins provoked in the host-organism.

The situation is somewhat different if, instead of normal adult or embryo-
nic tissues, cancerous tissues are transplanted. Tumour tissue often survives
transplantation under conditions in which healthy embryonic, and especially
adult, tissues are sure to perish. Many heterotransplantations have been effected
with success by the lodgement of the transferred tumour in "a favourable envi-
ronment. The anterior chamber of the eye and the brain were found to offer
the most convenient sites for a successful growth of transplanted tumours [1,
3,4,5,6, 7, 8, 25, 27], while in certain cases it was the cheek pouch of hamsters
that proved favourable to the reception of the transplant [14, 15].

The problem was approached from a different angle by attempts to para-
lyze the defenses of the organism. These experiments aimed at the weakening
of the reticuloendothelial system partly by means of X-radiation, partly with
the aid of cortisone, or by a combination of both treatments [10, 14, 23, 24,
25, 26, 27]. Although a number of positive results was obtained in this way,
the success of serial passages was dependent in most cases on a preliminary
treatment of the successive recipient hosts [25].
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The present experiments departed from the theory that, as the organism
is devoid of an immune system during the first period of life, it produces no,
or but a minimum of, anti-bodies to defend itself from parenterally introduced
proteins. Though varying from species to species, this initial period covers as
arule the embryonic stage and afew postnatal days after which organisms usually
develop their immuno-biological activity. Taking domestic animals : pigs,
rabbits, dogs, and cats, for instance, are born at a more primitive stage of deve-
lopment than herbivorous animals. Pigs are born at a developmental stage
which, in sheep, corresponds to that of the foetus when 2% to 4 months old.
W hile new-born guinea pigs possess an almost fully developed central nervous
system and are forthwith capable of an independent existence, rabbits are
quite undeveloped when coming into the world, and so are rats [12].

Methods

As regards rats, the embryonic stage must be said to last until the time when the animals
begin to grow hair and their eye-slit opens, i. e. until the 13th to 14th day after birth. It was
then that the animals were inoculated with tumour. Enri1icn's mouse-ascites tumour was used
in the present experiments. The ascitic fluid was obtained from mice 10 days after inoculation.
We effected the transplantation with aseptic precautions, below the navel, intraperitoneally,
by means of thin subcutaneous needles. Subsequent passages were made every 10 days.

Whenever newborn rats were inoculated we made back transfers to adult mice in order
to obtain controls, and we also attempted to transmit the tumour into adult rats.

Experimental

The incidence of takes in our test rats was 100% through the first five
generations of test rats infected with Ehritich’s mouse-ascites carcinoma and
all inoculated animals died during the two first passages. Takes occurred with
gradually diminishing frequency after the fifth passage, and no more take could
be obtained in the eigth generation, although — transferred back to mice — the
tumour proved to be still positive. It became, however, negative at the next
passage, and the tumour perished.

The results- *of the experiments are collected in Table 1.

Discussion

Heterologously transplanted tumours may be expected to survive if the
recipient environment is a favourable one, e. g. the anterior chamber of the
eye or the brain, or if the recipient host receives a preliminary treatment, be it
X -radiation or the administration of drugs. The first named method was elabo-
rated by Greene who attributed even diagnostical value to heterotransplan-
tation. Tumours transferred by his method mostly resist further passage. Trans-
ferring Crocker 180 sarcomas to hamsters, Patti and Biesele[13] found
transplantations to be more successful with newborn or just a few day old
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Table 1
Results of experiments

é é Takes obtained
§ ; Inocu-
= S Age of lated
°© S young sub- Observations
s 5 animals stance i youn in in
o 5 in ml i Op adult e
S o rats
2 =
a =z
A 7 Newborn 0,15 100 _—_ I All animals died on the 14th and 15th day
B 6 4 days 0,15 100 — + All animals died between the 10th and 13th day
c 5 2 days 0,05 100 — + Two rats survived, their ascites regressed
D 8 1 day 0,05 100 — + 2,5 ml/head transplanted from control mice to
healthy adult rats. Result negative
E 6 Newborn 0,10 100 Only a slight amount of ascites obtained. The
solid tumour developed by one of the rats
at the site of the puncture will be minced
and suspended
F 11 4 days 0,10 38 — 4 —
G 7 Newborn 0,10 143 - + -
H 6 Newborn 0,10 + Abdominal cavity of young rats to be washed

with physiolog. saline and this latter inject-
ed into next generation
| 7 4 days 0,10 - - =

hamsters than older animals. PUTNOKY succeeded in transplanting Ehrlich’s
mouse carcinoma to rats with the aid of lactic acid, i. e. he, too, had to alter
the recipient environment. The tumour thus obtained could be propagated by
serial transfer for seven years. Similar experiments were made by BALOGH [2].
The growth of a slightly differentiated mouse carcinoma in rats is described
by Hann [9] who failed to effect consecutive passages.

Our experiments were successful in transplanting Ehrlich’s mouse-
ascites tumour to newborn rats and in carrying it through eight generations.
This goes to prove that failures of heterologous transplantations must really
he due to immunological factors, and that tumours will survive ifthese factors
are negligible as they were in our newborn rats. The transplant killed the hosts,
at least during the earlier passages.

The metabolism of the tumour obviously enables it to utilize alien proteins,
for, otherwise, it could not persist even in the absence of an immunological
resistance from the host. It is, on the other hand, striking that the adaptability
of the tumour is so limited as to prevent its survival in adult hosts. Not even
after 7 or 8 passages could it be successfully transferred to adult rats, whereas,
transferred back to mice after a propagation of 80 days in newborn rats, it
showed vigorous proliferation. This proves that a tumour of this kind retains
its mousecharacteristics through any number of passages. This observation
is in agreement with Putnoki’s and Hall’s findings.
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Fig. 1. Enr1ich’s ascitic tumour of mice. Native

Fig. 2. Tumour cells from generation E. Native

Fig. 3. Tumour cells from generation E. Native
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The tumour reveals a gradually decreasing vitality. Ehrlich’s ascitic
tumour contains anyhow a large number of rounded degenerated cells floating
in the ascitic fluid and, as a matter of fact, it is these cells which were trans-
ferred to the new hosts. Takes were nevertheless obtained in a 100%, and the
test animals were killed by the transplant. The situation was the same in the
generations A and B. A gradually increasing number of animals was observed
to survive in subsequent passages, while takes were obtained with less and
less frequency. Takes occurred in 4 out of 11 rats in the generation F, i. e. at
the 6th passage, only in one rat in the generation G, while no ascites was deve-
loped by any member of the generation H. A gradual loss of the tumour’s vitality
was thus perfectly obvious, although the morphological picture still revealed
intact cells (figs. 1, 2, 3). This phenomenon will appear as natural if we assume
that the immune system began functioning during the 10 days of the tumour’s
growth, especially when not newborn but 3to 4-day-old animals were inoculated,
and that the immune reaction of the hosts sufficed, if not to kill, at least to
devitalize the transplanted tumour. This devitalization of the transplant was
furthermore evidenced by the case of some of the test animals that had deve-
loped ascites : if these animals succeeded in surviving to an age of 14 to 16
days the ascites was seen to regress by degrees and the rats gradually recovered
full health. The process of regression was observed to set in with the generation
C already, that is, sooner than the decrease in the number of takes which did
not begin before the 6th passage. This, too, points to the beginning activity
of the immune system as the cause of the tumour’s complete degeneration.
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PEAKUVA HOBOPOXAEHHbLIX KPbIC HA TETEPOTPAHCII/IAHTAUWIO
ACLIUTUYECKOW OMYXO/IN 3PNINXA BE/IOV MbILIN

ABTOpbI MPOBOAMAN B CBOMX OMbITax MPUBUBKY aCLMTUYECKON OMyXOMn Spamxa Mbilli
HOBOPOX/EHHbIM KPbICAM MW e Kpbicam BO3pacTa B HECKONbKO JHEl, Mpuuyem Omyxonu
MPUXMBANNCh, U UX YAaNoch MepeBMBaTh Yepe3 HECKONMbKO Maccaxel. [0 MHEHWIo aBTopoB
BO3MOXHOCTb MEPEeBMBKM 06YC/IOBMIMBAETCS TeM, YTO B JAHHOM Mepuoge XKM3HW MMMYHOTeH-
Has cucTema ewie He (yHKUMOHMpoBana. C HacTynieHWeM (yHKUMM 3TOW CUCTEMbI OMYXONW
BCE 0C/1abeBanm W, HakoHeLl, paspyLuannck. B3pocribiM Kpbicam He yAanock NprBMBaTL OMYXo/u,
B TO BPeMs Kak Mpu 06paTHOVi MepeByBKe MblllaM OHM [0 CaMOTO KOHLA NPOSBASNN BecbMa
VHTEHCWBHBIA POCT.

REAKTION VON NEUGEBORENEN RATTEN AUF DIE HETEROLOGE UBERIMPFUNG
DES EHRLICHSCHEN ASCITES-TUMORS DER MAUS

In unseren Untersuchungen wurde der EHRLICH’sche Ascites-Tumor von der Maus auf
neugeborene bzw. einige Tage alte Ratten Uberimpft. Nach erfolgreicher Impfung gelang es
denselben durch acht Passagen weiterzuimpfen. Unserer Meinung nach lag der Mdglichkeit
der Uberimpfung der Umstand zugrunde, dass im gegebenen Lebensabschnitt bei den Ratten
das Immunsystem noch nicht funktionierte. Die beginnende Tatigkeit des Immunsystems fiihrte
zu einer stufenweise Abschwachung und schliesslich zur vélligen Zerstérung der Geschwulst.
Die Geschwulst war auf erwachsene Ratten nicht Gberimpfbar, auf Mause zuriickgeimpft zeigte
sie hingegen bis zu Ende ein intensives Wachstum.

Gyorgy Csaba, Budapest, IX., T(zolt6 u. 58, Hungary.
Mikl1é6s Iskum, Budapest, IX., T@zolté u. 58, Hungary.



DIE SUBMIKROSKOPISCHE ZELLMEMBRAN
YON ENDAMOEBA BLATTAE BUTSCHLI

Gyorgyi Hajossi und F. Guba

ELEKTRONENMIKROSKOPISCHE ABTEILUNG DES INSTITUTS FUR MESSTECHNIK UND INSTRUMENTEN-
WESEN DER UNGARISCHEN AKADEMIE DER WISSENSCHAFTEN (VORSTAND : F. GUBA)

(Eingegangen am 4. Mai 1955)

Zusammenfassung

AufSchragagar mit Aerogenes-Bakterien geziichtete Amoben wurden auf einer Kollodium-
membran, die auf dem Nahrboden schwamm, weitergeziichtet bzw. am Leben erhalten. Diese
Amdben wurden mit destilliertem Wasser behandelt sowie mit Formalin- und Osmiumdampf
fixiert und unter dem Phasenkontrast- und dem Elektronenmikroskop untersucht.

Im Elektronenmikroskop ist gut erkennbar, dass die untersuchten Amoben (Endamoeba
blattae BUTSCHLI) von einer 100 bis 150 A dicken Zellmembran umgeben sind.

In einer friheren Mitteilung wurde eine von den Verfassern ausgearbeitete
elektronenmikroskopische Préparationstechnik beschrieben [3]. Bei den dies-
beziiglichen Arbeiten, die auf die Entwicklung einer rein prdparativen Technik
gerichtet waren, wurden als Versuchsmaterial Kulturen von Endamoeba blattae
BUTSCHLI verwendet. Die hierbei gemachten Beobachtungen diirften — nach
Meinung der Verfasser — eine interessante Ergédnzung zu den bisherigen An-
gaben uber die obigen Amdben darstellen, so dass sie im nachstehenden geschil-
dert werden sollen.

Die in die Ordnung Amoebina gehérigen Rhizopoden wurden auf Grund
von Beobachtungen mit dem Lichtmikroskop als aus nacktem Plasma bestehende
Lebewesen beschrieben. Auch nach den neuesten Lehrblchern wird die Bewe-
gung mittels der Pseudopodien eben durch das Fehlen der Zellmembran er-
madglicht [4]. Im Gegensatz zu dieser Anschauung wurde mit der von den Ver-
fassern angewandten Préparationstechnik im Elektronenmikroskop an den
Amadben eine &usserst feine submikroskopische Membran wahrgenommen, was
mit dem Ergebnis der elektronenmikroskopischen Untersuchungen von Bairati
und Lehmann an Amoeba proteus uUbereinstimmt [1].

Das Untersuchungsmaterial bestand aus den in den Kulturen eine ldngere
Zeit am Leben erhaltenen Endamoeba blattae BUTSCHLI. Als Grundbakterium
wurden Aerogenes-Bakterien in die Schridgagar-Bouillon geimpft. Die Bakterien
begannen sich nach 24stindiger Inkubation bei 37° C zu entwickeln. Danach
wurde diese Bakterienkultur mit den Versuchsamdben beimpft. Nach 48 Stunden
bei Zimmertemperatur krochen die Amdben auf den N&hrboden hinauf und
verursachten eine Transparenz der Bakteritnkultur. Dann wurden die Amdben
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mit Tyrodelésung vom Né&hrboden abgewaschen und die Waschflissigkeit bei
500 U/min zentrifugiert, so dass sich die Amdben absetzten, wonach diese
wieder mit Tyrodelésung suspendiert wurde. Diese Reinigungsoperation wurde
zwei- oder dreimal wiederholt. Im weiteren wurde die so gewonnene Amdben-
suspension benutzt, in der trotz der obigen Reinigung noch immér Rakterien
verblieben (Abb. 1).

Zur Durchfihrung von elektronenmikroskopischen Untersuchungen wur-
den die Amoben 6 bis 24 Stunden lang auf einer Kollodiummembran, die auf

Abb. 1. Zellmembran um eine Amdobe. Im Pseudopodium der Zelle befinden sich phagozytierte
Bakterien (Aerogenes). Fixierung mit Os04-Dampf. Goldbeschattung. 9600 X

einer Serumndhrlésung schwamm, weitergezichtet bzw. am Leben gehalten.
Die Amdben krochen auf der Membran herum und erné&hrten sich teils von den
Aerogenes die bei der Aufbringung der Amdben auf die Membran als Verun-
reinigung gleichfalls dorthin gelangt waren, hauptsédchlich aber vom Serum-
ndhrboden, indem sie durch die Kollodiummembran hindurchdrangen.

Die aus den obigen Kulturen hergestellten lichtmikroskopischen Préparate
zeigen das ubliche Rild der Amdben. Nach den mikroskopischen Beobachtungen
mit dem Phasenkontrastverfahren leben die Amdében auch 24 Stunden auf der
Kollodiummembran, sie kriechen dort herum, wobei sich auf einem grossen
Teil der Zelle noch keine Degenerationserscheinung zeigte.
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Abb. 2a. Amébenkultur nach 30mindtiger Behandlung mit dest. Wasser (Diffusion). Die Zelle
ist stark vakuolisiert. Fixierung mit Os04Dampf. Goldbeschattung. 9600 X
Abb. 2b. Amébenkultur nach 60minitiger Behandlung mit dest. Wasser (Diffusion). Die Zelle
ist in Granulen zerfallen. Fixierung mit Os04-Dampf. Goldbeschattung. 13 800 X

7 Acta Biulogica VI3 -4
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Um zu untersuchen, was fur Artefakten infolge der elektronenmikrosko-
pischen Prédparation entstehen, wurden die Amd&ben bei Unterbrechung der
Zichtungszeit auf verschiedene Weise behandelt. Diese Behandlungen bezogen
sich auf die Fragen der Fixierung sowie der bei der elektronenmikroskopischen
Préparation gebrduchlichen Auswaschung der Salze mit destilliertem Wasser.
Die Behandlung mit destillcrtem Wasser fihrte zu einer starken Denaturierung
der unfixierten Zellen. Wurden die Amoében auf eine Kollodiummembran auf-
gebracht, die auf destilliertem Wasser schwamm, so trat auf den Zellen nach
einer 30mindtigen Behandlung eine starke Vakuolisierung auf, wéhrend nach
60 Minuten die so denaturierten Zellen zu Granulen zerfielen. Die in den Zellen
befindlichen Makrogranulen sind als selbstandige Gebilde in Abb. 2 ersichtlich.

In den weiteren Versuchen wurde die Wirkung der Fixierung (Formalin-
dampf und Osmiumdampf) beobachtet. Die Fixierung mit Formalindampf
fihrte ebenfalls zur Zerstérung der Zellen. Dies geht lbrigens gut aus Abb. 3
hervor, wo die Wirkung des Osmium- und des Formalindampfes festgehalten ist.
Wie ersichtlich, zerfiel das Protoplasma im Formalindampf. Als eine bessere
Fixierungsmethode erwies sich die Behandlung mit Osmiumdampf. Die auf die
oben beschriebene Weise geziichteten Amdben wurden zusammen mit der Kol-
lodiummembran auf den Objekttrdger des Elektronenmikroskops aufgebracht
und auf diesem im nassen Zustand mit Osmiumdampf fixiert. Die als Verunrei-
nigungen vorhandenen Salze werden nach der Fixierung gleichfalls mit Hilfe
von destilliertem Wasser durch Dialyse entfernt. In den so hergestellten Préa-
paraten wird ein grosser Teil der Amdben von einer sehr feinen Membran um-
hillt. Da diese feine Membran nicht auf jeder einzelnen Amdbe anzutreffen
ist bzw. ihre Struktur nicht auf jeder Amdbe gleich ist, liegt die Annahme auf
der Hand, dass die Membran in einem gewissen Zusammenhang mit dem physio-
logischen Zustand der Amdbe steht und sich parallel zu deren physiologischem
Zustande verdndert (Abb. 9). Darauf lassen zumindest die Membrane mit zer-
fallener Struktur der Zellen von é&lteren Kulturen (Abb. 4 und 5) sowie die an
den Membranen einzelner Zellen sichtbaren Offnungen schliessen, die nicht
als praformierte Struktur, sondern als funktionell erweiterte Licken zu deuten
sein durften. Auf diese Struktur hat im Laufe seiner lichtmikroskopischen Unter-
suchungen bereits auch Gelei hingewiesen [2].

Die mit dem Licht- bzw. Phasenkontrastmikroskop gemachten Beobach-
tungen werden ferner auch durch die Aufnahmen jener Amdben ergdnzt, an
denen der Augenblick vor der Klasmatose fixiert wurde. In der Abb. 6 sind die
am marginalen Teil der Zelle erscheinenden Granulen von etwa 1 p Durch-
messer zu sehen.

Im Elektronenmikroskop kann, wie bereits oben erwdhnt, um zahlreiche
Amodben eine Zellmembran von sehr feiner, submikroskopischer Struktur wahr-
genommen werden. Diese Zellmembrane folgen dem Umriss der unbestimmten
Korperform der Amdben (Abb. 1, 3b, 7, 8 und 9).
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Abb. 3a. Die Wirkung der Fixierung mit Formalindampf. Das Plasma der Amdbe weist starke
Risse auf. Unbeschattet. 8000 X
Abb. 3b. Amdbe. Die Zelle ist undurchleuchtbar. Die Zellmembran folgt dem Umriss der unbe-
stimmten Korperform der Amdbe. Fixierung mit Os04Dampf. Unbeschattet. 6600 X
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Abb. 4. Zellmembran mit Rissen einer alteren Amdbenkultur. Fixierung mit 0s04Dampf.
Unbeschattet. 13 800 x

Abb. 5. Wie Aufnahme Nr. 4. Aus alterer Kultur préparierte Amébe. Fixierung mit Os04-Dampf.
Unbeschattet. 12 000 x
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Abb. 6. Teilstick einer Amdbe, fixiert im Augenblick der Klasmatose. Fixierung mit 0s04
Darnpf. Unbeschattet. 15000 X

Abb. 7. Phagozytierte Bakterien (Aerogenes) innerhalb der Zellmembran. Fixierung mit 0s04
Darnpf. Goldbeschattung. 8000 X
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Amgbe im Augenblick der Fortbewegung. Fixierung mit 0s04Dampf. Unbeschattet.
0 X
Abb. 9. Amdbe mit retikularer Struktur der Zellmembran. Fixierung mit Os04-Dampf.
Goldbeschattung. 9000 x
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Auf Grund der beschriebenen Versuche und der vorgefuhrten Bilder
wurde die Folgerung gezogen, dass die untersuchten Amdben im gegebenen
physiologischen Zustand eine Membran von 100 bis 150 A Dicke besitzen.

Es sei hier J. vaaasz fur seine wertvollen Ratschldge und seine freundliche Mitarbeit
der beste Dank ausgesprochen. Fur die systematische Bestimmung der Amoben sind die Ver-
fasser L. Varga zu Dank verpflichtet.
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CYBMUWKPOCKOIMMYECKAA KJ/IETOYUHAA OBOJ/IOYHKA ¥ ENDAMOEBA
BLATTAE BUTSCHLI

ABTOpbI KyNbTUBMPOBa/IN UM XKe COAEPXKasn Npu XM3HM amébbl B NUTaTeNbHON cpefe
Ha CniaBHOW MNfeHKe KOMMOMAMSA, nuTas ux Audiy3voHHbIM cnoco6oM. [Mpekpatas Cpok
Ky/bTMBUPOBaHWS, OHWM (rKcMpoBain amébbl (Endemoeba b'atlae Butschii) npu nomowm
OCMMEBOro napa. B 3M1eKTPOHHOM MWKPOCKOME aBTOPbl HabMlofain BOKPYr améb KeTouHyto
060104Ky TOMwMHOM B 100 150 A.

SUBMICROSCOPIC CELL-MEMBRANE OF ENDAMOEBA BLATTAE BUTSCHLI

Amoebae fed with the diffusion method were grown, respectively kept alive on collodium
membrane floated on culture medium. Interrupting the culture period, the amoebae (Enda-
moeba blattae BUTSOHLI) were fixed with osmium vapour. Under tEe electron microscope a cell
membrane of 100 to 150 A could be observed around the amoebae.

Gyorgyi Hajossi, Budapest, VIII., Puskin u. 9, Ungarn
Ferenc Guba, Budapest, VIII., Puskin u. 9, Ungarn






REIZPHYSIOLOGISCHE UNTERSUC HUNGE N
AN ZILIATEN

V. UBER DAS EMPFINDUNGS- BZW.
REAKTIONSVERMOGEN VON PARAMECIUM

B. PARDUCZ
UNGARISCHES NATURWISSENSCHAFTLICHES MUSEUM, BUDAPEST (VORSTAND : I. BOROS)

(Eingegangen am 17. Mai 1955)

Zusammenfassung

Bei paralleler Anwendung des Osmium-Hamatoxylin-Schnellfixierimgsverfahrens und
experimenteller Lebenduntersuchungen wurden am paramecium einige Prinzipien derjennings-
schen, bei den Einzellern und im Bereich der chemischen, mechanischen und thermischen Reiz-
arten allgemein anerkannten Theorie der Raumorientierung Uberpruft.

Im Gegensatz zu den Grundpostulaten der Versuchs- und Irrtumstheorie wurde folgendes
festgestellt :

g Die als abgekurzte Varianten der Fluchtreaktion angesehenen Reizbewegungen sind in
Wirklichkeit auf verschiedenen selbstandigen Zilienmechanismen beruhende Bewegungsénderun-
gen, die nichts mit dem Jennings’sehen sog. »motor-reflex« gemein haben.

Ausser den obigen Reizbewegungen stehen dem paramecium zur Beantwortung der
Reize auch noch zahlreiche andere Bewegungsmaglichkeiten zur Verfiigung, so dass die Flucht-
reaktion nicht die einzig mdgliche, ja nicht einmal die h&aufigste Methode der Orientierung im
Reizfeld darstellt.

Diese kurzen Einstellbewegungen zeigen in ihrem Ablauf eine bestimmte Beziehung zu
der Lokalisation des Reizes, doch sind sie nicht dauernd gerichtet.

Aus der grossen Mannigfaltigkeit der Bewegungsmoglichkeiten l&sst sich auf eine weit
héhere Entwicklungsstufe der Reizbarkeit von paramecium schliessen, als bisher angenommen
wurde ; die Zilientatigkeit kann sich namlich infolge lokaler Reizwirkungen auch lokal, ja sogar
gle(ijchzeitig in den verschiedensten Bezirken der Korperoberflache in mannigfaltigster Weise
andern.

Im Aktionssystem von paramecium ist also nach den obigen Ausfilhrungen nur die typi-
sche, aus drei Phasen zusammengesetzte JENNINGS’sche Fluchtreaktion als wirkliche Probier-
bewegung anzusehen, so dass die Uberprufung der auf ihren Ablauf und auf den Auslésungs-
mechanismus beziiglichen friiheren, grosstenteils auf der subjektiven Beobachtung des Protisten-
korpers als ganzes beruhenden Feststellungen als eine besonders aktuelle Aufgabe erscheint.

Es ist gerade ein halbes Jahrhundert her, dass Jennings die Grundlagen
fur unsere heutige Auffassung Uber die Reizbarkeit der Protisten bzw. lber die
Gesetzméssigkeiten ihres raumorientierten Verhaltens niederlegte. Um die
Jahrhundertwende erschienen in rascher Folge seine aufsehenerregenden Mit-
teilungen [10—17], in denen er gewisse Beobachtungen friherer Forscher,
hauptsdchlich Engelmanns [7] ergdnzte und vertiefte und den verwickelten
Fragenkomplex der Reizerscheinungen der niederen Organismen von einer
ganz neuen Seite beleuchtete. Seit seinen bahnbrechenden Untersuchungen steht
eine, aus drei Phasen zusammengesetzte Bewegungsreaktion im Vordergrund
der vergleichenden reizphysiologischen Forschungen. JENNINGS fand nédmlich
im Laufe seiner an den verschiedensten Untersuchungsobjekten vorgenommenen
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Beobachtungen, dass der einzellige Organismus aufjede unglinstige Verdnderung
seiner Umgebung — unabh&ngig von der Art des Reizes, von dessen Angriffs-
punkt oder von dem Umfang der gereizten Kdérperfliche — mit der gleichen
bestimmten Folge von Bewegungen antwortet : er fadhrt zurick (mit dem Hin-
terende voran), fuhrt eine Wendung um sein Hinterende aus und schwimmt
schliesslich in der so gegebenen Richtung wieder vorwarts.

Der Ablauf dieser sog. Fluchtreaktion (»avoiding reaction«, »Schreck-
reaktion«, »Unterschiedsreaktion«) tritt uns mit schematischer Klarheit beson-
ders bei den kriechenden Infusorien, z. B. bei Oxytricha entgegen (s. die Bewe-
gungsstellungen 2—5 in Abb. 1).

Laut Jennings besteht die charakteristische Eigenschaft dieser auf
Reizwirkungen allerlei Art mit monotoner Gleichformigkeit gegebenen Bewe-
gungsantwort darin, dass sie relativ zur Reizquelle eigentlich ungerichtet ist.
Es trifft zwar zu, dass sich der Koérper mit seinem Vorderende in der zweiten
Phase der Reaktion in der Regel mehr oder weniger von der Reizquelle weg-
dreht, doch wird die Richtung der Verdrehung der Kd&rperachse nicht durch
dussere, sondern ausschliesslich durch innere Faktoren, durch die speziellen
Symmetrieverhdltnisse des betreffenden Protistenkdrpers bzw. durch die mor-
phologischen oder funktionellen Eigentimlichkeiten des lokomotorischen Appa-
rates bedingt. Oxytricha dreht sich z. B. — an welchem Punkte ihres Kdrpers
auch immer sie der Reiz trifft — nach dem Zurickfahren stets nach rechts.
Wenn also der unangenehme oder gefdhrliche Reiz die rechte Seite des Kdrpers
trifft, dann dreht sich das Tier als Folge der Reaktion geradewegs in die schéd-
liche Reizzone ein. Zieht man jedoch in Betracht, dass der sich nach vorne
fortbewegende Einzeller naturgemdédss mit seinem Vorderende mit den Ein-
flussen seiner Umgebung in Berihrung kommt, so bedeuten die ersten zwei
Phasen des ausgeldsten Bewegungskomplexes, ndmlich das Zurlickschwimmen
und die Seitendrehung nach rechts, fir das Tier gewohnlich die Rettung. Ist
indessen die Ausdehnung der Reizzone so gross, dass das Wegdrehen nicht zur
Rettung genlgt, so wiederholt sich die Fluchtreaktion solange, bis eine der
automatisch angenommenen neuen Achsenstellungen zufédllig von der Reiz-
quelle wegfihrt (s. die Bewegungsstellungen 1—14 in Abb. 1).

An Hand des Beispiels seines hauptsdchlichen Untersuchungsobjektes,
des Paramecium, war es gleichfalls Jennings, der darauf hinwies, dass auch
die pelagischen, gewdhnlich entlang einer Schraubenbahn frei schwimmenden
Infusorien dem Wesen nach durch das gleiche elementare Handeln aus der
Gefahr herausgebracht werden. Zar Vermeidung fester Hindernisse oder von
Gebieten mit schddlicher Temperatur oder Zusammensetzung steht n&mlich
auch dem Paramecium bloss eine einzige Reaktionsmethode zur Verfigung :
es schwimmt zurlick, sein Vorderende biegt sich seitlich aus, worauf es
dann aus dieser Korperlage ausgehend wieder seine normale Vorwdértsbe-
wegung aufnimmt (Abb. 2).
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Abb. 1. Mechanismus der Beantwortung eines
einseitig, aus der Richtung der parallelen Pfeile
wirkenden, diffusen thermischen Reizes hei
Oxytricha fallax durch mehrmalige Wiederho-
lung der an sich ungerichteten Fluchtreak-
tion (2—6). Die zwischen die verschiedenen
Korpcrstellungen  (1—14) eingezeichneten
Pfeile bezeichnen die Bewegungsrichtung des
Tieres (nach Jennings)

1

Abb. 2. Schematische Darstellung der Flucht-

reaktion von Paramecium. A : Umriss eines

festen Korpers oder einer anderen Reizzone.

1—6 : Folge der angenommenen Korper-

stellungen. Die gleichzeitige Rotation des

Tieres um die Langsachse ist nicht ange-
deutet (naCh Jennings)

Abb. 3. Schematische Darstellung der links-

gewundenen normalen Bewegungsbahn von

Paramecium. Die punktierte Gerade bezeichnet
die Achse der Schraubenbahn
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Dieses einfache Schema der stereotypen Reizbeantwortung wird aber hier
bereits durch zwei Umstdnde etwas kompliziert. Der eine Umstand besteht
darin, dass das Paramecium wé&hrend seiner normalen Ortsverdnderung sowie
wéhrend der Ausfihrung der Reaktion auch um seine L&ngsachse rotiert. Hier-
aufist es zuriickzufihren, dass — obwohl die Ausbiegungsrichtung des Vorderen-
des auch in diesem Falle unabh&ngig vom Angriffspunkt des Reizes und lediglich
morphologisch bestimmt (aboral) ist — in der zweiten Phase der Reaktion (Abb.
2, 3—5) aus dieser einseitigen Achsendrehung hier, gleichfalls automatisch,
eine Trichterbewegung des Vorderendes, d. h. eine Reihe von verschiedenen
Korperstellungen zustande kommt. Diese Uberproduktion von neuen Kdrper-
stellungen und andererseits die sich unverdndert fortsetzende Strudeltatigkeit
der peristomalen Wimpern trdgt nun nach der Deutung von J ENNINGS wesent-
lich dazu bei, dass die Wirksamkeit der an sich ungerichteten Fluchtreaktion
eine Steigerung erfdhrt. — Um seinen Gedankengang besser verfolgen zu kénnen,
muss hier kurz das vielumstrittene Problem der Zilienmechanik der Flucht-
reaktion gestreift werden, dessen Kldrung bzw. Ableitung von der normalen
W impertdtigkeit ebenfalls von JeNNINGS an Hand von Paramecium versucht
wurde.

Die linksgewundene Schraubenbahn des in einer vom Gesichtspunkt der
Reize homogenen Umgebung vorwdrtsschwimmenden Paramecium (Abb. 3)
wird nach ihm von drei Faktoren, ndmlich von der Vorwartsbewegung, von der
Drehung um die L&ngsachse und von der stindigen Ausbiegung des Vorderendes
aus der Schraubenachse bedingt. Jeder dieser Faktoren beruht aufeiner bestimm-
ten Besonderheit im Schlage der Wimpern. Der erste und zweite darauf, dass
die Zilien vorwiegend rickwadrts bzw. richtiger : schrdg nach rechts hinten
schlagen. Demgegeniiber schlagen die Wimpern des Peristomalfeldes immer
kréftiger als die der ubrigen Kdorperflaiche, wobei ihre Strudelwirkung fast
genau kaudal gerichtet ist. Dies hat zur Folge, dass das Vorderende des Tieres
aus der Richtung der Schraubenbahnachse dauernd nach der aboralen Seite
abgetrieben wird. Diese einseitige Ausbiegung wird durch die gleichzeitige
Rotation des Korpers zu einer kontinudrlichen Kegelschwingung ausgezogen,
bzw. das Vorderende beschreibt wahrend der Vorwdértsbewegung des Kdrpers
eine Schraubenlinie, wobei die Ventralseite stdndig nach innen gekehrt ist.

Nach der Deutung von .1ENNINGS kommt nun die Fluchtreaktion in der
Weise zustande, dass sich diese normale W impertdtigkeit auf jedwede Reiz-
wirkung in einer im voraus bestimmten Weise und Folge dndert. Die erste
Phase, das Zurlckschwimmen, wird einfach durch die Umkehrung der urspriing-
lichen Schlagrichtung des Wimperkleides bewirkt (Abb. 2, 1—3). Die zweite,
nach Beendigung des Zurlickschwimmens eintretende Phase der Reaktion kann
auf eine besondere physiologische Eigenschaft einer topographisch bestimmten
Gruppe der lokomotorischen Organellen zurtickgefuhrt werden. Die Wimpern
der linken Kdorperseite kehren nadmlich wahrend dieser Phase der Reaktion ihre
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Schlagrichtung um, u. zw. konsequent immer um 90 Grad. Infolgedessen richtet
sich auch ihre Strudelwirkung von nun an anstatt nach rechts hinten nach links
hinten, also gegen das Peristomalfeld zu. Die rotatorische Komponente ihrer
Schlagtétigkeit wirkt dann der Achsendrehung des Kdrpers nach links entgegen
und verstarkt gleichzeitig die schon fir die normale Bewegung charakteristische
Ausbiegung nach der aboralen Seite. Als Endergebnis schwingt also das vordere
Ende in einem grosseren Kreise aber mit verminderter Geschwindigkeit herum,
d. h. die Kdrperachse stellt sich nacheinander in verschiedene Richtungen ein
(Abb. 2, 3-5).

Jennings weist darauf hin, dass der Schlag der Peristomalwimpern auch
wahrend dieser Kegelschwingung des Tieres einen stdndigen W asserstrom der
Mundgrube zustrudclt. Auf diese Weise erhdlt das Paramecium nacheinander
aus verschiedenen Richtungen »Proben« des gerade vor ihm befindlichen Was-
sers. Solange nun diese etwas von der Reizursache enthalten, hélt sich das Tier
zurick und fdohrt nur mit seinem Vorderende die erwé&hnte kreisende Bewegung
aus, es »probiert«. Sobald nun die Probe aus einer bestimmten Richtung nichts
mehr von der Reizursache enthalt, nimmt das Tier einfach wieder seine Vor-
wartshewegung in dieser reizlosen Richtung auf (Abb. 2, 5—6). — Obwohl
also auch hier die Ausbiegungsrichtung des Vorderendes in keiner Beziehung
zum Orte der Reizung steht, so ermdglicht es dennoch die Ausziehung dieser
aboralen Abschwenkung zu einer Kegelschwingung sowie die erwédhnte gleich-
zeitige Sondierungstatigkeit der Peristomalziliatur, dass die aufs neue einsetzende
geradlinige Vorwdrtshewegung bis zu einem gewissen Grade richtig orientiert
ist. So ist es denn in den meisten Fdllen gar nicht notwendig, die zweite, von
Oxytricha noch ausschliesslich angewandte Methode des Probierens, nédmlich
die mehrmalige Wiederholung der vollen Reaktion, in Anspruch zu nehmen,
damit das Paramecium der unangenehmen Reizquelle ausweichen kénne.

Nachdem JENNINGS eine aus drei Phasen bestehende und derjenigen der
Paramecien vollig dhnliche Fluchtreaktion auf die verschiedenartigsten Reize
bei einer ganzen Reihe von Einzellern und — neben anderen Reaktionsarten —
auch bei zahlreichen Metazoen beobachtet hatte, konnte er in seiner klassischen
Arbeit [18], gestitzt auf ein in seiner Art einzig dastehendes Vergleichsmaterial,
seine Schlussfolgerungen fir die Protisten wie folgt formulieren :

Der Organismus des Einzellers ist nicht imstande, einen Unterschied
zwischen den in seinem tdglichen Leben vorkommenden Reizen (also mecha-
nischen, chemischen, Temperatur- und Lichtreizen) zu machen. In &hnlicher
Weise kdnnen aber auch die Teile des Organismus nicht die rdumlichen Unter-
schiede der Intensitdten ein und derselben Reizart perzipieren. Der primitive
Zustand ihrer Organisation ermdglicht bloss die urspringlichste Form der
Reizbarkeit : als Reiz wirkt ausschliesslich der Ubergang von giinstigen zu
weniger gunstigen Bedingungen, also eine zeitliche Differenz verschiedener
Reizwerte. Aus der Unempfindlichkeit der einzelligen Organismen fur Unter-
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schiede der Reizung gegenuberliegenden Flanken folgt zwingend, dass der
Protistenkdrper auf jegliche Art von Reizwirkung nur als ganzes, und entspre-
chend seinen strukturellen Gegebenheiten nur mit einem einzigen, sich nach
einem starren Schema ablaufenden Bewegungskomplex, ndmlich mit der Flucht-
reaktion, antworten kann. Der richtig orientierte Zustand des Tieres kann
demnach nur das zuféllige Produkt der blinden Wiederholung dieser an sich
ungerichteten negativen Reaktion, also das Ergebnis einer langwierigen Probier-
methode (»method of trial and error«, »Versuchs- und Irrtumsmethode«)
darstellen. Seine Auffassung rundete er mit der Feststellung ab, dass der ein-
zellige Organismus eigentlich keine wahre positive Reaktion aufweist, weil
auch diese per exclusionem, indirekt, als ein sekundédres Ergebnis von negativen
Bewegungsantworten zustande kommen. Das Tier vermag von der optimalen,
richtiger gesagt, von der vom Gesichtspunkt der Reize indifferenten Richtung
einfach deswegen nicht abzuweichen, weil jede Abweichung notwendigerweise
als Reiz wirkt und sogleich mit der Fluchtreaktion beantwortet wird.

Die hier geschilderte Theorie von Jennings richtete sich bekanntlich
gegen die sog. Tropismenlehre von Loeb[21, 22], der unter vélliger Ignorierung
der speziellen Struktur und des augenblicklichen physiologischen Zustandes
der Organismen den zwangsldufigen Ablauf und den vollstdndig mechanischen
Charakter des Orientierungsprozesses hervorhob. Nach ihm wird die gerichtete
Bewegung bzw. Krimmung jedes Tieres oder jeder Pflanze durch die unmittel-
bare Lokalwirkung des Reizes ausgeldst, wobei sich Tier und Pflanze als Spiel-
zeuge von ausseren Kraften so unvermeidlich und unbeholfen nach der Reiz-
quelle richten wie die Magnetnadel nach dem Eisen.

Das Buch von Jennings bildete den Beginn einer sich lange hinziehenden
Diskussion zwischen den Anhé&ngern der beiden Auffassungen. Eine umfang-
reiche Literatur wies gegenseitig auf die Schwéachen oder geradezu auf die Un-
haltbarkeit der gegenteiligen Auffassung hin und versuchte, jedes Orientierungs-
verhalten entweder in das Schema des Tropismus oder in das der Versuchs- und
Irrtumstheorie hineinzupressen.

Dieser verwickelte Fragenkomplex der Raumorientierung wurde von
mehreren ausgezeichneten Facharbeiten in jeder Beziehung erschopfend behan-
delt und die wichtigeren diesbeziliglichen Feststellungen sind in jedem Lehrbuch
der allgemeinen Biologie enthalten. Dieser Umstand l&sst es als Uberflissig er-
scheinen hier eine eingehendere Zusammenfassung des heutigen Standes der
Forschungen Uber die Reizbarkeit der Einzeller bzw. Uber ihren Orientierungs-
mechanismus in einem Reizfeld zu geben. Es sei nur kurz darauf hingewiesen,
dass es allem Anschein nach gelungen ist, die sich gegeniiberstehenden Auf-
fassungen auf einen gemeinsamen Nenner zu bringen [20]. In diesem Sinne ist
der einzellige Organismus auch gegeniber den rdumlichen Unterschieden der
Intensitdten gewisser Reize (Schwerkraft und elektrischer Strom) empfindlich.
Nach Kuhn werden heute die obigen, relativ zur Reizquelle dauernd gerichteten



REIZPHYSIOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN AN ZILIATEN 295

Bewegungsreaktionen der frei beweglichen Organismen im allgemeinen unter
dem Sammelnamen »Topotaxis« zusammengefasst. Hierbei wird das Wenige,
das sich aus der LOEBschen Lehre vom Tropismus als dauernd erwiesen hat, in
diesen Begriffskreis eingebaut. Gleichzeitig herrscht aber unverdndert die
Ansicht vor, dass im Bereich der ubrigen Umwelteinflisse nur der zeitliche
Wechsel der Reizstdrke als Anlass zu Bewegungsanderungen in Frage kommt
und dass der Ubergang in andere Rcizbedingungen nur richtungséindernd,
aber nicht steuernd wirkt. Das scheinbar raumorientierte Verhalten tritt hier
mit Hilfe der JENNINGSschen Fluchtreaktion, nach dem Prinzip vom »Versuch
und Irrtum« ein (Phobotaxis). Gleichzeitig wird auch betont, dass die phobi-
schen und topischen Reaktionen im Leben des Tieres oft eng miteinander ver-
knupft sind. Sogar ein und derselbe Reiz (z. B. die Schwerkraft bei Paramecium)
wird je nach den Begleitumstdnden das eine Mal phobisch und das andere
Mal topisch beantwortet.

Wie hier gezeigt worden ist, zeitigte die Forschungsgeschichte des Ver-
haltens bei den Einzellern bis heute keine grossen Anderungen. Nach Ausschluss
der okologisch weniger wichtigen Reizarten dominiert hier unverdndert die
Phobotaxis, die auch nach den Lehr- und Fachbiichern im tdglichen Leben der
Einzeller die fast ausschliessliche Art des Reagierens darstellt [8]. Andererseits
erscheinen Jahr fur Jahr Abhandlungen, die die stammesgeschichtliche Ent-
wicklung des Empfindungs- bzw. Reaktionsvermdgens darlegen wollen und
hierbei meistens von der Fluchtreaktion der Einzeller als der urspringlichsten
Erscheinungsform der Reizerscheinungen ausgehen, wobei sie deren physio-
logischen Mechanismus unverdndert bei Berufung auf die Untersuchungen von
Jennings am Paramecium erklaren.

Nach all dem misste man also glauben, dass die Versuchs- und Irrtums-
theorie — im Gegensatz zur Lehre vom Tropismus — die Angriffe eines halben
Jahrhunderts erfolgreich Uberdauert hat und dass sie innerhalb des von Kuhn
umrissenen Rahmens einen der Eckpfeiler der Biologie darstellt, auf den man
sich bei der Erforschung der verwickelten Probleme der Reizphysiologie mit
Sicherheit stlitzen kann.

Nach grundlicher Durchsicht der einschldgigen Literatur stellt es sich
jedoch heraus, dass eine solche Folgerung noch verfriht ist. Die Wahrheit ist
ndmlich, dass es bis heute noch nicht gelungen ist, die von den GegnernJennings’
seit Atverdes[l, 2] vorgebrachten Argumente zu widerlegen. Zahlreiche For-
scher betonen auch heute noch unverandert, dass Jennings seine auf Para-
mecium bezlglichen Forschungsergebnisse grundlos verallgemeinert hat, dass
er die Reizbewegungen allzu mechanistisch auffasst und dass auch den Einzellern
Bewegungsantworten zur Verfligung stehen, die nichts mit der Fluchtreaktion
gemeinsam haben. Diese protestierenden Stimmen verhallten aber wirkungslos.

Manche der hier berihrten Fragen sind offentsichtlich auch in bezug
auf die allgemeine Zellphysiologie von prinzipieller Bedeutung. Ihre Erkldrung,
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bzw. der entgultige Abschluss der ganzen Diskussion wurde aber bisher vor
allem durch den Umstand verhindert, dass bei den Einzellern der eigentliche

Mechanismus der Reizbewegungen — vielleicht mit Ausnahme der Galvano-
taxis — selbst heute noch nicht bekannt ist [19]. Wie die Reaktion zustande
kommt — und das ist besonders zu betonen —, darliber sind selbst bei Para-

mecium nicht mehr als undeutliche Vorstellungen vorhanden. Die diesbezlgli-
chen, oben kurz geschilderten Feststellungen JENNINGS’ kénnen sich nédmlich
grosstenteils nur auf die subjektive Reobachtung der Bewegungsdnderungen
des Ziliatenkdrpers als ganzes stutzen, und die auf jeden Fall winschenswerte
Uberprifung seines Erklarungsversuches stiess bisher stets auf uniiberwindbar
erscheinende methodische Schwierigkeiten.

Die Zielsetzung der vorliegenden Untersuchungen war, die Reizbarkeit
bzw. das »scheinbar« raumorientierte Verhalten der Einzeller gegenlber den
repulsiv wirkenden mechanischen, chemischen und thermischen Reizen ndaher
zu beleuchten. Hirbei ging das Bestreben besonders dahin, auch bezuglich der
feineren, in der Tatigkeitsverdnderung der lokomotorischen Organellen selbst
zum Ausdruck gelangenden Einzelheiten der Bewegungsreaktionen zu einigen
zuverldssigen Angaben zu gelangen.

Angesichts seiner Uberragenden Rolle in den bisherigen reizphysiologischen
Forschungen wurde als Versuchsobjekt der auch von JENNINGS am eingehend-
sten untersuchte Einzeller, das Paramecium, gewéhlt.

Die Versuchs- und Irrtumstheorie stutzt sich — wie zu sehen war — im
Wesen auf drei aus einander folgenden bzw. sich gegenseitig voraussetzenden
Feststellungen. Die erste ist die Feststellung einer primitiven Entwicklungs-
stufe der Reizbarkeit, die keine lokale Beeinflussung des lokomotorischen Appa-
rates zuldsst. Die zweite ist die des Uniformitidtscharakters der GUberhaupt aus-
lo6sbaren Bewegungsantworten, die sdmtliche Bewegungsorganellen des Kdrpers
immer gleichartig in Anspruch nehmen und daher relativ zur Reizquelle unge-
richtet sind. Die dritte ist die der Anwendung eines Probierverfahrens bei dem
Orientierungsprozess, d. h. einerseits die Einnahme von zahlreichen, aber nur
morphologisch bestimmten neuen Kdorperstellungen entweder wdahrend einer
einzigen Reaktion oder durch deren mehrmaligen Wiederholung und anderer-
seits die Wahl einer dieser Kdrperstellungen durch Selektion.

Der besseren Ubersichtlichkeit halber werden die hier zu schildernden
Untersuchungsergebnisse nach den obigen drei grundlegenden Sdtzen der Ver-
suchs- und Irrtumstheorie gruppiert, wobei zu bemerken ist, dass hier auf die
zur Uberprifung des dritten Satzes angestellten Lebenduntersuchungen nicht
eingegangen werden soll. Es sei nur kurz daraufhingewiesen, dass das Verhalten
des Tieres selbst im Falle der in der typischen Form ablaufenden Fluchtreaktion
meistens mit den Anforderungen der Probierungsmethode unvereinbar ist.
Solche Feststellungen kénnen sich aber ebenfalls nur auf die subjektive Beobach-
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tung der ausgefliihrten Bewegungsdnderungen des ganzen Organismus stltzen,
so dass sie allein fur sich keine Uberzeugende Beweiskraft besitzen.

Auf den ersten Blick ist unsere Aufgabe bereits wesentlich leichter, wenn
die weiter oben an zweiter Stelle erwdhnte Feststellung von Jennings, der
stereotype Charakter der Reizbeantwortung, Uberprift werden soll.

Wird ndmlich das Verhalten der sich in ihrer natlrlichen Umgebung oder
im freien Tropfen herumtummelnden Paramecien vorurteilslos beobachtet, so
findet man, dass sie die festen Gegenstdnde oder die Gebiete mit unange-
nehmer Temperatur bzw. ungeeigneter chemischer Zusammensetzung nicht so
sehr durch mehrmalige Wiederholung der starren Fluchtreaktion vermeiden,
als eher mit Hilfe von bestimmten, der jeweiligen Situation angepassten ein-
maligen Richtungsdnderungen. Das Tier weicht also nach der Berihrung mit
dem unangenehmen Reizmittel durch die Verbiegung seiner Bewegungsbahn,
durch eine véllige Umdrehung seiner Kdrperachse, durch die Abwendung seines
Vorderendes usw. einfach vor der Reizquelle aus, um danach seine normale
Schraubenbewegung fortzusetzen.

Diese kurze und im Gegensatz zur Fluchtreaktion sich allem Anschein
nach im Verhdltnis zum Reizfelde direkt gerichtete Vermeidungsreaktionen
wurden bereits von zahlreichen Forschern beobachtet, wobei sich einige von
ihnen gerade aufdiese Bewegungsanderungen beriefen, als sie auch die JENNINGS-
sche Erkl&drung fur die Raumorientierung selbst in Zweifel stellten.

Jennings hatte allerdings die der Versuchs- und Irrtumstheorie von
dieser Seite drohenden Angriffe schon von vornherein mit der Feststellung ab-
gewehrt, dass die betreffenden Reizbewegungen als radikal abgekiirzte Varianten
der Fluchtreaktion anzusehen sind. Laut seiner Beobachtungen kann né&mlich
die erste der drei Phasen der vollstdndigen Reaktion, die Rickwartsbhewegung,
je nach den Umstdnden verschieden lang dauern oder sogar auch vollig aus-
bleiben. In diesem Falle besteht die Beantwortung des Reizes nur in einer lang-
samen Kegelschwingung des vorderen Korperendes. Der Offnungswinkel dieses
Rotationstrichters kann grdsser oder kleiner sein, je nachdem wie gross der
links vom Peristomrande gelegene Wimperbezirk ist, der seine Schlagrichtung
verdndert. Im Falle einer Kegelschwingung mit kurzem Durchmesser — betont
Jennings — wird der flichtige Betrachter leicht das kreisformige Schwingen
des Vorderendes und die Drehung um die L&ngsachse Ubersehen und zur Fol-
gerung geneigt sein, dass er das unmittelbare Abwenden des Tieres von der
Reizquelle beobachtet hat.

Doch auch die Trichterbewegung des vorderen Korperendes kann eine
l&ngere Zeit andauern oder sich dermassen verkilrzen, dass von der zweiten
Phase nur die Abweichung nach der aboralen Seite verbleibt. In diesem Falle
hebt die nach links hinten gerichtete Strudeltdtigkeit des links vom Peristomal-
feld befindlichen Zilienkleides vollig die normale Téatigkeit der Uubrigen Kdorper-
zilien auf. Je nachdem, wie lange diese funktionelle Trennung der Wimper-

8 Acta Biologien VI/3—4
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tdtigkeit andauert, kann ihr Ergebnis in einer kurzen Abwendung des vorderen
Korperendes, in einer Umkehr des Korpers um volle 180 Grad oder in extremen
Fé&llen in einer Kreisbewegung des Yorderendes um das Hinterende in einer
Ebene bestehen. Die Erklarung fiir alle diese Modifikationen ist nach ihm darin
zu suchen, dass das Yorderende schon nach der ersten bzw. schon nach einigen
wenigen nmen Achsenstellungen die reizfreie Richtung gefunden hat, wonach
dann das Tier, ohne das volle, fix festgelegte Programm der Fluchtreaktion ab-
solvieren zu missen, seinen Weg unbehindert fortsetzen kann. Als iberzeugenden
Beweis flr die Richtigkeit seiner Deutung betrachtet er die Tatsache, dass die
Richtung der Achsenabweichung selbst im Falle dieser kurzen Reaktionen aus-
nahmslos aboral ist.

Dadurch also, dass jede der drei Phasen der Fluchtreaktion tUbermadssig
stark ausfallen bzw. sich auf ein kaum -wahrnehmbares Minimum reduzieren
kann, sollen nach JENNINGS die scheinbar andersartigen negativen Reaktionen
zustande kommen. Im Laufe der spédteren Untersuchungen stellte es sich all-
mdahlich heraus, dass er mit dieser geistreichen Erkl&drung jeden seiner Kritiker
in eine ziemlich schwierige Lage versetzt hatte. Vergebens berief sich z. B.
Alverdes [1, 2] darauf, dass die Abwendung des vorderen Kdrperendes nicht
nur dorsal, sondern nach jeder beliebigen Kdrperseite erfolgen kénne. Er ver-
mochte diese Behauptung nicht Uberzeugend zu beweisen, und die Fachliteratur
ging einfach Uber sie hinweg. Infolge des ausserordentlich schnellen Ablaufes
der erwédhnten Reaktionen ist es im gegebenen Falle in der Tat fast unmdglich
festzustellen, ob die wahrgenommene Abweichung der Kdrperachse eine selb-
stdndige Reizbewegung darstellt oder bloss eine Teilhandlung des Komplexes
der vollen Fluchtreaktion. Es ist offenbar, dass die Entscheidung dieser Frage
lediglich von der endgultigen Klarung des grundlegenden Zilienmechanismus
der betreffenden Bewegungsreaktionen erwartet werden darf.

Zu diesem Zwecke wurde unldngst die bei der Erforschung der normalen
Zilientédtigkeit [29] bereits wohlbewdhrte Methodik, das mit Lebendunter-
suchungen kombinierte Osmium-H&matoxylinverfahren [26] herangezogen. Es
gelang denn auch an Paramecien, die vorher thermischen, mechanischen bzw.
chemischen Reizwirkungen ausgesetzt wurden, mit Hilfe dieser Schnellfixie-
rungstechnik metachronische Zilienwellen zu stabilisieren, die den verschiedenen
Stadien der eben ausgefiihrten Reizbewegungen entsprachen [28]. Einige in-
teressantere Typen der durch die Auswertung und ldentifizierung dieser fixierten
»Momentaufnahmen« erhaltenen Bewegungsreaktionen sollen hier im nach-
stehenden geschildert werden.

1. Einfache Vermeidungsreaktionen. Die hdufigste Antwort des Tieres auf
eine leicht unangenehme Reizwirkung ist, dass es seine regelmdssige links-
schraubige Bewegungsweise pldtzlich unterbricht und sich in einem kleineren
Winkel von der Reizzone abwendet. Geht man von der von JENNINGS ange-
nommenen Reizbarkeit des Paramecium aus, so lassen sich diese wahrend der
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Fortbewegung und in beliebiger Richtung eintretenden Bewegungsdnderungen
offensichtlich nicht erkl&ren. Ihr Auftreten dirfte vermutlich das Ergebnis
davon sein, dass an der gerade der Reizwirkung ausgesetzten Kdrpergegend
der Rhythmus des Zilienschlages momentan rascher wird oder dass sich die
wirksame Schlagrichtung verdndert. Infolgedessen wird ein kurzer, in die Reiz-
nédhe fallender Abschnitt der schraubenférmigen Bewegungsbahn gleichsam in
die Ladnge gezogen. Tatsdchlich erhdlt man hdufig an den Fixationspréparaten
anstatt der in regelmdssigen und gleichférmigen Abstdnden verlaufenden links-
gewundenen Zilienwellen der ungestdrten Normalbewegung (Abb. 4) fallweise
an verschiedenen Seiten der Kdérperflache, in der Regel jedoch an der vorderen
Korperhalfte, ein Zilienwellenmuster, das in bezug auf die trennenden Zwischen-
rdume bzw. den Steigwinkel auffallend vom Normalen abweicht (Abb. 5—09).
Diese Bilder unterstiitzen in Uberzeugender Weise die theoretischen Darlegungen
von Bozler[4], in denen er die Entstehung der sog. »negativen Thigmotaxis«
erklért. Sie stellen aber gleichzeitig auch ein Zeugnis dafur dar, dass die momen-
tane Storung des Erregungsgleichgewichtes zwischen den reizndheren und
antagonistischen Kdrperseiten nicht nur nach dem Anstossen an irgendein

Hindernis, sondern auch als Folge von andersartigen — in unserem Falle wahr-
scheinlich von einseitigen chemischen — Reizwirkungen eintreten kann.
2. Bogenschuiimmen unter Rotation. Diese recht hdufig wahrnehmbare

und bereits auch von AlvErdes[2] und Dembowski[6] beschriebene Bewe-
gungsweise offenbart sich darin, dass sich das Tier bei Einhaltung seiner schrau-
benférmig gewunden n Bahnform in einem regelmé&ssigen flachen Bogen seit-
warts von der unangenehmen Reizzone abdreht. Auf eine leicht demonstrierbare
Modifikation dieses Yermeidungsbogens hatte schon Bozler[4] hingewiesen.
Nach seinen Beobachtungen werden namlich geotaktisch aufsteigende Para-
méeien, wenn sie an eine schrage Glaswand stossen, von dieser zuriickgeworfen,
worauf sie sich dann unter Rotation um ihre Kdrperachse in einem schdnen
Bogen wieder in die senkrechte Richtung zurickwenden. Nach einem neuen
Anstoss wird der Vorgang mehrmals wiederholt'.

Diese eigentimliche Reizbewegung von Paramecium wird von BozIER
auf Grund der wohlbekannten Statozystentheorie von KOEHLER erklédrt. Der
auf den ersten Blick ausserordentlich kompliziert erscheinende Zilienmecha-
nismus besteht nach ihm einfach darin, dass durch die Druckwirkung gewisser
Einschliisse des Entoplasmas Erregungen entstehen, die sich nur zu den jeweili-
gen erdndheren Zilien fortpflanzen. Da das Tier hierbei stdndig rotiert, wird
die Schlagtatigkeit der Zilien dauernd in einem anderen Kdrperbezirk be-
schleunigt.

Bei Tieren, die unter elem Einfluss der Schwerkraft stehen, wirkt diese
Erkladrung zweifellos &usserst Uberzeugend, doch kann sie natirlich nicht auf
jene Fadlle angewandt werden, wo die Ebene der bogenférmigen Bewegungs-
bahn nicht vertikal ist. Solche Varianten dieser Bewegungsantwort sind jedoch

8g*
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Abb. 4—9. Zilienwellenmuster von Paramecium wahrend der normalen linksgewundenen Vor-

wartsbewegung (Abb. 4) sowie die Wellenanordnung der einfachen Vermeidungsreaktionen bzw.

des Bogenschwimmens unter Rotation (4bb. 5—9). Osmium-Hamatoxylin-Schnellfixierungb-
methode. 300 X

keineswegs selten. Oftmals wurde schon z. B. das charakteristische Bogen-
fahren von Paramecium entlang eines Tropfenrandes, also in der Ebene des
Objekttrdgers beobachtet. In diesem Falle kann man anstatt an Erregungs-
wellen, die im Inneren des Korpers, im Entoplasma entstehen, nur an den
richtenden Einfluss von exogenen und vermutlich chemischen Reizen denken.
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Der grundlegende Zilienmechanismus ist also offenbar dem in der vorhergehen--
den Bewegungskategorie beschriebenen gleich, mit dem Unterschied, dass sich
auch hier — da das Tier eine verhdltnismdassig ldngere Zeit einer einseitigen
unangenehmen Reizwirkung ausgesetzt ist — entsprechend dem Tempo der
Rotation um die Korperachse die Schlagtitigkeit immer neuer Zilienbezirke
rings um den Korper fortlaufend &ndert bzw. sukzessive zur normalen AKti-
vitdt zurickkehrt. Der Bezirk der verdndert arbeitenden Zilien wandert also
— da die Lage der Reizquelle selbst unverdndert bleibt — entgegengesetzt
zur Rotationsrichtung an der Oberflache des Tieres, ebenso wie bei den unter
dem Einfluss der Schwerkraft stehenden Paramecien von BOZLER[2].

Es hat den Anschein, als ob in den obigen zwei Féllen die Orientierung
im Reizfeld durch die unmittelbare Wirkung des reizenden Agens auf die Be-
wegungsorganellen selber zustande kommt. Es kann sich also hier um eben-
solche direkte Funktionsreize handeln wie diejenigen, mit denen A1,VERDES[3]
die Einstellbewegungen des Tieres im Gleichstrom erklért. Der Reiz, der einen
bestimmten Bezirk der Kdrperflache trifft, zwingt also die Zilien dieses Bezirkes
auch in unserem Falle zu einer energischeren Schlagtatigkeit bzw. zur Anderung
ihrer Schlagrichtung, so dass sich der Kodrper von der Reizquelle wegdreht.
Wenn als Folge der Richtungsdnderung des Kdrpers oder der Rotation um die
Léngsachse die Lokalwirkung des Reizes auf den betreffenden Bezirk aufhort,
nehmen die Zilien sofort wieder ihre urspringliche Schlagweise auf.

Fir sdmtliche anderen Formen der Reizbewegungen ist charakteristisch”
dass die Reaktion, obwohl sie sich letztlich an die gegebene Situation anpasst,
d. h. zur Richtung der Reizquelle in Beziehung tritt, dennoch in ihrem Ablauf
nicht durch Reizwirkungen bestimmt wird, die an den einzelnen Erfolgsorga-
nellen direkt angreifen. Anstatt dessen antwortet der Einzeller als ganzes mit
einer Reaktion, die auf einer koordinierten Tatigkeitsverdnderung der Gesamt-
ziliatur des Korpers beruht. Die fixierten Momentaufnahmen beweisen aber
auch, dass die hierher gehdrigen Reizbewegungen in einem wesentlichen Punkt
im Gegensatz zu der JENNINGSschen Anschauung stehen : sie nehmen das
Wimperkleid nicht nach einer einzigen starren, ein fir allemal bestimmten
Schablone in Anspruch.

Besonders interessant sind jene Fdlle, wo der Reiz eine je nach der Kdérper-
gegend verschiedenartig beeinflusste und empfindlich ausbalancierte Funktions-
&nderung der Ziliatur zur Folge hat.

3. Bogenschwimmen ohne Rotation. Das gegen die Reizquelle zu schwim-
mende oder diese von der Seite berihrende Tier dreht sich ohne Verminderung
seiner Bewegungsgeschwindigkeit in einer scharfen Haarnadelkurve (hédufig
genau um 180 Grad) um, wobei inzwischen die Rotation um die Kdrperachse
Ubergangsweise aufhdrt. Diese Reaktionsweise soll nach Jennings — wie wir
sahen — auf einer Besonderheit in dem Schlage der Wimpern der linken Seite
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beruhen, wobei der Schlageffekt der ubrigen, unverdndert nach rechts hinten
arbeitenden Wimpern vdéllig kompensiert wird.

Ahnlicherweise beschreiben die Paramecien Kreisbahnen, wenn sie an
irgendeinem Punkte ihrer Kdrperflaiche mit kleinen, festen Kdrpern in Berih-
rung kommen. Auch die in diesem Falle auftretende Bewegungsform wurde
schon von Jennings beobachtet, wobei er ihr Zustandekommen mit der aus-
schliesslichen Strudeltdtigkeit der Peristomalwimpern zu erkldren vermeinte.
Laut seiner Deutung beeinflusst der Kontaktreiz die Strudelung der Peristo-
malzilien nicht, dagegen hort die Tatigkeit der Kdrperzilien thigmotaktisch auf.
Demgeméss ist die Yerdrehungsrichtung, welchen Punkt des Kdrpers auch immer
die Reizwirkung erreicht, lediglich morphologisch bedingt, und ist immer die
Y entralseite gegen den Mittelpunkt der Bewegungsbahn gerichtet. Auf einen
irrigen Punkt seiner Argumentation hatte Ubrigens schon friher auch Ludwig
hingewiesen [23], als er feststellte, dass bei alleiniger Strudelung der Peristomal-
zilien nur eine solche Variante der kreisenden Bewegung zustande kommen
kann, bei der die Munddffnung nicht gegen den Drehungsmittelpunkt, sondern
eher nach aussen zu gerichtet ist.

Auf keine Weise l&sst sich aber auch jene t&gliche Erfahrung mit den
Darlegungen von Jennings in Ubereintstimmung bringen, dass unrotiertes
Bogenschwimmen nach jeder beliebiger Korperseite hin erfolgen kann. Man
hat also auch mit solchem Varianten dieser Reaktionsart zu rechnen, deren
Entstehung nicht auf eine besondere Eigenschaft der Zilien zur Linken des
Peristomfeldes oder auf die (berwiegende Triebwirkung der Peristomalgegend,
sondern auf eine entsprechende Funktionsdnderung der gewdhnlichen Kdérper-
zilien zurtckzufihren ist. Diese auf das Verhalten der lebenden Tiere basierte
Folgerung wird in vollem Ausmass durch die fixierten Momentaufnahmen unter-
stitzt (Abb. 10—12). In den Pré&paraten trifft man ndmlich hdufig auf Exemplare,
an deren einen Seite sich in rein kaudale Richtung schlagende, also quergerichtete
Wellenk&mme ausgebildet haben. Diese konvergieren gewdhnlich wéhrend
ihres Verlaufes gegen die entgegengesetzte Kdrperseite und verschwimmen
allméhlich. In anderen Fallen hort auf der antagonistischen Kdrperseite die
metachronisch geregelte Zilienbewegung tUberhaupt auf. Die auf diese Weise
beeinflusste Wimpertatigkeit kann, wenn man die Verteilung der auf den Pro-
tistenkdrper wirkenden Triebkrafte bericksichtigt, nur ein Bogenschwimmen
ohne Rotation zur Folge haben. Nach dem Zurickkehren sdmtlicher Zilien in
die urspringliche Schlagrichtung schaltet das Paramecium aufs neue auf die
normale Vorwdartshbewegung um. Aus den Abbildungen geht auch deutlich
hervor, dass das Ausbiegen fallweise gegen verschiedene Kdrperseiten zu er-
folgen kann.

In einer weiteren Kategorie der Reizbewegungen differenziert sich die
Bewimperung beziglich ihrer Funktion in verschiedene scharf voneinander
getrennte Bezirke. Den Anzeichen nach spielt die Erscheinung der Hemmung
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bei der Auslésung der Reaktion eine bedeutende Rolle. Die physiologische
Differenzierung des Zilienkleides ist in den einfachsten Fdallen wahrscheinlich
auf die verhé&ltnismdéssig geringere Reizbarkeit der eingesenkten Peristomal-
gegend zurickzufihren.

4. Dorsalwendung des Vorderendes. Im Aktionssystem von Paramecium
spielt auch nach JENNINGS jene Reizbewegung eine bedeutende Rolle, die er
— wie aus dem Vorstehenden ersichtlich war — als eine extrem abgekirzte

Form der vollen Fluchtreaktion qualifizierte (s. S. 298). Es sei hier betont,

Abb. 10— 12. Zilienwellen von Paramecien wahrend des unrotierten Bogenfahrens. 300 X

dass der Verfasser in keinem einzigen Falle in den Préparaten eine Zilienwellen-
anordnung beobachtet hat, die im Einklang mit JENNINGS’ Vorstellung gestan-
den wdre. Demgegeniber gab es zahlreiche Individuen, aus deren fixiertem
Zilienmuster auf einen weit einfacheren Mechanismus der aboralen Abschwen-
kung geschlossen werden muss. Aus diesen Fixationsbildern geht nd&mlich hervor,
dass der Reiz nur die Téatigkeit der Kdrperzilien beeinflusst, ihre Schlagtétigkeit
Ubergangsweise verlangsamt, vollig zum Stillstand bringt odir eineneinmaligen
synchronen Schlag sdmtlicher Zilien nach vorne hervorruft. Gleichzeitig damit
strudeln jedoch die Peristomalwimpern mit unverédnderter Intensitdt weiter.
Wie sich aus der Verteilung der Wirkkrafte folgern ldsst, prallt das Tier zugleich
mit der aboralen Wendung etwas zuriick — was an den lebenden Individuen
auch tatsdchlich beobachtet werden kann — und fihrt mittlerweile entsprechend
der Strudelrichtung der Peristomalzilien eine kurze Achsendrthung nach rechts
aus (Abb. 13—15).
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5. Abwendung des Vorderendes nach einer beliebigen Korperseite. Der
grundlegende Wimpermechanismus dieser Variante weicht wesentlich von dem
der vorigen ab und zeitigt eine Bewegungsantwort, die ebenfalls auf keine Weise
in die JENNINGSsche Konzeption hineinpasst. An den fixierten Individuen bilden
die Uberwiegende Mehrheit der Korperzilien sowie die Peristomalzilien keine
metachronischen Wellen, dagegen féllt um das Vorderende, fallweise an einer
jeweils anderen Seite, ein aus 2 bis 5 Wellcnk&mmen bestehendes, scharf um-
grenztes Wellensystem in die Augen. Diese stark ausgeprégten, kurzen Wellen-

Abb. 13—15. Die Anordnung der metachronischen Zilienwellen wahrend der Abwendung
des vorderen Korperendes in aboraler Richtung. 300 X bzw. 600 X

k&mme sind nicht in Form von Schraubengewinden angeordnet, sondern reihen
sich in Lé&ngs- oder Querrichtung oder in schridger Neigung aneinander. lhre
Strudelwirkung kann demnach in die verschiedensten Richtungen ausfallen (Abb.
16—21). Die Reizwirkung I6st also in diesem Falle eine energische Schlagtétig-
keit des unmittelbar getroffenen Zilienbezirkes aus, wédhrend anderswo an der
Korperfliche die Tatigkeit des Wimperkleides auch hier schwécher bzw. un-
geordnet wird oder vollstindig aufhdrt. Alle Anzeichen sprechen dafur, dass
an den betreffenden Individuen die Zilienmechanik der zuerst von A 1vjiRDES
beobachteten Abwendungen nach einer beliebigen Kdo&rperseite festgehalten
wurde (s. S. 298).

6. Zurlckprallen. Die erste Phase der vollen Fluchtreaktion, das Zurick-
fahren, beruht laut Ergebnis von friheren Untersuchungen [28] auf einer meta-
chronisch geregelten Schlagtdtigkeit des Wimperkleides. Die Fortpflanzungs-
geschwindigkeit der metachronischen Wellen liegt aber in einer Verhdltnis-
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Abb. 16—21. Lokal modifizierte Wellenkamme der sich mit ihrem Yorderende nach verschiede
nen Korperseiten ausbiegenden Paramecien. 300 X

massig niederen Gréssenordnung, so dass man jenes blitzschnelle Zurlckprallen
auf klirzeren Streckenabschnitten, durch das die gleichmé&ssige Normalbewegung
des Infusors oft unterbrochen wird, wohl kaum mit Hilfe einer metachronisch
koordinierten Wimperarbeit erkldren kann. In den Abb. 22 und 24 ist wahr-
scheinlich der grundlegende Zilienmechanismus dieser Reizbewegungen fest-
gehalten. An diesen Exemplaren bilden die Korperzilien keine Bewegungs-
wellen, sondern statt dessen liegen sdmtliche Zilien in gestreckter Haltung nach
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vorne gerichtet. Es scheint, dass als Folge eines energisch wirkenden Reizes
(siehe an den Mikrophotographien die Bindel der ausgeschleuderten Tricho-
zysten um den Angriffspunkt des Reizes!) die sich am Kdrper blitzschnell
ausbreitende Erregungswelle jede einzelne Zilie des Korpers zu einem fast
gleichzeitigen, apikal gerichteten Schlag zwingt. Bis zum neuerlichen Auftreten
der die normale Zilientdtigkeit regelnden Erregungswellen hért die Zilienbe-
wegung in diesem Endstadium des Schlages Ubergangsweise auf. Eine solche

Abb. 22—24. Nicht in metachronischen Wellen angeordnete Ziliatur von Paramecien wahrend

des Zurlckprallens. Abb. 23 zeigt dasselbe Tier wie Abb. 22, aber in Tiefeneinstellung. Die Angriffs-

richtung des Reizes am vorderen Koérperende wird durch die ausgeschleuderten Trichozysten
angezeigt. 300 x

synchron geregelte Té&tigkeitsverdnderung der Ziliatur ist zweifellos geeignet,
das Tier von der unangenehmen Reizzone auf eine kleinere Entfernung zuriick-
zuwerfen. Dies wird durch Abb. 23 bezeugt, die das in Abb. 22 aufgenommene
Tier in Tiefeneinstellung wiedergibt, dessen Schwanzzilien sich als Folge einer
rickldufigen Kdérperbewegung passiv in die apikale Richtung umbiegen.

Die Anwendung der Schnellfixieiungstechnik auf Paramecien, die vor
der Erstarrung Reizwirkungen verschiedener Art ausgesetzt wurden, brachte
also Ergebnisse, die insbesondere von zwei Gesichtspunkten aus der Beachtung
wert erscheinen.

Die unmittelbar vor der Fixierung an den lebenden Tieren beobachteten
Reizbewegungen entsprechen zweifelsohne den JENNINGSschen sog. »abge-
kiirzten Suchbewegungen«, die bisher als Teile der Fluchtreaktion bzw. deren
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Kegelschwingungsphase gedeutet wurden. An den erstarrten Individuen sucht
man aber vergebens den angenommenen Zilienmechanismus dieser Phase —
also die funktionelle Differenzierung der rechts und links vom Mundfeld gele-
genen Kdrperziliatur. An Stelle der sich nach einem einzigen starren Schema
abspielenden Fluchtreaktion bzw. ihrer abgekiirzten Modifikationen erhélt
man — im Gegensatz zur zweiten Forderung der Versuchs- und Irrtumslehrc —
die fixierten Momentaufnahmen einer Anzahl von wohlcharaktérisiertc n, zweifel-
los selbstdndigen Reizbewegungen.

Abb. 25—26. Zwei Exemplare von Didinium nasutum im lebenden Zustand bzw. nach Behand-
lung mit dem Schnellfixierungsverfahren, festgehalten im Augenblick des Ausschleuderns der
Schl indtrichozysten. 350 X

Gleichzeitig weist aber an d<n meisten Individuen die eigentimliche
Anordnung der metachronischen Zilitnwellen auch darauf hin, dass eine lokale
Funktionsdnderung der verschiedensten Zilienbezirke bei der Hervorrufung
der betreffenden Bewegungsdnderungen eine Rolle spielt. Die heutige Auffassung
rechnet, wie zu sehen war, lediglich im Falle von elektrischem Strom und der
Schwerkraft mit einer lokalen Beeinflussung der Zilientdtigkeit, so dass der
obige unerwartete Befund nicht nur den ersten Satz der Probierungstheorie,
sondern gleichzeitig auch das grundlegende Problem der Reizbarkeit der Einzeller
berihrt. Nach den Bildern zu urteilen unterliegt es keinem Zweifel, dass die
Richtungsédnderung des Kd&rpers nicht nach einer morphologisch bestimmten
Seite erfolgt. Nun I&sst es sich allerdings auf Grund der fixierten Tiere natirlich
nicht entscheiden, ob die festgehaltene Reaktion auf bestimmt gerichteten
oder von der Lage der Reizquelle unabhdngigen Téatigkeitsverdnderungen der
Zilien beruht. Ebendeswegen wurde angestrebt, den vermutlichen kausalen
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Zusammenhang zwischen der Reizwirkung und der lokalen Funktionsdnderung
des Zilienkleides nach Madglichkeit auch experimentell zu bestatigen.
Hinsichtlich der anzuwendenden Methodik bestand anfénglich die Ab-
sicht, die Paramecien kunstlichen und lokal applizierten mechanischen oder
chemischen Reizwirkungen auszusetzen und die Verdnderungen im normalen
Mechanismus der Ziliatur mit Hilfe des Schnellfixierungsverfahrens fir die
Analyse zugénglich zu machen. Wegen verschiedener technischer Schwierig-
keiten und besonders weil es nicht gelang, die lokale Reizung an einer zur Her-

Abb. 27—28. Von ausgehungerten Didinien angegriffene Paramecien. 120 X bzw. 240 X

Stellung der Préparate notwendigen genigenden Anzahl von freischwimmenden
Tieren gleichzeitig zu verwirklichen, fuhrten diese Versuche nicht zum ge-
winschten Ergebnis.

Danach tauchte der Gedanke auf, den Versuch mit der Natur selbst,
genauer gesagt mit einem der geféhrlichsten Feinde von Paramecium, mit
Didinium (Abb. 25), auszufiihren. Laut fritherer Untersuchungen [27 Jwird ndm -
lich das erbeutete Paramecium — im Gegensatz zu der in der Literatur ver-
breiteten Auffassung — nicht geldhmt, sondern fihrt bis zur Endphase des
Einverleibungsprozesses &dusserst lebhafte Abwehrbewegungen aus. So schien
denn das ungefdhr 4—6 /x Durchmesser aufweisende Biundel der aus dem Russel
des Rdaubers ausgeschleuderten Schlundtrichozysten (Abb. 26), das das Opfer
ergreift, das geeignetste und feinste Mittel zu sein, an den verschiedensten
Punktes des seine natiirliche Bewegung ausfihrenden Paramecium leichte,
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aber scharf umgrenzte Reizeffekte auszulésen. Mit einen bereits grdsseren
Bezirk erfassenden und dabei weit drastischeren Reizwirkungen ist in den
spateren Einverleibungsstadien zu rechnen, wenn also die weit aufgerissene
Mund6ffnung von Didiniurn eng an der Kdrperflache von Paramecium aufliegt
bzw. wenn die Beute allméhlich im Inneren des Rdubers verschwindet.

Schon die unvoreingenommene Lebendbeobachtung ldsst erkennen, dass
das Verhalten des gefangenen Tieres gar nicht aus zahlreichen, vom Angriffs-
punkt unabh&ngigen und sich nach demselben starren Schema abspielenden
Fluchtreaktionen zusammensetzt —, wie dies die JENNINGSsche Theorie ver-
langen wirde. Anstatt dessen schnellt das Paramecium je nachdem, welcher
Punkt seines Kdrpers von dem Trichozystenbindel bzw. mit der Mundéffnung
des Raubinfusors angepackt wird, einfach vorwérts, schwimmt zuriick, dreht
sich um seine Ldngsachse, weicht nach verschiedenen Kdrperseiten aus, bewegt
sich entlang eines Kreises usw., bzw. wandelt diese Bewegungsformen in der
mannigfaltigsten Weise ab. Das Tier ist also scheinbar »bestrebt« — wie in
einer chemischen Reizzone —, mit Hilfe der verschiedensten Bewegungsant-
worten direkt der unangenehmen Reizwirkung zu entfliehen. Obwohl der An-
giiffspunkt des Reizes in diesem Falle bereits bekannt ist, so ist es dennoch
vorlaufig nicht mdoglich, aus den ausgeldsten Bewegungsreaktionen auf ihren
fiineren Mechanismus zu folgern. Wenn ndmlich die blitzschnellen Zickzack-
bewegungen und das Herumwdé&lzen des mit dem Rd&uber eng verbundenen
Opfers auch noch eine Zeitlang verfolgt werden kdénnen, so wird man dennoch
niemals die Gewissheit erlangen, in welchem Ausmass die inzwischen beobach-
teten Bewegungsdnderungen von der gleichzeitigen Eigenbewegung von Didi-
nium beeinflusst sind. Diese letztere Schwierigkeit wurde durch eine entspre-
chend modifizierte Anwendung der Schnellfixierungsmethodik Uberwunden.

Durch Hinzugabe einer grossen Zahl von ausgehungerten Didinien zu
einem die Versuchstiere reichlich enthaltenden Wassertropfen und nach empi-
rischer Feststellung des zum Fixieren geeignetsten Zeitpunktes gelang es schliess-
lich die vom Trichozystenbindel ergriffenen bzw. in den verschiedenen Phasen
der Einverleibung getdteten Paramecien in grosser Zahl zu erhalten (Abb.
27—28). Die Analyse der in ihrem natiirlichen Bewegungszustand festgehaltenen
Ziliatur dieser Individuen zeitigte in mehrfacher Beziehung, so auch hinsicht-
lich der Fortpflanzungsart der lokal entstandenen Erregung, interessante
Ergebnisse. Diese Bilder bestdtigen z. B. in Uberzeugender Weise, dass sich die
die Tatigkeitsdnderung der Zilien auslésenden Erregungsimpulse nicht entlang
der interzilidren Fasern (Neuronemen) ausbreiten kénnen [30, p. 193]. In bezug
aufunser Problem sei hier nur daraufhingewiesen, dass sich das normale Wellen-
muster des Zilienkleides (Abb. 4), als Zustand des Erregungsgleichgewichts,
je nach dem Angriffspunkt in der verschiedensten Weise &ndert.

Von den zahlreichen mikrophotographisehen Aufnahmen sollen hier nur
einige vorgefiuhrt werden. In Abb. 29 und 30 hat Didiniurn die Schlundgegend
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bzw. das hintere Kdrperende von Paramecium angegriffen. In Vergleich zu der
Zilienwellenanordnung der wahrend ihrer ungestdérten Vorwdrtsbewegung
fixierten Individuen haben sich an diesen nur die Wellenabstande, d. h. die
Zeitdauer der normalen Bewegungsperiode der einzelnen Zilien auf der gesamten

Abb. 29—34. Die Veranderung des normalen Zilienwellensystems im Falle von die verschie-
densten Korperteile von Paramecium angreifenden Didinien. 240 X

Kdrperoberfliche gleichmdssig verkirzt. Das Paramecium »versuchte« also
einfach, durch die Steigerung seiner Geschwindigkeit zu entfliehen. In den néch-
sten Bildern haftet das Trichozystenbindel am vorderen Kdérperende (Abb. 31)
bzw. an einem jeweils anderen Punkt der vorderen Kd&rperhélfte (Abb. 32—34),
der &quatorialen Zone (Abb. 35—36) und der hinteren Kd&rperhalfte (Abb.
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37—38). Das normale Wellensystem des Wimperkleides hat sich dementspre-
chend in verschiedenen Varianten derweise verdndert, dass die Strudeltdtigkeit
der Ziliatur eine ruckldufige Bewegung, Abschwenkungen des Vorderendes
nach verschiedenen Richtungen bzw. Bewegungen des Kdrpers entlang einem
Kreise um den Angriffspunkt hervorruft.

Abb. 35—38. Weitere Falle der lokalen Reizwirkung auf die Zilientatigkeit von Paramecium.

240 X
Die fixierten Momentaufnahmen bezeugen also — in vollem Einklang
mit den an den lebenden Individuen gemachten Erfahrungen —, dass auch

infolge einer einseitigen chemischen, thermischen und mechanischen Reizung
eine Differenz zwischen dem lokomotorischen Effekt der reiznahen und reiz-
fernen Zilien entstehen kann, was nur auf Grund einer Unterschiedsempfind-
lichkeit der verschiedenen Flanken erkldrbar ist. Soweit die bisherigen, noch
reichlich luckenhaften Erfahrungen einen Schluss zulassen, besteht die Reak-
tion im allgemeinen in der Beschleunigung oder Hemmung der metachronischen
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Zilienarbeit, in der Auslésung eines pldtzlichen synchronen Schlages des Zilien-
kleides, am hé&ufigsten aber in einer voriibergehenden Verschiebung der nor-
malen Schlagrichtung der lokomotorischen Elemente. Diese Funktionsdnderun-
gen der Ziliatur kénnen dabei auf den unmittelbar gereizten Zilienbezirk be-
schrankt bleiben oder aber auf die gesamte Korperflache ubergreifen. Eine
besondere Beachtung verdient der Umstand, dass die Beeinflussung der Zilien-
bewegung auch in diesem letzten Falle fur die einzelnen Glieder des lokomoto-
rischen Apparates nicht unbedingt gleichmdssig und gleichsinnig ist. Der in
der Bewegungsdnderung des Korpers zutage tretende Enderfolg der Reizung
wird oft durch die Zusammenarbeit der Ziliatur der antagonistischen Kdrper-
seiten bedingt, indem gleichzeitig mit der Beschleunigung der Rudertatigkeit
der reiznahen Seite sich der Schlageffekt der reizfernen Bewegungsorganellen
abschwécht bzw. vollstdndig aufhdrt. Die oft voneinander abweichende Wellen-
anordnung verschiedener, aber in derselben Kd&rpergegend angegriffener Indi-
viduen l&sst Gbrigens ebenfalls den Schluss zu, dass die Reaktion keine so ein-
fache qualitative und quantitative Abh&ngigkeit aufweist, wie sie die Tropismen-
lehre erfordern wiirde. Diese Bilder demonstrieren vorziglich, dass der jeweilige
Charakter der Reizantwort durch verschiedene Faktoren, in erster Linie offen-
sichtlich durch den augenblicklichen inneren physiologischen Zustand des
Tieres, mitbhestimmt werden kann.

Besprechung der Ergebnisse

Die Prinzipien der Versuchs- und Irrtumstheorie, die eine primitive Erschei-
nungsform der Reizbarkeit bzw. die zwischen enge Grenzen gezwéngte Reak-
tionsfadhigkeit der Einzeller verkindet, lassen sich zweifellos sehr gut mit der
friher noch fast allgemein vertretenen Anschauung vereinen, wonach die
einzellige Stufe der Organisation sowohl strukturell als auch physiologisch
einen ausserordentlich einfachen Entwicklungszustand des Lebens darstellt.
W ahrscheinlich haben also diejenigen Forscher recht, die die Ursache fur die
glinstige Aufnahme dieser Theorie vor allem in diesem Umstande begrindet sahen
[2]. Immerhin wies diese in ihrem logischen Aufbau Ubrigens gutdurchdachte
Theorie von allem Anfang an schwache Punkte auf. So stellte von einer Um-
fangreichen Gruppe der Einzeller, von den Rhizopoden, bei denen zur Aus-
I6sung gerichteter Bewegungen die lokale Einwirkung des Reizes auf eine
bestimmte Korperstelle notwendig ist, Jennings selber fest, dass ihr Ver-
halten eher mit den Grundforderungen der Tropismenlehre Ubereinstimmt.
Mit der Begrindung, dass bei Organismen ohne bestdndige Kdrperform die
Anwendung der Bezeichnung »Orientierung« noch wenig Sinn habe, schenkte
er jedoch dem merkwirdigen Verhalten dieser Tiere keine besondere Aufmerk-
samkeit.
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Die Versuchs- und Irrtumstheorie vermochte aber in ihrer urspring-
lichen Form selbst bei den einzelligen Organismen mit feststehenden Kdrper-
achsen nicht mit dem Anspruch aufzutreten, eine allgemeingiltige Erklarung
fir die Orientierung in einem Reizfeld geben zu kénnen. Einige Reizbewegungen
(Rheotaxis, Geotaxis) Hessen sich von allem Anfang an nur mit Mih und Not,
und die Galvanotaxis, als eine relativ zur Reizquelle dauernd gerichtete Bewe-
gungsreaktion, Uberhaupt nicht mit den Grundpostulaten der Theorie in Ein-
klang bringen. Nun hdngt aber nach der Auffassung von Jennings die Art
der Reaktion nicht vom Reizanlass, sondern nur von der Organisation des
betreffenden Infusors ab, so dass nach ihm zweierlei Reizbewegungsformen bei
ein und demselben Organismus nicht wahrscheinlich sind. Er ging daher nur
folgerichtig vor, als er einerseits nachdricklich den ausgesprochenen Labora-
toriumsartefaktencharakter der nicht in seine Konzeption hineinpassenden
Galvanotaxis betonte und andererseits versuchte, auch die ubrigen, »scheinbar«
topotaktischen Reizbewegungen auf eine Anzahl aufeinanderfolgender pho-
bischer Reaktionen zuruckzufihren.

Den ersten empfindlichen Schlag erhielt indessen diese Lehre erst durch
jene Forschungen, als deren Ergebnis ein tieferer Einblick in die grundlegenden
physiologischen Prozesse der positiven Rheotaxis sowie der negativen Geotaxis
gewonnen werden konnte. Es stellte sich ndmlich heraus, dass auch diese beiden
Reizbewegungen nicht als Folge einer langeren oder kiirzeren Reihe von Probier-
bewegungen zustande kommen, sondern dass sie gleichfalls in die Kategorie
der wahren Einstellungsreaktionen gehdren. Besonders infolge der Berick-
sichtigung dieser Tatsachen bildete sich dann die Auffassung heraus, laut welcher
die der Orientierung unmittelbar und mittelbar dienenden Reaktionsarten, also
die topischen und phobischen Reaktionen, gleichberechtigt nebeneinander
stehen sollen [20]. Wenn es dagegen zutrifft, dass die Empfindlichkeit ein und
desselben Tieres gegeniber derselben Reizart in dem Sinne wechselt, dass es
einmal die den Korper treffenden verschiedenen Reizintensitaten r&dumlich
nebeneinander, ein andermal jedoch nur zeitlich nacheinander zu perzipieren
imstande ist, dann ist es tatsdchlich ein hoffnungsloses Unterfangen, ihr Ver-
halten in einem Reizfeld ausschliesslich auf Grund des einen oder des anderen
Orientierungsprinzips deuten zu wollen [19].

Die unerléassliche Vorbedingung fiir eine solche Vereinigung der auseinander-
strebenden Ansichten besteht allerdings darin, dass diese beiden prinzipiell
verschiedenen Methoden der Raumorientierung, die véllig den klaren Ausgangs-
definitionen entsprechen, auf der einzelligen Stufe der Organisation auch tat-
séchlich existieren. In dieser Beziehung ist nun jene allmdhliche Verschiebung
hervorzuheben, die seit JENNINGS in der Bewertung der bei der Orientierung
in Betracht kommenden zwei Reaktionsmdglichkeiten zu Gunsten der Ein-
stellungsreaktion eingetreten ist. Und hier mahnt uns besonders der Umstand
zum Nachdenken, dass sich in der letzten Zeit in den verschiedensten syste-

9 Acta Biologica VI1/3—4
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matischen Gruppen der Einzeller die Uberwiegende Mehrheit gerade der am
grundlichsten untersuchten Reizbewegungen [5, 24, 25] ebenfalls als mehr oder
weniger gerichtete Formen der Bewegungsantworten oder zumindest als »Uber-
gangsféalle« gegen das topische Verhalten zu erwiesen haben.

Die Reaktionsweise von Paramecium gegenuber den mechanischen, che-
mischen und thermischen Reizen seiner natirlichen Umgebung wird jedoch
von der Fachliteratur bis zum heutigen Tage unverdndert als das Schulbeispiel
fir das phobische Verhalten aufgefasst. Es sei aber auch hier daran erinnert,
dass sich unser Tier diese besondere Stellung im Reiche der Organismen keines-
wegs durch die ausschliessliche Anwendung der typischen Fluchtreaktion bei
Anwesenheit der betreffenden Reizarten verdient hat. Bei einer solchen Beur-
teilung seines Verhaltens kamen vielmehr jene »abgekiirzten Suchbewegungen«
in Betracht, die seit JeN®INGS als Teilhandlungen einer vollen Fluchtreaktion
und auf dieser Grundlage gleichfalls als ungerichtete Reizbewegungen ange-
sehen werden.

In den im vorstehenden geschilderten Untersuchungen wurde nun die
ndhere Analyse gerade dieser, also der im tdglichen Leben des Tieres vorherr-
schenden kurzen Reaktionen versucht. Das Endergebnis dieserUntersuchungen
ldsst sich wie folgt zusammenfassen :

1. Jede dieser »Suchbewegungen« beruht offenkundig auf einem selbstén-
digen Zilienmechanismus. 2. Sie haben nichts mit der Fluchtreaktion gemein.
3. Obwohl sie nicht dauernd gerichtet sind, wechselt ihr Ablauf dennoch ge-
wohnlich je nach dem Angriffspunkt des Reizes.

Es liegt auf der Fland, dass sich mit diesen Feststellungen auch das vor
50 Jahren von JENNINGS iber die Bewegungsreaktionen von Paramecium
selbst gezeichnete Bild grundlegend verdndert. Bei Berilicksichtigung s&mtlicher
Reizarten steht ja auch hier nur mehr eine einzige, in der Lebensfihrung des
Tieres untergeordnete Probierbewegung, ndmlich die volle Fluchtreaktion,
einer geradezu unabsehbaren Mannigfaltigkeit von kirzere oder ldngere Zeit
gerichteten Reizbewegungen gegeniber!

Weitere Untersuchungen werden berufen sein, Licht in die Frage zu
bringen, ob zumindest dieser, friher als universal betrachtete, negative Bewe-
gungskomplex in jeder Beziehung den Kriterien der phobischen Reaktionen
bzw. der Versuchs- und Irrtumstheorie entspricht.
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WCCNELOBAHUE ®U3VOMOMMN BO3BYXXAEHUSA PECHUYATBLIX UHDY30PUM
IV. Bo3bygumocTb Tydenbkwnu (Paramecium)

ABTOpOM Gblia NMPOBEPEHA TEOPUS! AxeHHuHrca 06 OPUEHTMPOBKE B MPOCTPAHCTBE, 06-
LUENPUHATAs B 06/1aCTV XUMUYECKUX, MEXaHWYECKMX U TEM/IOBbIX PasfpadkeHWid, Haj Kiaccu-
YECKMM 0GBEKTOM UCCef0BaHU (ravonorin Bo3byxaeHWs, Paramecium,NpUMEHSISIOCMUEBBII-
remMaTOKCWIMHOBBIV MeTOf GbICTPOM (mKcauyu, U NapasyiefibHo C 3TUM 3KCMepUMEHTa/IbHbIE
UCCMEfOBAHUSA MPU XKU3HW.
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B NpOTUBOMOMOXHOCTb NOM0XKEHWSM TEOPUU IKEHHUHT Ca aBTOP YCTaHOBUA C/efytoLLee :

LBWXeHNS BO36YX/EHWS, PacCMaTPVBAeMble COKPALLEHHbIMU BWOVU3MEHEHUAMN pe-
aKLUWN OTK/IOHEHWs, HAa CamMoM fiefie SIBAAIOTCS [BUXXEHUSAMU, OCHOBAHHBLIMU Ha CamMOCTOSITE/b-
HOM MexaHW3Me PecHUL, U He MMElT HMYero o6LLEero ¢ peakuueli OTKOHEHWs [ KeHHUHrca.

Hapsay ¢ BbILIEYNOMSHYTLIMU ABVMXXEHUSIMU BO36YXAEHUS, TY(enbKu pearvpyoT elle
MHOFMMMW APYTMMU OTBETHLIMU peakuusamMu Ha pasapaxeHus. CreaoBaTenbHO, peakums 0TK/0-
HEHUA He ABNAETCA eAMHCTBEHHbIM M flaXKe He caMbIM YacTbiM CMOCO60M OpUEHTauuu B Mose
pasapaxeHus.

[BuratensHble peakuuMy ONpeaesieHHO MPUAEPXKMBAOTCA MPOCTPAHCTBEHHOIO pac-
NOMOXEHNUS UCTOUHMKA pasgpaXkeHWs, HO OHW He SIBASOTCA A/IMTENIbHO OPUEHTMPOBAHHBLIMM.

BbI3blBaHUIO ABUraTe/IbHbIX peakuuii crnocobcTByeT BO3ByAMMOCTL Paramecium, KoTo-
pasi ropasfo 6ofblle, YeM 3TO MpeAnonarasnocb A0 CUX MOp, MPUYEM Ha [EACTBME MECTHbIX
pasgpakeHUin [esTeNbHOCTb PECHUL, TaKXe MOXeT BecbMa pPa3Ho06pasHO /I0Ka/bHO WK3Me-
HATbLCA MO Pa3IMYHbIM 06/1aCTSM MOBEPXHOCTM Tena.

STUDIES ON THE REACTIONS TO STIMULI IN THE CILIATE INFUSORIA

IV. On the power of response to stimuli of Paramecium

By parallel application of the osmium-haematoxyline quick-fixation technique and by
experimental studies on living Paramecia there were reexamined some principles of Jennings’
theory of the orientation in relation to stimuli, a theory generally acknowledged in unicellular
organisms concerning the different chemical, mechanical and thermal stimuli.

In contrast to the basic postulates of the theory of trial and error the following were
ascertained :

The responses to stimuli considered as the shortened variants of the avoiding reactions,
are in fact changes of movement based upon independent ciliary mechanisms, which have
nothing in common with the so-called “motorreflex” of Jennings.

Besides the above-mentioned responses to stimuli, Paramecium disposes also of other
movement reflexes for responding to stimuli, hence the avoiding reaction does not represent
the only possible, yet not even the most frequently applied method of orientation in relation
to stimuli.

These short orientated reactions show in their course a certain relation to the localisation
of the stimulus, they are, however, not durably orientated.

From the great variety of movement responses it might be inferred that the degree of
development of the irritability of Paramecium is considerably higher than was assumed hitherto ;
i. e. in consequence of the local effects of the stimuli, ciliary activity may also vary IocaIIy
even simultaneously in the most diversified manner in the most different areas of the body
surface.

Thus in the action system of Paramecium, according to the above postulates, only Jen-
nings’ typical avoiding reaction combined of three phases may be regarded as actual trial
movement, hence the revision of the statements concerning the course and the physiological
basis, resting largely on the subjective observation of the Protozoon body in its entirety, appears
to be a particularly timely task.

BELA PARDUCZ, Budapest, VIII., Baross u. 13., Ungarn.
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Summary

Examining the effect of the intact seeds with the agar diffusion method and in some cases that
of the fruit of 512 species, respectively varieties from 88 plant families on terricoline bacteria
it could be ascertained that the seeds or fruits of 52 species and varieties from 19 families contain
antibacterial compounds. Their activity is directed primarily against the Gram-positive orga-
nisms. No close connection is found in the distribution of active substances per families. Within
certain plant species — probably according to age and environmental factors — the inhibitor
content varies according to the individual, whereas in others it is nearly stable. In the cases
observed by us the antibacterial compounds — with the exception of the species Fraxinus —
were localised in the seed-coat and the external layer of the fruits.

Introduction

Antibacterial and antifungal compounds have been demonstrated hitherto
from the vegetative parts ofnumerous plants [1,4,6—12,14,15,17—19,21—25].
The literature reports on several cases when active principles have been found
also in seeds and fruits. Osborn [21] describes the seed extract of several
Crucifera and Anemona recta to possess antibacterial properties. IVANOVICS and
Horvath [11, 13] extracted the highly active raphanin from the seeds
of Raphanus. The chaulmugra-oil contained in the seeds of the species Gynocardia
and Hydnocarpus is active against leprosy and tuberculosis [3,12 ]. Data referring
to the secretion of the active substances of seeds under natural conditions
are to be found only occasionally in the literature. MAKSIMOV [20] in his widely
known text-book of plant physiology mentions, without reference to data
that certain seeds in swollen state are capable of germinating over years in the
soil because they discharge antimicrobial substances in their immediate environ-
ment. In the course of our examinations on the physiology of germination
we have consistently observed that, in case of a protracted germination, the
seeds, according to species, mould in a different degree. The seeds of certain
species are intensely attacked by mould-fungi, while those of other species
are attacked only slightly, or not at all (Figs. 1 and 2). The same refers also
to bacteria.

It isa well-known fact that from the point of view of plants the anti-
bacterial and antifungal compounds of the vegetative parts are essential for
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the protection against pathogenes [10, 24]. It may be justly supposed that
certain plant species influence the microflora of their environment not only
in their developed state, hut through their compounds which diffuse through
the seed-coat as early as at the time of the swelling of the seed.

In order to verify this hypothesis we observed the action exercised by
the seeds of numerous plants, and by their fruits in some cases, on the terri-
colous bacteria.

Methods and materials

In the course of the examinations the method to be followed was determined by the
undermentioned conditions : 1. ensuring the interaction of the seed to be examined and the
bacterium strain in question ; 2. providing as far as possible the most favourable lifeconditions
for both organisms ; 3. sensitivity and rapidity of the method ; 4. utilization of a moderate
amount of material.

The above requirements are best met by the agar cultures, because on the one hand they
assure the swelling of seeds and the diffusion of the presupposed active substances, andon the
other, they constitute the optimal substratum for test organisms.

In the case of the presence and release of an inhibitor, the bacterial strain spread on the
agar plate is not able to propagate in the diffusional zone around the seeds and so the concentric
extinction zone develops.

The experiments were instituted in Petri-dishes at a pH of 7 in 2 per cent agar broth. In
each case a fresh 24-hour old bacterium suspension was spread over the solid 5 mm thick nutrient
agar plate, and, subsequently, after the removal of the surplus and the drying up of the surface,
the seeds were half sunk into the culture medium. The temperature of incubation was 30 °C.
The appreciation of the cultures ensued 20 hours after drying up. We reckoned with the disturb-
ing effect of antagonistic bacteria strains introduced occasionally with the seeds, but, as it
was proved in many experiments, this is wholly negligible if the test organisms — like in the
present experiments — belong to rapidly propagating strains. Isolating examinations, into which
we did not enter in detail in this paper also confirm the accuracy of this statement, since an extinc-
tion zone arose only around the seeds of such plant species from which we actually succeeded in
extracting subsequently the active principles.

The tests were performed with whole seeds and fruits because it was the natural process
of germination that was in our mind. The only exception was the species Fraxinus whose seed
was sunk transversally halved into the agar plate, in order to ascertain whether the inner inhibit-
or compound which inhibits germination also influences the propagation of bacteria strains.
The seeds employed in the experiments originated from the crop of the preceding year. The tests
were carried out in three parallel sets of experiments with 5 to 10 seeds per case and per plant
species.

With the method described above we have observed the action of the seeds and fruits
of 512 higher plant species and varieties belonging to 88 families.

6 terricoline saprophyte, respectively phytopathogene bacteria were used as test organ-
isms : the Gram-positive Bac. cereus, var. myxoides, Bac. megatherium 208, Bac. subtilis and the
Gram-negative Aerobacter aerogenens, Erwinia carotovora and Xanthomonas malvacearum.

Results

From among the examined seeds and fruits those which gave positive
results are summarized in the table. At the appreciation only those cases were
considered as positive in which the zone was of a measurable size and was
limited by a circular sharp line. The zone particulars are given in the mean
distance of the colony located nearest to the seed.



Fig. 1. Datura stramonium L.
mould colonies

Fig. 3. Antibacterial effect of seed on Bac.
cereus var. mycoides Flugge. 1. Kniphofia
uvaria Hook. 2. Atriplex nitens Schk. 3.
Angelica silvestris L. 4. Rhus typhina Torn'.

attacked by Fig. 2. Seeds of Consolida orientalis Schod.
free of mould-colonies

Fig. 4. Antibacterial effect of seeds on Bac.

cereus var. mycoides Flugge. 1. Erodium mo-

schatum Hebit. 2. Juniperus virginiana L. 3.

Maclura auranliaca Nutt. 4. Aristolochia cle-
matitis L.

Fig. 5. Antibacterial effect of seeds on Bac.

cereus var. mycoides Flugge. 1. Kniphofia

aloides Mnck. 2. Atriplex hortensis L. 3.

Cannabis sativa L. 4. Aristolochia fimbriata
Cham.
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Name of plant

Abietaceae
*Abies alba Mil I e
*Picea alba L.,
*Picea excelsa chlorocarpa BTw
*Pinus nigra L.
*Pinus strobus L.
*Pseudotsuga douglasii Carr
*Pseudotsuga taxifolia (Lamb.)
Britton .
Amaranthaceae
*Amaranthus albus L ...
*Amaranthus ascendens LOis.
Anacardiaceae
**Rhus glabra L.,
**Rhus typhina Torn..
**Rhus laciniata Cow...
Aristolochiaceae
*Aristolochia clematitis L ..
*Aristolochia fimbriata Cham
Caprifoliaceae
*Lonicera alpigena L............
Chenopodiaceae
* Chenopodlum album L.

« bonus Henb.
* « polyspermumlu.
* « urbicum L.

*Atriplex hortensis L ............
*Atriplex nitens Schk.
*Kochia scoparia SCHRAD. .
Compositae
**Xanthium italicum MOR.. .
**Xanthium strumarium L. .
Cupressaceae
*Biota orientalis "L.) End1.
**Juniperus chinensis L........
**Juniperus virginiana L.
*Thuja occidentalis L ...
Geraniaceae
**Erodium moschatum (L.)
Herit. i,
Guttiferae
*Hypericum elegdnsSteph...
Labiatae
*Stachis annua L ...
Liliaceae
*Kniphofia aloides MncCK. .
*Kniphofia hybrida Express
oMt
*Kniphofia praecox hort.. . .
*Kniphofia tuckii Bak.
*Kniphofia uvaria HOOK
Moraceae
*Cannabis sativa L...
*Humulus lupulus L.
*Maclura aurantiaca Nutt

Bac. cereus

var. mycoidea therium 208
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Redius of the sterile rore in nm

Narre ofplart Bac. cerens  Bac. me%aﬁ Bac. sub(LLs Aerobacier Eruinia Xanthomonas
Var. mycoidesi therium aerogenes carotovora  malvacearum

Oleaceae
*Fraxinus excelsior L........ 4 3 2 - 2 |
*Fraxinus pennsylvanica

Marsh.......ccccecoviveeeeeiennas 2 2 2 - 2 |
Papaveraceae
**Macleya cordata R. Br. .. 5 4 5 - — -
Primulaceae
*Primula veris V. suave olens

Rchb..ccciciecei 1 1
Ranunculaceae
*Consolida njacis SCHTTBR . 1 1 3 - - -
*Consolida orientalis SchQd. 4 3 4 - - -
*Consolida regalis L. 2 2 3 - - -
*Nigella damaschena L........ 2 - - - - -
Umbelliferae
**Angelica silvestris L., 5 5 3 - — -
**pastinaca sativa L. 3 3 1 - - -
**petroselinum hortense [IOFFM. 4 3 1 - - -
Verbenaceae
*Verbena canadensis Britton 2 2 2 - - -
*verbena Officinalis L.......... 2 2 2 - -

* Active substance to be found in the seed.
** Active substance to be found in the fruit.

Discussion

It will be seen from the Table 1that inthe majority of active seeds an extinc-
tion zone develops only in the case of Gram-positive microorganisms, hence
the effect of the inhibiting compounds is in most cases selective. Tests effected
with pathogene strains, not specified here, confirm this statement. The inhibitor
occurring in the seeds of the species Lonicera and Fraxinus and in the fruit-
shell of the Rhus species equally inhibits the propagation of the strains belonging
to both groups.

Such close connection as in the case of other active principles cannot
by far be established in the distribution per families of antibacterial compounds.

The species of the families Abietaceae, Chenopodiaceae, Cupressaceae
and Moraceae are active in a relatively large number, yet even within these
families not all species are active. In other families the restriction of anti-
bacterial compounds to certain species only is still more conspicuous. So for
instance in the family of the Liliaceae only the seeds of the Kniphofia-species
evolve a quenching zone. Among the Rhus species only those possessing a red
seed-coat are active, while those with a yellow one (R. toxicondendron, R. vernix)
are not active' at all.

Although the size of zones does not depend on the efficacy of the dis-
charged compounds only, but also on other factors, nevertheless it is note-
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worthy that the Abies alba, Aristolochia, Juniperus, Kniphofia and Rhus
species and Erodium moschatum give a relatively large zone (Figs. 3—05).

In several cases the degree of activity varies according to plant individuals.
In certain species (Aristolochia, Consolida) the action of seeds collected from
the different individuals varies widely. In the following it seems worth while
to investigate the relation between the content in active substance and the
internal and external influencing factors. In the majority of species, however,
the efficacy is approximately identical ; the seeds of the Fraxinus species
give positive results ; nevertheless, an extinction zone appears characteristically
only beside that part of the seed which is contiguous to the embryo.

The seeds of the well-known plants containing an inhibitor (e. g.Ranun-
culaceae, Liliaceae), moreover the seeds certainly containing antibacterial
compounds (Cruciferae) do not show positive results either. The reason for
this is to be sought in the fact that their active substances are only released
due to the effect of maceration and in many cases to the subsequent ferment
activity. Under natural conditions they do not permeate through the seeds,
thus they do not develop» an extinction zone. In the cases observed by us the
antibacterial compounds diffusing also under natural conditions were localised
in the layers near to the surface, in most cases in the seed-coat.
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AHTNBAKTEPNANIbHBLIE BEWECTBA B CEMEHAX U MJ104AX

Mpn uccnefoBaHUM AEACTBUSA HEMOBPEXAEHHbIX CEMSIH (M B HEKOTOPbIX C/yvasx
nnogoB) 512 BUAOB MM e COPTOB 88 PacTUTE/NbHbIX CEMECTB Ha MOYBEHHbIe 6aKTEPUM arapHo-
ANQEY3MOHHBIM CNOCO60M 6bINI0 YCTAHOB/IEHO, UTO CemMeHa WM Nofbl 52 BUAOB WU COPTOB
19 ceMeiicTB codep>kaT aHTUGaKTepuasibHble BELIECTBA. VX [AeliCTBME HarpaBfieHO Npexae
BCEro MpOTWB PammMofoXnTeNbHbIX BUAOB. B pacnpefeneHnn AeicTBYOLMX MPUHLMIOB MO
cemeiicTBaM onpefeneHHbIX CBsA3eli He 6b10 0GHAPYXXeHO. BHYTPU OTAe/bHbIX BUAOB pacTeHuii
coaepXkaHue MHrM6MTOpa NPOSIBASIET MHAMBUAYa/IbHOE BapbUpOBaHWe, — Mo BCEi BEPOSITHOCTU
B 3aBMCMMOCTY OT BO3pacTa Wi AeicTBMA cpedbl  a'y APYrUX BWAOB OHO MOYTW MOCTOSIHHOE.
B HabntofaemMbIXx aBTOPOM C/lyyasix aHTU6aKTepuasibHble BeLEeCTBA JIOKa/IM3MPOBaHbI, 3a
MCK/IoUeHeM BUAOB Fraxinus B CeMeHHOW 060/104Ke MU B Hapy>XHOM C/l0e MJ/I0f0B.

VORKOMMEN VON ANTIBAKTERIELLEN VERBINDUNGEN IN SAMEN
UND FRUCHTEN

Der Verfasser untersuchte im Wege der Agardiffusion die auf Bodenbakterien ausgelibte
Wirkung der unbeschadigten Samen und in einigen Fallen der Fruchte von zu 88 Pflanzen-
familien gehdrigen 512 Arten bzw. Sorten. Im Laufe der Untersuchungen wurde festgestellt,
dass die Samen bzw. Friichte von 52 Arten und Sorten von 19 Familien antibakterielle Verbin-
dungen enthalten. Die Wirkung richtet sich in erster Linie gegen die Gram-positiven Arten.
In der Verteilung der Wirkstoffe je nach Familien, sind keine entschiedenen Zusammenhange
zu beobachten. Innerhalb der einzelnen Pflanzenarten — wahrscheinlich vom Lebensalter und
von den Umweltsfaktoren abhangig — variiert bei einzelnen der Inhibitoreninhalt, bei anderen
hingegen weist et beinahe Standigkeit auf. In den beobachteten Fallen sind die antibakteriellen
Verbindungen mit Ausnahme der Fraxinus-Arten in der Samenschale und in den &dusseren
Schichten der Friigjbte lokalisiert.

Lajos Ferbnczy, Institute of Plant Physiology of University, Szeged, 428.
Hungary.
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Summary

We studied the effects of some poisons (narcotics), acting in gaseous form, on the water-
retaining capacity of detached leaves of Chcnopodium album, Portulaca oleracea, Convolvulus
arvensis and other weeds.

The chloroform treatment inhibited the desiccation resistance of detached leaves, in the
case of most plants. This inhibitory effect did not decrease either by the mucilage content of the
leaves or by their hairiness. Chloroform did not effect the leaves of Chenopodium album when
it was saturated with water, whereas the chloroform-resistance of Chenopodium leaves ceased
after the loss of cca. 20 per cent of its water content.

The experimental results emphasize the role of metabolism of living epidermal cells
in the development of water-retaining power. On the other hand the example of Cheno-
podium album shows the importance of the plasma structure, suggesting the existence of a
hydrophilic layer on the lipoid one in the ectoplasm of the water-saturated leaf cells.

In our experiments dealing with the water relations of plants there came
more and more to the fore the supposition that the living plasm of living epi-
dermic cells plays a role in the development of water-retaining power of detached
leaves. It is the simplest to compare the living and dead leaves in order to
find out the function of metabolism inthe development of desiccation resistance.

We could not Kkill the leaves by heat, boiling water or poisons dissolved
in water without causing significant changes in their moisture content, therefore
we tried to kill the leaves rapidly with narcotics or other poisons, acting in
gaseous form.

Materials and methods

The plant to be investigated was pulled up by the roots (or large branch cut off) and in
the cool, well-regulated temperature of the laboratory we plucked from it one or more medium-
sized leaves in about uniform state of development. From these we cut out with a 15 mm 0
cork borer three or five discs for each treatment. 1 he discs were thoroughly mixed together,
they were then divided into groups of three or five pieces, and were poisoned in Petri-dishes, at
laboratory temperature, in an atmosphere saturated with the posion in question. The control
discs were incubated for the same period in clean Petri-dishes. The groups were measured both
before and after poisoning on a torsion balance to an accuracy of 0,1 mg.

After the poisoning the discs were put into open embryum dishes, spread out so that
none of them covered the other, then we began to dry them with an electric hair-drier, set up
in advance. The hair-drier was adjusted so that a thermometer placed among the dishes on white
filter paper showed a temperature of 30—32° C. The drying was interrupted at intervals of 20
minutes (in special cases 30) and the weight of the discs measured. The duration of the experi-
ments was 6 to 10 times 20 (or 30) minutes. The results are drawn on a graph constructed simi-
larly to those used for the desiccation curves, i. e. the percentage of water content, calculated
to dry substance dried at 105° C after the experiment, is takex> as ordinate.
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Experimental results f

Fig. 1 shows the result of the first experiment. From the curves of the
control graph (I, 1V, VI) can be seen the typical desiccation velocities of the
three plants : Portulaca is the slowest, Chenopodium album is in the middle,
and Convolvulus dries the most rapidly. It can also be seen that Portulaca (I)
and Convolvulus (V) lose their water-retaining capacity under the effect of
chloroform poisoning. This is not to be seen in the desiccation curve of the
poisoned Chenopodium album (I11), though this too fell lower than the control
curve (1V).

In Figs. 2—4 may be seen the effect of different poisons, acting in gaseous
form, on the water-retaining capacity of leaves plucked from the three test
plants. Among them we see again in the curves of Chenopodium album
(Fig. 2) the slight effect of chloroform (1V), the equally ineffective formal-
dehyde (Ill) and the much more injurious carbol gas (Il). It is chloroform that
cripples the water-retaining capacity of leaves of the other two plants the
most (Figs. 3 and 4) ; the effect of the other two poisons falls between the
chloroform and the control curves. From these experiments it is evident that
the effects which result in an alteration of water-retaining capacity depend
upon the different characteristics of the poisons.

As a preliminary we studied the CO2liberation of plucked leaves. The
experimental method being contestable [8, p. 133] we prefer not to give nume-
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rical data. It can, however, be stated without misgivings that half an hour’s
poisoning did not in a single case arrest the liberation of C02, in fact it was
capable of causing a slight rise ; whereas a chloroform-treatment, lasting for

Fig. 2. Chenopodium album

Fig. 3. Portulaca oleracea Fig. 4. Convolvulus arvensis

Fig. 2—4. Desiccation curves of the leaves of orir three test plants plucked in the
morning and treated with phenol (I1), formaldehyde (I11) and chloroform (1V), compared
with control leaves (1)

one hour results in what may be said to be complete cessation of carbon dioxide
liberation. But as far as water-retaining action is concerned, even the half-hour
treatment is effective. Considering that there is a correlation between tissue
respiration and water-retaining capacity [2, 9, 10], further research in this
direction does not seem uncalled for, all the more as the irregular behaviour



328 L. J. M. FELFOLDY

of Chenopodium album holds out promise of new experimental possibilities.
It should also be mentioned that even a half-hour’s treatment with any of the
poisons mentioned completely arrests the plasmolyzability, with 0,8M cane
sugar solution, of the epidermic cells and of the guard cells of stomata of the
planst investigated by us (Chenopodium hybridum, Convolvulus arvensis, Clematis
vitaiba, Hyoscyamus niger, Parietaria officinalis, Plantago major, Solanum
nigrumy).

To avoid showing the effects of the different poisons on different plants
each on different graphs, we attempted to express the results numerically,
by subtracting the percentage value of the water content of the treated leaves
from the percentage value of the water content of control leaves at the end
of the 6th 20-minute desiccating period. This, in the case of Chenopodium album,
for example, in Fig. 2, is : after chloroform 7,0, formaldehyde 2,0, carbol
30,9, and so forth. For this method to be really useful, the drying must, of
course, be made under the same conditions and the times of measuring must
be punctually maintained. The greater the percentual difference between the
values of the water content of the control leaf and the water content of the
poisoned leaf, the more has the treatment diminished the leaf’s water-retaining
capacity.

From the data in Table 1, based on the behaviour in respect to chloroform,
it may be useful to set up two groups, one containing plants whose water-
retaining capacity is not affected catastrophically by chloroform (Chenopodium
album, C. hybridum, Solanum nigrum), and another in which we find all the
other plants we have investigated, where water-retaining capacity is lost under
chloroform-treatment.

Table 1

Percentual difference in the water content of leaf discs of some plant species treated with different
poisons, as against control discs, after the 6th 20 minutes
(July 3rd to 7th, 1954; gathered at 7 a. m. ; each number the mean of 5 parallel experiments.)

Chloroform Carbol Formaldehyde
Arctium 1appa ... 23,3 10,3 — 0,7
Chenopodium album 7,0 30,9 2,0
(' hybridum ............. 5,6 37,1 17,6
Convolvulus arvensis 51,7 41,2 34,3
Hyoscyamus niger ......... 24,6 19,4 6,5
Onopordum acanthium... 47,7 9,8 38,8
Physalis alkekengi ...... . 14,2 2,0 — 0,6*
Plantago major........ . 48,2 28,3 39,5
Portulaca oleracea. . 79,5 17,3 32,6
Solanum Nigrum......cccceeveeeennsere s 7.3 6,1 46,4

~_* The minus sign means that the control curve falls below the treated, i. e. the treatment
is ineffectual.
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These regularities were naturally not established on the basis of one
or two experiments. We made particularly many on Chenopodium album because
of its “chloroform resistance”. We give as example the results of poisoning
the leaves of different insertion on the stalk of plant. The experiment was
made on leaves of Chenopodium album gathered at 6 a. m. on August 2, 1954.
The numbers, as in Table 1, mean the percentual difference, between chloro-
formed and control leaves, in water content found at the end of the 6th 20
minutes after poisoning (Table 2).

Table 2

Percentual difference in the water content of Chenopodium album leaves of different insertion poisoned
by chloroform, as opposed to control leaf discs

Percentage of difference

Place of leaf on stalk in water content
Lower stalk leaf (2nd from bottom).......... 1,6
Middle «  « (9th) . 10,4
Upper « « (17th)..... 2,4
Top « « (19—21st) .ovcevviiririns 19
Lower branch leaf (medium-sized branch) 51
Upper « « (the same).....ccevvvrenne 6,6
From the data — comparing them with the numerical values in Table 2

— Chenopodium album is obviously “chloroform resistant”.

Nevertheless, one of our experiments made on leaves of Chenopodium
album gathered at noon, gave contradictory results, the chloroform producing
a decided diminishing effect on the water-retaining capacity (chloroform = 23,1 ;
carbol = 9,3 ; formaldehyde 37,5). On repeating several times the poisoning
of leaves gathered in the morning and at noon, we found that the insensibility
of Chenopodium album leaves to chloroform appears consistently only in the
leaves gathered in the morning. It is our hypothesis that this is caused by
variations in the degree of hydratation in the cell plasma of the leaf epidermis.

We pursued this question by means of a simple series of experiments.
Medium-sized leaves from all three test plants, gathered in the morning, were
saturated with water for 24 hours in a moist chamber. Discs were then cut
out of them in the usual manner and the poisoning, combined with drying,
carried out. The discs were divided into groups | to VI. The first group we
poisoned as usual at 0 minutes, the others being left in clean Petri-dishes. Group
Il was poisoned after 30 minutes’ drying, group Il after 60 minutes, and so
on. The results are graphed in Figs. 5—7.

In these drawings it is apparent that the curves of the leaves of Cheno-
podium album saturated with water and simply dried (I) do not differ to any
extent from those of leaves poisoned when in a completely saturated state
(I, 11, 1Y), whereas, after more extensive water loss (68, 64, 61% water content

10 Acta Biologica V1/3—4
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as opposed to the earlier 84, 80 and 74% values) the chloroform produces its
usual decreasing effect on water-binding capacity. In Portulaca and Convolvulus
this difference between the saturated and dried leaves cannot be observed.

These poisoning experiments in connection with fractionated drying

Fig. 5. The effect of chloroforming at different stages of dehydration in the water-
saturated leaves of Chenopodium album. Black line=contro 1, dotted line=treated leaves ;
;the time of poisoning is shown by a little arrow. Ordinate: per cent of water content.

turned our attention — aside from the importance of the variations in water
content — to a study of the significance of the epidermis, which has already
been emphasized by others (e. g. Abott-Raya [1]).

We made two experiments on these lines by peeling the epidermis from
the leaves or by splitting them. One experiment was made on Portulaca, the
other on Chenopodium album. The vigorous water-retaining capacity of Portu-
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laca was hitherto explained as due to its mucous content; the behaviour of
Chenopodium interested us because of its special peculiarities.

The Portulaca experiment is graphed in Fig. 8, that of Chenopodium
album in Fig. 9. It may be said that removal of the epidermis leads to complete

Fig. 6. The fractional poisoning” of water-saturated leaves of Portulaca oleracea
(see explanation under Fig. 5.)

cessation of water-retention in both plants. The mucous content of Portulaca
did not alter the situation in the least, hence when Portulaca is poisoned by
chloroform, then, similarly, it is primarily the epidermal cells that can be injured ;
the resistance of Chenopodium is likewise hidden in the cells of the living epi-

dermis.
Here we shall speak of the experiments made on the evaporation-decreasing

role of a thickly hairy covering. During our transpiration measurements it
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was already evident that one of the hairiest plants in our flora, Verbascum
phlomoides, transpired very rapidly, notwithstanding its luxuriant hairiness ;

perhaps the hairiness even increased its water-losing capacity (comp. Strttgger
[11, p. 205]).

Fig. 7. The fractional poisoning” of water-saturated leaves of Convolvulus arvensis
(see explanation under Fig. 5.)

If we consider the data on hairy species (Table 3) together with the values
for Portulaca and Chenopodium album given for comparison, we see that there
are no plants with really good water-retaining capacity among the hairy-leaved.
N either is their resistance to drought connected with their hairiness, for chloro-
form, which affects the living plasma, was very effective on all of them. The
w ater retention of Arctium lappa, which has hairs only on the under side was
relatively the least changed by the poison, the difference in percentage of
water content between control and poisoned discs at the end of the 6th 20
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minutes being least : 23,3%. Though this is a species with very poor water
retention (it lost the most water during the 6 X 20 minutes : 24,0%). On
the basis of the data in the literature and our results, hairiness as a device for
reducing evaporation (or transpiration) takes a back seat as compared with
the plasmatic activities of the epidermal cells.

Fig. 8. The desiccation curves of Porlulaca  Fig. 9. The desiccation curves of Chenopo-
oleracea leaves untreated (I), poisoned with  dium album leaves untreated (l), poisoned
chloroform (I1) and stripped (I11) with chloroform (I1) and stripped (I11)

Table 3
Sensitivity to chloroform of hairy-leaved plants as compared with two test plants

% of water content given

. .
off in 6x20 min. Difference in % of water

Species content at the end of the
control J chloroformed 6th 20 min.
Onopordum acanthium..........ccccoeceivveereinrecenen, 13,2 61,1 47,7
ATCHIUM [APPA v 24,0 48,4 23,3
Verbascum phlomoides . 15,9 60,8 46,0
Porlulaca oleracea........ . 3,9 84,0 79,5
Chenopodium album.........cooocvrereninrerineiineene. 7,3 125 52

Considering the effect of chloroform on augmentation of water permea-
bility* (HOKLER and W eber [7], DERRY [3], Deysson [4], and so on) and the
foregoing detailed exposition, we tried to revert this question to the plasma
of the epidermal cells of the leaf, and were thus obliged to investigate the
permeability relations of the epidermal cells of different species.

* Ganzinger [6] reports on the effect that hexametilentetramin has on increasing the
permeating capacity of plasma, this differing in extent according to species.
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Discussion

The velocity of desiccation of plucked leaves varies ; it can be influenced
by poisons (narcotics) acting in gaseous form, all of them accelerating the
desiccation. This is due to a correlation between the water-retaining capacity
and the survival systems in the leaf.

Different plant species are injured in different ways by the different
poisonous gases. Among the species investigated, with the exception of Cheno-
podium album, C. hybridum and Solanum nigrum, chloroform did the greatest
injury to all the plants : it inhibited the water-retaining capacity the most.

Our experiments have proved that the chloroform resistance of Cheno-
podium album depends on the state of saturation of the leaf: the completely,
or at least abundantly saturated leaves (with 84—74% water content) are not
affected by chloroform, whereas the water-retaining capacity of the leaf tending
towards desiccation (68—61%) decreases markedly after 30 minutes chloro-
forming. This change is not to be seen in Portulaca and Convolvulus ; they are
sensitive to chloroform, no matter what their water content.

In view of the fact that the 30-minute treatment did not kill the leaves,
though it seriously affected their water-retaining capacity, it occurred to us
that the poisonous gases might cause changes in the epidermis. We then made
experiments to see to what extent water-retaining capacity alters in leaves
without their epidermis. Here we found that both Portulaca oleracea, in which
the ample mucilage content of the cells was hitherto considered as the funda-
mental cause of its capacity for water retention, and Chenopodium album,
when deprived of their epidermis, both completely lose this capacity. Our
poisoning experiments proved that the role of hairs, often mentioned in the
literature as diminishing evaporation, is far subordinate in importance to
the water-retaining capacity of uninjured epidermal cells.

On the basis of our results thus far it was the chloroform resistance of
Chenopodium album that seemed chiefly worthy of further study. Knowing
that chloroform injures the lipo-proteids of the surface layer of plasm by dis-
solving their lipophile groups or by replacing the lipoid groups of the lipo-
proteids, increases plasma permeability [4], we thought that in the epidermal
cells of the leaves of those plants which seem insensitive to chloroform when
saturated with water there is either a double layer, one lipophile and over
it a hydrophile, or that a mosaic of hydrophile and lipophile groups forms
an exterior layer on their ectoplasm. In a well hydrated state the hydrophile
groups seem to protect the lipoids from the action of the chloroform ; during
the times of day, deficient in humidity again, these hydrophile groups liberate
their water fairly rapidly. The lipoids then take over the chief role in
the boundary-layer structure, and these are susceptible to injury by chlo-
roform.



NARCOTICS AND WATER-RETAINING CAPACITY OF DETACHED LEAVES 335

In view of the effect of chloroform in increasing water permeability,
we consider water permeability of the living epidermal cell to be one of the
causes of the great differences seen in the configuration of the desiccation curves,
and it is this point that will have to be first of all subjected to closer study in
the future.
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JEVNCTBUE HAPKOTWKOB U [PYIUX AAO0B HA BOAOYAEPXVBAIOLLYHO
CMOCOBHOCTb OTOPBAHHbIX JINCTLEB

Bblno uccnefoBaHo AelicTBue 540B (HAPKOTWMKOB), [AEACTBYHOWMX B ra3oobpasHoOM
COCTOSIHUM Ha BOAOYAEPXMBIOLLLYHO crnocobHocTb nnctbeB Chenopodium album, Portulaca ole-
racea, Convolvulus arvensis M ApPYrnx COPHbIX PacTeHWiA.

O6paboTka x/10p0hOPMOM B 6GOMBLUMHCTBE C/ly4YaeB TOPMO3UT COMPOTUBIIEHWE BbiCy-
LUMBaHUIO OTOPBAHHbIX IMCTbEB. 3TO TOPMOXEHMWE He YMEeHbLUAeTCs HWU COAepXKaHUeM Cu3u,
HM OMYLUEHHOCTbIO /IMCTbEB. B cnyyae HacbILEHHOCTW BOfAOM, X/10p0opM He AeiCTBYeT Ha
nnctbst Chenopodium album, HO nocne cgaun 20% Bogocoaep>kaHmst Chenopodium yTpaum-
BaeT CBOE COMPOTUBI/IEHUE X/IOPOCHOPMY.

Ha ocHoBaHWUM pe3ynbTaToB OMbITOB aBTOP MoAYepKMBaeT pPosib 06MeHa BELLECTB YXUBbIX
KNeTOK anujepMuca B 06pa3oBaHUM BofoyAep>kuBatoLleid cunbl. C Apyroli CTOPOHbI, Npumep
Chenopodium album yka3biBaeT Ha 3HaueHWe CTPYKTYpbl Ma3Mbl @ MNpeanonaraeTcs rmapo-
(punbHBLIA cnoli Ha NAMNOPWILHOM MOrpaHWYHOM MNJEHKe 3KTOMMa3Mbl B HaCbIWEHHbIX BOAOM
KNeTKax.

DIE WIRKUNG VON NARKOTIKA UND ANDEREN GIFTEN AUF DIE WASSER-
ZURUCKHALTUNG VON GEPFLUCKTEN BLATTERN

Der Verfasser untersuchte die Wirkung der in Gasgestalt wirkenden Gifte (Narkotika)
auf die Wasserretentionsfahigkeit der Blatter von Chenopodium album, Portulaca oleracea,
Convolvulus arvensis und anderen Unkrautpflanzen.
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Im Falle der meisten Pflanzen verhindert die Chloroformbehandlung den Austrocknungs -
widerstand der abgepfliickten Blatter. Weder der Schleimgehalt der Blatter, noch ihre Behaarung
verringern diese hindernde Wirkung. Das Chloroform (bt keine Wirkung auf die Blatter von
Chenopodium album aus, wenn diese mit Wasser gesattigt sind, obgleich Chenopodium nach einer
ungefahr 20%-igen Wassergehaltabgabe seinen Chloroformwiderstand verliert.

Die Versuchsergebnisse betonen die Rolle des Stoffwechsels der lebenden Epidermiszellen
in der Ausbildung des Wasserretentionsvermdgens. Anderseits betont das Beispiel von Cheno-
podium album die Wichtigkeit der Plasmastruktur : eine hydrophile Schicht auf der lipophilen
Grenzmembrane des Ektoplasmas in den mit Wasser gesattigten Zellen voraussetzend.

Lajos J. M. Felfoldy, Tihany, Biologia, Hungary.
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Zusainmenfassung

In dem sich an den Felsen ansiedelnden urbodenbildenden Moosrasen lebt eine sehr
reiche Mikrofauna. Von den Ciliaten wurden 37 Arten gefunden. Der Moosbiotop besteht aus
dem sich unter ihm anhaufenden Detritus und Humus, was hingegen das Ergebnis der Zusammen-
wirkung des Mooses und der darin lebenden Mikroorganismen ist. Der Moosbiotop gewahr-
leistet — im Gegensatz zu der Flechte — einen glinstigeren Umgebungs-Wirkungskomplex.
Seine Wasserkapazitat ist grosser, die Schwankung der Insolations- und Temperaturverhalt-
nisse massiger, die Humusschicht dicker. Demzufolge ist der Moosbiotop reicher an Ciliaten-
fauna. Zwischen der Umwelt und den Mikroorganismen gestaltet sich ein Zusammenhang aus,
der sich auch auf die Bodenbildung auswirkt. Die Stoffwechselprodukte haufen sich im Biotop
an, die sich herausbildende Nahrungskette tragt zur Aufrechterhaltung des biologischen Gleich-
gewichts bei, die Detritusfresser spielen bei der Zersetzung des organischen Stoffes eine Rolle
und schliesslich figurieren die zugrunde gegangenen Tiere als wichtige Humusbestandteile.

Die gefundenen Ciliaten passen sich den Umweltsverhaltnissen am weitgehendsten an
(Bewegung, Korpermass, allgemeiner Habitus, Ernahrung).

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass der Moosrasen eine andere Fauna aufweist
als die Flechte. Im Moos wurden 7 vereinzelt vorkommende Arten gefunden, die unter der in
Nachbarschaft befindlichen Flechte in grosser Anzahl leben. Diese werden fir bryoxene (das
Moos besuchende) Arten gehalten. Als bryophile (das Moos beglinstigende) Arten werden die-
jenigen betrachtet, die sowohl im Moos als auch in der Flechte, doch — zumindest einzelne — in
anderen Biotopen ebenfalls in grosser Anzahl aktiv leben. Bryobiont (moosbewohnend) sind
die 17 Arten, die hier beim Moosbiotop beschrieben oder von der Fachliteratur dafiir gehalten
werden. Die Aktivitat und Individuenzahl der Moosbewohnenden ist héher als die der vorigen.

Aus dem Obigen folgt, dass der Moosrasen fiir die in Biozonose lebenden Mikroorganismen
ginstige Bedingungen gewahrleistet und deren Zusammenwirkung hei der Urbodenbildung
eine nitzliche Rolle spielt.

Einleitung

In einer Arbeit [5] befasste sich der Autor der vorliegenden Abhandlung
mit den Ciliaten der sich unter der felsenbewohnenden Flechte anh&ufenden
Humusschicht und mit deren Verhdltnis zu der Umgebung. Er wies darauf
hin, dass die sich auf den Felsen primdr ansiedelnde Algenvegetation von den
Flechten als ndchste Sukzession abgeldst wird, sodann lagern sich Moose an,
die Humusschicht benutzend, welche sich bereits unter der Flechte gebildet hat.

In dieser Arbeit werden die Ciliaten des felsenbewohnenden Moosrasens
und ihre o6kologischen Verhdltnisse behandelt.

Das Untersuchungsmaterial wurde an der sidwestlichen Seite des nord-
ostlich vom Dorf Boldogk6varalja liegenden Hiigels Magoska gesammelt.
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Die sich von der Oberflaiche abhebenden Hypersthenaugitandesit-Felsenblécke
[1] werden stellenweise ausschliesslich von Flechte, anderswo von Flechte
und Moosrasen, manche sogar vollkommen von Moosrasen bedeckt. Dieses
Phadnomen ist die Funktion der starken Insolation und der Verdnderung der
damit einhergehenden FeuchtigkeitsVerhdltnisse. An der Sammelstelle konnte
die Ansiedlung der urbodenbildenden Flechten- und Moossukzessionen gut
verfolgt werden. Die erwdhnten Felsenblécke kommen in einem Hochwald
mit dichtem Unterholz zum Vorschein. An den Waldrandern, wo die Insolation
stdrker und der Feuchtigkeitsgehalt der Luft niedriger ist, sind die Felsen
Uberwiegend von Flechten bedeckt. In der Tiefe des Waldes vermindert sich
die Insolation, der Feuchtigkeitsgehalt der Luft ist hdher, hier werden fast
ausschliesslich Moosrasen angetroffen. Auf dem Gebiet zwischen diesen beiden
Zonen, wo die Wirkung der erwé&hnten Umwéltfaktoren in gleichem Masse
zur Geltung kommen, verbreiten sich auch die Flechte und das Moos ebenso
stark, mit der Zeit jedoch wdachst der Moosrasen immer mehr tGber die Flechte
und bedeckt sie zum Schluss ganz. Demzufolge geht die Flechte langsam
zugrunde und wird zum Bestandteil des Humus. Wdhrend des Sammelns
gelang es, von einzelnen Felsenblécken auch 1 m2 grosse Moosrasen abzu-
trennen, unter denen die Uberreste des Flechtenniveaus zu erkennen waren.
Abb. 1 und 2 zeigen die VerbreitungsVerhéltnisse zwischen der Flechte und
dem Moos. Abb. 1 wurde von einem Gebiet aufgenommen, wo die Bedin-
gungen der Umgebung die Entwicklung der Flechte fdrderten. Dies ist aus
der starken Entfaltung des Flechtenlagers ersichtlich, wdahrend sich beim
Moos Anzeichen der Austrocknung zeigen. Es ist jedoch zu erkennen, dass
das Moos stellenweise lber die Flechte zu wachsen beginnt. Abb. 2 hingegen
veranschaulicht ein Gebiet, wo sich das Moos kréaftiger entwickelt (der
vorigen Aufnahme gegeniiber ist das Moos frischer) und stufenweise die
Flechte bedeckt.

Aus dem Obigen ist ersichtlich, doch auch sonst eine bekannte Tatsache,
dass die Sukzession der beiden urbodenbildenden Schichten in Richtung Flechte-
Moos erfolgt. Das Moos erhebt gréssere »Anspriche« bei seiner Entwicklung.
Von den die Anspriche befriedigenden Faktoren muss vor allem die dickere
Humusschicht betont werden, die ihrerseits vom Flechtenniveau vorbereitet
wurde. Damit steht auch die grossere W asserkapazitdt im Zusammenhang.
Sind die beiden Faktoren gegeben, so ist das Moos fdhig, sich intensiv zu ent-
wickeln, was wiederum eine grdssere Humusanhdufung unter ihm mit sich
bringt. Unter dem Moosrasen wurde stellenweise eine 2—3 cm dicke, aus Brocken,
Sand und Detritus stammende Humusschicht gefunden. Diese Humusbildung
kann mittelbar dem Moosrasen zugeschrieben werden. Bekannt ist auch die
hochgradige W asserkapazitdt des Moosrasens, die teils die Ldsungswirkung
des Wassers, teils die langerwédhrende Feuchtigkeit zu den Zersetzungsprozessen
der organischen Stoffe gewdhrleistet.
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Abb. 1. Verbreitungsverhéltnisse zwischen Flechte und-Moos. Lichtbild. 2. Verbreitungsverhalt-
in einem zugrunde

nisse zwischen Moos und Flechte. Lichtbild. 3. Paraglaucoma rostrata

gegangenen Réadertierchen. Mikrophoto. 4. Paraglaucoma rostrata in einer zugrunde gegangenen

Amobe. Mikrophoto. 5. Amobe, eine Nematode sich einverleibend. Mikrophoto. 6. Gonosto-
mum bryonicolum n. sp. Ventralseite nach Opalblau-Praparat. Mikrophoto
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Unter der Flechte bildet sich nur eine dinne Humusschicht und selbst
in dieser kleinen Schicht leben zahlreiche Mikroorganismen. Allein von der
Gruppe der Ciliaten konnten 32 Arten nachgewiesen werden. Es lohnt, auch
die die zweite Schicht der Urbodenbilder gestaltenden Moosrasen vom Stand-
punkt der Ciliatenfauna aus zu untersuchen und mit der Flechte zu vergleichen.
Besitzen sie eine gemeinsame Fauna, bzw. wie verdndert sich die Fauna mit
der Dicke der Humusschicht? Wie sind ihre 6kologischen Verhdltnisse?

Die Wasserkapazitdt der dinnen Humusschicht unter der Flechte ist
sehr niedrig. Der Biotop ist den Verdnderungen der Temperaturfaktoren stark
ausgesetzt und demzufolge sehr extrem. Was gewéhrleistet dagegen der Moos-
rasen und die sich darunter anhdufende Humusschicht vom Standpunkt des
Biotops aus? In vieler Hinsicht bietet auch der Moosrasen seinen Bewohnern
besondere Verhdltnisse. Trotz der hohen W asserkapazitdt trocknet der Moos-
rasen mit der Zeit aus. Auch in diesem Fall handelt es sich also um einen konti-
nentalen Biotop, der bei feuchtem Wetter ausgesprochenen WasserOrganismen
glinstige Lebensbedingungen gewdhrleistet. Den Flechten gegeniber ist die
Lage gunstiger, weil der Moosrasen den Niederschlag gierig aufsaugt und eine
langere Zeit hindurch aufbewahrt, seine W asserkapazitdt somit grosser ist.
Daraus folgt aber, dass sich der Vorgang der trotzdem eintretenden Austrock-
nung auf eine ldngere Zeit erstreckt und der Biotop eine l&ngere Zeit hindurch
Uber den fir das Lehen der Ciliaten notwendigen Wassergehalt verfigt. Der
grossere Wassergehalt ddmpft die infolge der Insolation entstehenden Tempera-
turschwankungen stark ; er erwérmt sich langsamer und kihlt sich langsamer ah.

Die Verdnderung der chemischen Eigenschaften kann jedoch ihre Wirkung
in grosserem Masse fihlen lassen und die Anpassungsfdhigkeit der Ciliaten
einer starkeren Probe unterwerfen. Die chemischen Verdnderungen stammen
vor allem von der mit der grésseren W asserkapazitdt einhergehenden, l&dngere
Zeit dauernden LOsungswirkung. Der Anstieg der Salzkonzentration wird
aber durch die gréssere W asserschicht ausgeglichen. Eine bedeutende chemische
Verdnderung wird durch die Huminsduren verursacht, die im Laufe des Humus-
werdens der sich in der dickeren Schicht anh&ufenden organischen Stoffe ent-
stehen. Die Ciliaten passen sich dem an. Vom Standpunkt der Nahrungskette
aus schaffen die unter dem Moosrasen stattfindenden F&ulnisprozesse den
Flechten gegenlber eine gunstigere Lage. Da der organische Stoff grdsser ist,
sind auch mehr Bakterien vorhanden, wogegen die Individuenzahl der Raub-
tiere anwdchst, was schliesslich das Gleichgewicht wieder herstellt. Auch die
Detritus-Fresser gelangen zu einer reicheren Nahrung.

Aus der Anflhrung der durch den Moosrasen gebotenen Umwaéltfaktoren
ist ersichtlich, dass die Verschiebung dem Flechtenbiotop gegentber in opti-
maler Richtung geschieht.

Bei den Untersuchungen waren folgende Hauptstandpunkte massgebend :
1. Welche Ciliaten leben im Biotop ; auf Grund des Vergleiches festzustellen,
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ob die beiden Biotope eine speziale Fauna haben. 2. Die 6kologischen Ver-
hédltnisse der Ciliaten des Biotops. 3. Schlussfolgerungen auf ihre Rolle bei
der Urbodenbildung.

Als Untersuchungsmethode wurden dieselben Verfahren angewandt wie
im Laufe der Forschungen beziglich des Flechtenbiotops.

Beschreibung der Arten

1. Holophrya saginata Penard. Lange 60 p. Kleiner als die unter der
Flechte lebenden Exemplare. Erné&hrt sich von Flagellaten.

2. Spathidium spathula O. F. Muller. Ldnge 40—50 p. Ist mit der
Stammform identisch. Seine pulsierende Vakuole entleert je 17 Sek. Erné&hrt
sich von kleinen Ciliaten.

3. Spathidium scalpriforme Kahl. Ldnge 90 p. Kleiner als die Stamm-
form. Seine pulsierende Vakuole entleert alle 35—40 Sek. Erndhrt sich von
winzigen Zooflagellaten.

4. Spathidium alpinum n. sp. (Abb. 7). Ldnge 110—120 p. Langgestreckte
Form im Verhdltnis 5:1. Die Lippe bildet mit der L&ngsachse einen Winkel
von 45°. Breite Lippe mit dichten kurzen Trichiten. Spaltenartige Munddffnung.
Auf jeder Seite 11 Zilienreihen mit dichten kurzen Zilien. 3 kurze Borsten-
reihen erstrecken sich bis zur Grenze der Halspartie. In der Kdrpermitte ein
verdrehter langer Makronukleus mit vielen winzigen Mikronuklei. Terminale
pulsierende Vakuole mit 6 Entleerungséffnungen. Entleerungszeit 20—22 Sek.
Plasma von heller, griner Farbung. Kdrper biegsam. Langsame Bohrbewegung.
Nahrung : kleine Colpoden und Cyclidien. Im Zusammenhang mit seiner Erndh-
rung wurde folgende interessante Erscheinung wahrgenommen : Waéhrend
seiner Bewegung stiess es an ein Cyclidium, das daraufhin, durch Trichiten
geldhmt, gleich fixiert wurde und sich dann langsam zu einer locker zusammen-
h&ngenden, formlosen Plasmamasse verteilte. Zugleich bildete sichvon der Mund-
6ffnung des Spathidium ausgehend ein sich bis zur Lange des Halses erstreckender
Schlundtricliter, dem folgend dehnte sich die Munddffnung stark aus und
schluckte die Plasmamasse — gleichsam eine Saugwirkung auf sie ausiibend —
langsam herunter. Bei diesem Vorgang muss man daran denken, dass dieses
Tier mit seinen Trichiten nicht nur mechanisch, sondern durch gleichzeitige
Einspritzung irgendeines Stoffes fixiert. Der Stoff Ubt eine die kdrperliche
Intaktheit zersetzende Wirkung aus und so gelangt das Opfer in einer den
Verdauungsséaften leichter zugénglichen Form in die Nahrungsvakuole.

5. Spathidium amphoriforme var. securiforme Kahl, forma B. L&nge
80 p. Seine Nahrung besteht aus Ciliaten.

6. Dileptus conspicuus Kahi. Lénge 110 p. Von der etwas grdsseren
Stammform weicht er insofern ab, dass er terminal nur eine einzige pulsierende
Vakuole hat, die alle 28 Sek. entleert. Nahrung : kleine Flagellaten.
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7. Dileptus americanus Kahl. Ldnge 40 p. Stimmt mit dem unter der
Flechte lebenden Uberein, ist aber kleiner als die Stammform. Nahrung : Fla-
gellaten.

8. Colpoda cucullus O. F. MULLER. Lange 60—80 p. Ist etwas rundlicher
als die Stammform. Die Mundorganellen sind entwickelter und liegen in einem
geschlosseneren vestibuldren Raum. Nahrung : Kugelalgen.

Abb. 7. Spathidium alpinum n. sp. : a) Nach  Abb. 8. Colpoda discoides n. sp. Nach Subli-
Sublimatfixation und  opalblaupréparat ; matfixation und versilbertem Praparat
b) Schlundtrichter im Augenblick des Schluk-

kens ; ¢) Nukleusform

9. Colpoda steini Matjpas. Ldnge 20—25 p. Stimmt mit der Stammform
und mit der unter der Flechte lebenden (iberein. Nahrung : Bakterien und
Algen.

10. Colpoda inflata Stokes. L&nge 40 p. Ist mit dem Typus identisch.
Nahrung : Kugelalgen.

11. Colpoda discoidea n. sp. (Abb. 8). Ldnge 60—70 p. Sie hat in Seiten-
ansicht eine diskoide, in Vorderansicht eine flache Form, die linke Seite ist
konvex. Dichtes, paariges Wimperkleid, den oberen-hinteren Rand der rechten
Seite ausgenommen, wo der Anfang von 5 Reihen aus steifstehenden einzelnen
Zilien besteht. Die Zilienreihen verlaufen zwischen den Rippen. Mundorganellen
von typischem Cofpoda-Charakter. Die Munddffnung bildet einen grossen
vestibuldren Raum. Hierher laufen von der linken Seite die Zilienreihen des
Kdorpers, auf dem unteren Teil befindet sich das charakteristische untere Zilien-
feld, ihm gegeniiber das obere. In der Kdrpermitte runder Makronukleus. Es
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gelang nicht, einen Mikronukleus zu beobachten. Auf der ventralen linken
Seite alle 9 Sekunden entleerende pulsierende Vakuole. Brédunliche Farbe.
Schnelle Bohrbewegung. Sehr selten. Ernédhrt sich von kleinen Ciliaten.

12. Colpoda eurystoma Gellért [4]. Ldnge 60—70 p. Stimmt mit der
bei der Flechte beschriebenen Stammform (Uberein, ist jedoch Kkleiner. lhre
Nahrung besteht aus kleinen Ciliaten.

13. Woodruffia lichenicola GKELERT [5]. Lange 60 p. Stimmt mit der
Stammform Uberein, ist jedoch kleiner. Nahrung : Algen und Pilzfdden.

14. Trichopelma sphagnetorum Levander. L&nge 35 p. Weicht vom
Typus insofern ab, als sich ihr Reusenapparat nicht nach vorne, sondern nach
hinten erstreckt. Die pulsierende Vakuole entleert alle 19 Sek. Erndhrt sich
von grinen Kugelalgen.

15. Drepanomonas revoluta Penard (Abb. 9 a—b). Lénge 40 p. Ilhre
Bestimmung war 4dusserst schwer. Kaht [6] verdffentlicht zwar eine moosbe-
wohnende Form unter dem Namen D. sphagni, die Beschreibung ist aber un-
sicher. Unter den Bestimmungsmerkmalen der D. sphagni kommt auch das
Fehlen des dorsalen L&ngsseptums vor. Bei den hier gefundenen Formen ist
dieses vorhanden und deshalb werden sie als D. revoluta beschrieben, obwohl
ihre ZilienVerhdltnisse auch davon abweichen. Im Hinblick darauf werden
hier ihre kurze Beschreibung und eine vollkommenere Abbildung auf Grund
der morphologischen Untersuchungen mitgeteilt. Bohnendhnliche, lateral
flache, konstante Form. In der Mitte der Ventralseite keilformige Munddffnung
mit einem rechtsseitigen Zilienfeld. Ventral zwei hintereinander liegende pul-
sierende Vakuolen. Dorsal in Mittellage ein runder Makronukleus mit einem
Mikronukleus. In der Mitte der Dorsalseite ein in L&ngsrichtung verlaufendes
Septum, das sich an den Enden verbreitert. Auf der Ventralseite supraoral
3 Rippen, die auf der rechten Seite beginnen und auf die linke Seite hintber-
greifen. In der Tiefe der Rippen befinden sich auf der rechten Seite je 4, auf
der linken je 1 bzw. in der oberen 2 Zilien. Zu Beginn der rechten Seite 4 wellen-
artige Vertiefungen mit 2—2—1—1 Zilien, am Hinterende 2 Vertiefungen
mit je 1 Zilie. Ebenfalls auf der rechten Seite sind 2 unterbrochene Zilienreihen.
Auf der linken Seite vorne dorsal befinden sich 4 Vertiefungen mit je 1 Zilie
und neben jeder nach innen zu noch je 1 Zilie, am Hinterende dorsal 2 Vertie-
fungen mit je 1 Zilie, ventral hingegen 1 Vertiefung mit 2 Zilien. Ausserdem
gibt es auf der linken Seite noch 7 Zilien. Statt der schweren und immer unvoll-
kommenen Beschreibung werden die morphologischen Verhdltnisse auf der
Abbildung mitgeteilt. lhre Nahrung besteht aus kleinen Flagellaten.

16. Frontonia depressa Stokes. L&nge 60 p. Stimmt mit der Stammform
Uberein. Die pulsierende Vakuole entleert alle 24 Sek. Nahrung : Algen und
Pilzsprosse.

17. Paraglaucoma rostrata Kahi. L&nge 50—60 p. Ist mit der Stamm-
form identisch, mit dem Unterschied, dass die Lippe nicht so stark entwickelt
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ist. Die pulsierende Vakuole entleert alle 9 Sek. Ern&hrt sich von Algen. Dabei
schlipft es mit Vorliebe in zugrunde gegangene Amdben, Rotatorien und Tar-
digraden und frisst den dort befindlichen organischen Stoff auf. Danach schlipft
es wieder aus der Pellikula, wo es sich zu enzystieren und zu teilen vermag.
Abb. 4 zeigt ein in zerstorter Amdbe befindliches, Abb. 3 ein in einem Rader-
tierchen befindliches Paraglaucoma. Die Enzystierung und Ausschlipfung erfolgt
auf mechanischem Wege : es legt sich mit seinem spitzen Vorderende der

Abb. 9. Drepanomonas revoluta Penard. Nach Sublimatfixation und Nigrosinpraparat :
a) rechte und b) linke Seite

Pellikula bzw. Kutikula an, bohrt mittels einer Bohrbewegung in seine L&ngs-
achse eine Spalte und presst sich so durch.

18. Cyclidium muscicola Kanit. L&nge 20 [i. Stimmt mit dem Typus
Uberein. Nahrung : Bakterien.

19. Bryometopus pseudochylodon Kahi. Lénge 65 h.Ist mit dem Typus
identisch. Nahrung : Bakterien.

20. Blepharisma steini Kani1. Ladnge 80 p. Stimmt mit der Stammform
Uberein. Die pulsierende Vakuole entleert alle 30 Sek. Nahrung : Bakterien.

21. Phacodinium metschnikoffi Certes. Ladnge 70 p. Ist kleiner als das
unter der Flechte lebende. Nahrung : Bakterien und Detritus.
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22. Transitelia lichenicola Gertért [3]. L&nge 80 ft. Ist mit dem Typus
identisch. Nahrung : Detritus.

23. Thylacidium typicum Gelttért [5]. Lange 80 ft. Ist kleiner als die
bei der Flechte beschriebene Stammform. Ernédhrt sich von Bakterien.

24. Paraholosticha muscicola Kahit. Ladnge 90 ft. Weicht von der grésseren
Stammform insofern ab, als in dem frontalen Raum der Zilienkranz nicht aus
20, sondern nur aus 4 Zirren, die L&ngsreihe der Zirren nur aus je 2 Zirren
bestehen. Von den ventralen Reihen ist nur die rechtsseitige durchgehend,
wdahrend die linksseitige an der Grenze des letzten Drittels endet. Die
pulsierende Vakuole entleert alle 26—28 Sek. lhre Nahrung besteht aus kleinen
Flagellaten.

25. Uroleptus humicola n. sp. (Abb. 10). L&nge 120 ft. Seine Morphologie
entspricht den Arteneigenschaften des Uroleptus, die Anordnung der Zirren
ist jedoch anders als bei den bisher bekannten Arten. Im Verhdltnis 4 : 1 lang-
gestreckte, sich am Hinterende verjingende zylindrische Form. Die rechts-
seitige marginale Zirrenreihe verlduft dem Rand entlang, wéahrend die links-
seitige am unteren Ende der Lippe beginnt und von hier zum Rand verlduft.
Die marginalen Reihen schliessen sich hinten nicht ab. Am Anfang des frontalen
Raums 3 kréftigere Zirren. 3 ventrale Reihen, von denen die rechtsseitige bis
zum Ende, die folgende nur bis zur Grenze des letzten Drittels verlduft, wahrend
die dritte neben der Lippe lediglich aus 9 Zirren besteht. Am oberen Ende der
Lippe ein einzelner Zirrus. Die Strudelorganelle erstreckt sich bis zur Grenze
des ersten Kdorperviertels, reicht bis zur L&ngsachse und besteht aus 31 Membra-
nellen. Am Rand der gewdlbten Lippe aus langen Zilien bestehende adorale
Membran, darunter eine kurze endorale Membran, diesen gegenlber, neben
der Strudelorganelle, eine aus sehr langen Zilien bestehende parorale Zilien-
reihe. Auf der linken Seite in der Mitte mit Sammelkanal versehene, alle 13—17
Sek. entleerende pulsierende Vakuole. Der Nukleus ist in etwa 32 Stiicke ver-
teilt. Seine Nahrung besteht aus Detritus.

26. Holosticlia manca Kahlt var. plurinucleata Gettlert [5]. L&nge 60 ft.
Unterscheidet sich nur insofern von der bei der Flechte beschriebenen Varietat,
als sie sich nicht von Algen, sondern von Bakterien und Detritus ernéhrt.

27. Holosticha kessleri Wrzesniowski. Lange 110 ft. Unterscheidet sich
von dem Typus, indem ihre ventralen Reihen nicht durchlaufen. Die rechts-
seitige Reihe zieht sich bis zur Grenze des letzten Viertels, die linksseitige bis
zur Kérpermitte. Neben der Lippe befindet sich eine nicht aus 4, sondern aus
10 Zirren bestehende Reihe. Die Anzahl der transversalen Zirren ist nicht 12,
sondern nur 11. Daruber 2 Zirren, die bei der Stammform nicht vorhanden
sind. Die pulsierende Vakuole entleert alle 17 Sek. lhre Nahrung besteht tUber-
wiegend aus beschélten Amdben.

28. Holosticha muscicola n. sp. (Abb. 11). Ladnge 110 ft. Laut des KAHLschen
Bestimmungsbuches [6] kdnnte sie auch ein Keronopsis sein, doch im Hinblick

11 Acta Biologica VI1/3—4
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darauf, dass sich im frontalen Raum 3 kraftige Zirren sehr scharf absondern,
musste sie als Holosticha eingereiht werden. Hinter den 3 frontalen Zirren
stehen je 2 Zirren. Die marginalen Zirren schliessen sich hinten nicht ab. Bis
zur Mittellinie des Kdrpers eng nebeneinander verlaufende ventrale Reihen.
6 (ber den Korper hinausgehende transversale Zirren. Uber den transversalen
ein einzelner Zirrus. Die Strudelorganelle reicht bis zur Grenze des ersten Kdérper-
viertels und besteht aus 32 Membranellen. Lippe gewdlbt. An deren Rand

Abb. 10. Uroleptus humicola n. sp. Ventralseite ~ Abb.Il. Holosticha muscicola n. sp.Ventralseite
nach Sublimatfixation und Opalblaupraparat nach SubHmatfixation und Opalblaupraparat

aus langen Zilien bestehende adorale Membran, darunter ebenfalls aus langen
Zilien bestehende endorale Membran. Der Lippe gegeniiber, neben der Strudel-
organelle gehen lange Fadengebilde aus, die in den Rachen hineinreichen und
mit ihrer Undulierung die Nahrung gleichsam lenken. Neben der endoralen
Membran 4 alleinstehende parorale Zilien. 2 ovale Makronuklei, zwischen ihnen
ein einziger Mikronukleus. Pulsierende Vakuole auf der linken Seite in der
Mitte, Entleerungszeit 35—40 Sek. Nahrung : Bakterien und Detritus.

29. Amphisiella terricola Gettert [5,8]. Ldnge 110—120 fi. Etwas grosser
als der bei der Flechte beschriebene Typus. Entleerungszeit 22—25 Sek. Nah-
rung : kleine Ciliaten.
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30. Gonostomum spirotrichoides n. sp. (Abb. 12). L&nge 110 /i. Zylindrischer
Korper. Auf der rechten Seite der Yentralseite befinden sich 19, auf der linken
Seite 15 marginale Zirren. Am Hinterende 4 kaudale Zirren. Im frontalen Raum
3 Zirren, dahinter eine aus 3 Zirren bestehende, von rechts nach links ver-
laufende schrdge Reihe. An deren Ende auf der linken Seite je 1 einzelner
Zirrus. An der Grenze des ersten Kdorperdrittels, der L&ngsachse entlang, noch
2 alleinstehende Zirren. Uber den Kdrper hinausreichende 4 transversale, davor

Abb. 12. Gonostomum spirotrichoides n. sp. Abb. 13. Gonostomum bryonicolum n. sp. Ven-
Ventralseite nach Sublimatfixation und Nig- tralseite nach Sublimatfixation und Opal-
rosinpraparat blaupraparat

2 ventrale Zirren. Auf der Dorsalseite 3 Tastborstenreihen mit langen Rorsten.
Die Strudelorganelle reicht bis zum Schnittpunkt der L&ngs- und Querachsen
hinein. Wahrend beim allgemeinen Hypotrichustyp die Strudelorganelle offen
verlduft, ist hier die ganze Strudelorganelle schon vom Ausgangspunkt in der
Munddffnung bedeckt (Einzelheiten siehe auf der Abbildung). Die Strudel-
organelle besteht aus 27 Membranellen. Von diesen sind die am Yorderende
befindlichen 4 Membranellen l&nger als die nachfolgenden (Spirotricha-Charakter,
s. Parablepharismen). Vom allgemeinen Hypotrichus-Charakter abweichend,
verfigt das Tier uber keine peristomale Lippe, an deren Stelle sich eine auf

]1*
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der Korperoberfliche verlaufende Reihe aus 22—25 ublichen Zilien befindet.
Die Mundo6ffnung ist ein in der Koérpermitte von vorne nach hinter laufender
trichterformiger Raum, der von der Yentralseite aus offen ist und sich in einem
fast querlaufenden kurzen Rachen fortsetzt. Die Form der Mund6ffnung, der
Ablauf der Strudelorganelle, das Fehlen der Lippe sowie die an der Stelle der
Lippe befindliche Zilienreihe erschopft in grossem Masse den Spirotricha-Cha-
rakter. 2 ovale Makronuklei mit je 1 Mikronukleus. Die pulsierende Vakuole
ist in der Kdrpermitte auf der linken Seite und entleert alle 19—21 Sek. Das
Plasma ist hell, von griner Farbung, darin eine grosse Menge Ersatzndhrstoff-
kérner. Das Tier ern&dhrt sich von Rakterien und Detritus.

31. Gonostomum bryonicolum n. sp. (Abb. 6 und 13). L&nge 60 p. Ovale,
zylindrische Korperform. Auf der Ventralseite verlaufen die marginalen
Zirren dem Rand entlang, hinten schliessen 4 terminale kaudale Zirren die
Reihe ab. Im frontalen Raum befinden sich vorne 3 kréaftige Zirren, dahinter
eine schrdge Reihe aus 5 Zirren. Daneben sowie am oberen Ende der Lippe
je 1 einzelner Zirrus. 4 transversale Zirren, vor diesen 1 ventraler Zirrus reichen
Uber den Kdrper hinaus. Auf der Dorsalscite 4 vollstdndige Rorstenreihen mit
langen Borsten. Die Strudelorganelle, die aus 26 doppelten Membranellen besteht,
reicht bis zur Linie der Querachse hinein. Die Mundorganellen weichen von
denen des Hypotrichustyps ab. Beim allgemeinen Typ liegen nédmlich die
Membranellen zu zwei Drittel bzw. drei Viertel auf der Ventralseite, hier hin-
gegen liegt nur ein Viertel auf der Ventralseite, wahrend die Ubrigen Teile auf
die linke Seite des zylindrischen Kdorpers verlaufen und sich dort bis zum Vor-
derende des Kdorpers ziehen. Auch die Lippe ist verschieden, da sie einen weiten
vestibuldren Raum bildet und sich dieser in einem kurzen Rachen fortsetzt.
Auf der Lippe findet man keine fiir die Hypotrichen charakteristischen Membra-
nellen, sondern statt dessen 16 einzelne Zilien am Lippenrand. Betrachtet
man die Mundorganellen in ihrer Gesamtheit, so muss festgestellt werden, dass
sie in grossem Masse der Mundstruktur der Spirostomiden entsprechen. 2 ovale
Makronuklei mit je 1 Mikronukleus. Die pulsierende Vakuole konnte nicht
beobachtet werden. Plasma hell, von grinlicher F&rbung. Nahrung : Detritus.

32. Gonostomum ciliophorum n. sp. (Abb. 14). L&nge 70 p. Schmale, kon-
stante Form. Die marginalen Zirren verlaufen am Rand und schliessen sich
hinten. Im frontalen Raum vorne 3 kraftige Zirren, dahinter eine sich von
rechts nach links biegende, aus 3 Zirren bestehende Reihe (Gonostomum-Cha-
rakter). In der Mitte des frontalen Raumes kurze Reihe aus je 2 Zirren. 4 trans-
versale, davor 2 ventrale Zirren. Von den 4 transversalen sind die 2 linksseitigen
kurz, wéhrend die 2 rechtsseitigen ldnger sind und schrédg Uber den Kdrper
hinausreichen. Die Strudelorganelle besteht aus 30—32 Membranellen und
reicht bis zur Linie der Querachse. Ahnlich dem G. bryonicolum lauft die Strudel-
organelle zum Kdrperrand und kaum ein Viertel befindet sich auf der Ventral-
seite. Auf der Ventralseite von links bedeckt die aus dem frontalen Raum
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hinausreichende Plasmamembran die Strudelorganelle, die sich nach hinten
zu unter die Lippe zieht. Am Ende der Strudelorganelle kurzer Schlundtrichter.
Lippe gerade, am unteren Ende ihres Randes kurze undulierende Membran,
die sich nach oben zu bis zum Ende der Lippe in alleinstehenden Zilien fort-
setzt. Die Form der Mundorganellen erinnert an den Spirostomidenzustand.
2 ovale Makronuklei mit je 1 Mikronukleus. In Héhe der Mundéffnung auf der

Abb. 14. Gonostomum ciliophorum n. sp.  Abb. 15. Steinia dubia n. sp. Ventralseite nach
Ventralseite nach Sublimatfixation und Opal- Sublimatfixation und Opalblaupraparat

blaupraparat

linken Seite alle 6—7 Sek. entleerende pulsierende Vakuole. Plasma hell, durch-
scheinend. Nahrung : Detritus und Bakterien.

33. Oxytricha proximata Shibuya. Lange 60 fx. Weicht von der Stamm -
form nur insofern ab, dass sich die Randzirren hinten nicht schliessen. Auf der
Dorsalseite 5 vollstdndige uijd 2 unvollstindige Borstenreihen. Ebenfalls auf
der Dorsalseite in der Mitte linsenformige Unterspalte. Nahrung : Detritus.

34. Steinia tetracirrata Gellért[2]. L&nge 90 fi. Vom Typus weicht sie nur
insofern ab, als die transversalen Zirren nicht glatt, sondern kammartig sind.
Die pulsierende Vakuole entleert alle 8 Sek. Ernédhrt sich von Ciliaten.

35. Steinia dubia n. sp. (Abb. 15). Ldnge 140—150 fx. Leicht sigmoide
Form. Im frontalen Raum befinden sich die fir das Oxytricha-Genus charak-
teristischen 3—3—2 Zirren. Ventral 2—1—2 Zirren. Die marginalen Reihen
schliessen sich hinten nicht. Die letzten marginalen Zirren sind ld&nger (Tachy-
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somo-Charakter). 5 transversale Zirren reichen Uber den Kd&rper hinaus. D'e
Strudelorganelle besteht aus 31 Membranellen. Lippe spiral gekrimmt. Auf
der Lippe die Ublichen adoralen und endoralen Membranen. Bis zur Mittellinie
des K orpers hineinreichender Schlundtrichter. Im mittleren Korperdrittel 2
M akro nuklei, in ihrem Innern mit einem kreisférmigen, durchscheinenden
Gebiet, neben ihnen je 1 Mikronukleus. Auf der linken Seite in der Mitte pul-
sierende Vakuole, die alle 11 Sek. entleert. Plasma blassrosa. lhre Bewegung
ist langsam, kriecht in der Regel mit mehreren zwischen den Klumpen. Nah-
rung : Algen und Pilzsprosse. Eine sehr schwer bestimmbare Form, da alle
Teile fur ein anderes Subgenus charakteristisch sind. Die Krimmung der Lippe
ist ein Steinio-Merkmal, die marginalen Zirren sind nicht geschlossen und die
Randzirren hinten ldnger, was hingegen ein Tachysoma-Merkmal ist. Auf Grund
der charakteristischen Strudelorganelle und Lippe wird sie trotzdem als Steinia
eingereiht.

36. Stylonichia muscorum Kahit. Ld&nge 80—90 [i. Stimmt mit der von
Kah1 beschriebenen Form Uuberein, obwohl weder diese noch die von Kahl
den Stylonichia-Charakter erschdopfen. Die pulsierende Vakuole entleert alle
16 Sek. Nahrung : Algen und Flagellaten.

37. Euplotes muscicola Kaht. L&nge 40—50 /u. Ist mit dem Typus iden-
tisch. Nahrung : Algen.

Okologie der gefundenen Arten

In Kenntnis der Ciliatenfauna der beobachteten Moose wollen wir unter-
suchen, inwiefern sie mit den Ciliaten des Flechtenbiotops Ubereinstimmt bzw.
von denen abweicht.

In bezug auf den Flechtenbiotop wurde die Frage gestellt, welche von
den flechtenbewohnenden Ciliaten lichenobionte, welche lichenophile und
schliesslich welche lichenoxene sind. Dank des damaligen Standes der auf den
Moosbiotop beziglichen Untersuchungen sah man die Entfaltung einer gemein-
samen Ciliatenfauna. In Kenntnis der Ciliaten des Moosrasens musste diese
Frage einer Revision unterzogen werden. Bei der Flechte wurden 32, beim Moos
37 Ciliatenarten gefunden, von denen sich die Artenidentitat lediglich auf 17
bezieht (Tabelle 1). Beim Moos wurden also 20 Ciliaten angetroffen, die unter
der Flechte nicht leben. Von den in beiden Biotopen vorkommenden 17 Arten
konnten beim Moos 7 Arten nachgewiesen werden, die entweder in verschwin-
dend kleiner Anzahl (Holophrya naginata, Spathidium amphoriforme, Dileptus
americanus, Colpoda eurystoma, Phacodinium metchnikoffi) oder nur mit einigen
Individuen (Transitella lichenicola, Thylacidium typicum) vertreten waren.
Diese in geringer Anzahl vorkommenden 7 Arten leben dagegen unter der Flechte
in einer grossen Individuenzahl.
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Auf Grund dessen gelangt man zu der Uberzeugung, dass sowohl die
Flechte als das Moos eine besondere Ciliatenfauna aufweisen, was durch fol-
gendes unterstitzt werden kann : um die Bewohner beider Biotope vergleichen
zu koénnen, wurde auch von solchen Felsenblécken Material gesammelt, wo
sich die Flechte wie auch das Moos ansiedelten und dadurch die beiden Biotope
in Beriithrung kamen. Man wirde am ehmen, dass unter solchen Umstédnden
eine identische Fauna vorgefunden wird, doch =zeigten die Untersuchungen
dieselben bereits besprochenen Artenunterschiede.

Es ware interessant festzustellen, welche von den 37 Ciliatenarten Moose
besuchende (bryoxene), welche Moose beglinstigende (bryophile) und schliess-
lich welche moosbewohnende (bryobionte) Arten sind. Bei Entscheidung der
Frage wurden Identitdt und Verschiedenheit der Bewohner des Flechten-
und des Moosbiotops, die Individuenzahl der einzelnen Arten, die Haufigkeit
und AKktivitat der Arten sowie die Hinweise laut des KAHLschen Bestimmungs-
buches berucksichtigt.

Tabelle 1

I. Unter der Flechte lebende Ciliaten

Benennung der Arten Nahrung Masse in L}

Holophrya suginata Flagellaten 80
Spathidium spathuloides Ciliaten 35
Spathidium multinucleatum Ciliaten 80
Spathidium amphoriforme var. securiforme, forma B Ciliaten 90 — 100
Spathidium muscicola Ciliaten 80
Bryophyllum loxophylliforme Pilze und Algen 130
Dileptus conspicuus var. telobivacuolatus Ciliaten 120
Dileptus americanus Flagellaten 60
Colpoda cucullus Algen 40-70
Colpoda steini Pilze und Algen 20-25
Colpoda inflata Algen 40
Colpoda colpidiopsis Bakterien 40
Colpoda quinquecirrata Pilze und Algen 50
Colpoda eurystoma Ciliaten 60— 100
Bresslaua discoidea Ciliaten 150-180
Woodruffia lichenicola Pilze und Algen 70
Woodruffia sinistromemhrancllata Pilze und Algen 60-80
Mycterothrix acuminata Bakterien 20—25
Trichopelma stenoStomata Flagellaten 20-30
Frontonia depressa Algen 60-70
Cyclidium muscicola Bakterien 15-20
Bryometopus pseudochilodon Bakterien 60
Phacodinium metchnikoffi Bakterien und Detritus 80 —100
Transitella lichenicola Detritus 70-90
Thylacidium typicum Bakterien 110-120
Paraholosticha lichenicola Algen und Detritus 100
Paraholosticha nana Algen und Detritus 60-70
Keronopsis alpeslris Algen und Detritus 70-80
Keronopsis muscorum Pilze und Algen 120
Holosticha manca var. mononucleata Pilze und Flagellaten 60
llolosticha manca var. plurinucleata Pilze 80
Amphisiella terricola Ciliaten 100
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Il. Unter dem Moos lebende Ciliaten

Entleerungszeit
der pulsieren-

Benennung der Arten Nahrung Masse in L den Vakuolen Vorkommen der Arten
ia Sek.
Holophrya saginata Flagellaten 60 — Flechte, Moos
Spathidium spathula Ciliaten 40-50 17 Moos, Siss-
wasser
Spathidium scalpriforme Flagellaten 90 35—40 Moos
Spathidium alpinum Ciliaten 110-120 20-22 Moos
Spathidium amphoriforme var.
securiforme4 forma B Ciliaten 80 _ Flechte, Moos
Dileptus conspicuus Flagellaten 110 28 Flechte, Moos
Dileptus americanus Flagellaten 40 - Flechte, Moos
Colpoda cucullus Algen 60-80 — Flechte, Moos
Colpoda steini Algen und Bakte-
rien 20-25 _ Flechte, Moos
Colpoda inflata Algen 40 - Flechte, Moos
Colpoda discoidea Ciliaten 60—70 9 Moos
Colpoda eurystoma Ciliaten 60-70 - Flechte, Moos
Woodruffia lichenicola Algen und Pilze 60 - Flechte, Moos*
Trichopelma sphagnetorum Algen 35 19 Mo09
Drepanomonas revoluta Flagellaten 40 - Moos
Frontonia depressa Algen und Pilze 60 24 Flechte, Moos
Paraglaucoma rostrata Algen 50-60 9 Moos
Cyclidium muscicola Bakterien 20 - Flechte, Moos
Bryometopus pseudochilodon Bakterien 60 — Flechte, Moos
Phacodinium metchnikoffi Bakterien und
Detritus 70 — Flechte, Moos
Blepharisma steini Bakterien 80 30 Moos
Transitella lichenicola Detritus 80 - Flechte, Moos
Thylacidium typicum Bakterien 80 - Flechte, Moos
Paraholosticha muscicola Flagellaten 90 26—28 Moos
Uroleptus humicola Detritus 120 13-17 Moos
Holosticha manca var. pluri-
nucleata Bakterien und
Detritus 60 Flechte, Moos
Holosticha kessleri Thekamoben 110 17 Moos, Siss-
wasser
Holosticha muscicola Bakterien und
Detritus 110 35-40 Moos
Amphisiella terricola Ciliaten 110-120 22-25 Flechte, Moos
Gonostomum  spirotrichoides Bakterien und
Detritus 110 19-21 Moos
Gonostomum bryonicolum Detritus 60 Moos
Gonostomum ciliophorum Bakterien und
Detritus 70 6-7 Moos
Oxytricha proximata Detritus 60 Moos, Boden
Steinia tetracirrata Ciliaten 90 8 Moos, Baum-
rinde
Steinia dubia Algen und Pilze 140-150 u Moos
Stylonichia muscorum Flagellaten und
Algen 80-90 16 Moos
Euplotes muscicola Algen 40—50 Moos

Als bryoxen missen die 7 Arten eingereiht werden, die in kleiner Anzahl
oder eben nur mit 1—2 Individuen im Moosbiotop vertreten sind, obwohl sie
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unter der Flechte in grosser Anzahl und aktiv leben. Von diesen kamen ein-
zelne nicht einmal in jeder Probe vor ( Thylacidium, Transitelia, Phacodinium).

Unter die bryophilen Arten werden diejenigen eingeteilt, die — obschon
sie unter dem Moos ginstige Bedingungen finden — trotzdem nicht denselben
Individuenreichtum und die AKktivitdt zeigen wie die moosbhewohnenden. Hier-
her sind folgende einzureihen : Colpoda cucullus, Colpoda steini, Colpoda inflata,
Colpoda discoidea, Woodruffia lichenicola, Frontonia depressa,Cyclidium muscicola,
Bryometopus pseudochilodon, Holosticha manca var. plurinucleata, Holosticha
kessleri, Amphisiella terricola, Oxytricha proximata, Steinia tetracirrata. Davon,
dass diese Arten bryophil sind, zeugt auch der Umstand, dass sie in anderen
Biotopen ebenfalls leben ; so gibt es unter ihnen manche, die auch unter Flechten
immer anzutreffen sind (Tabelle 1), wé&hrend andere Uberall Vorkommen, wo
Boden zu finden ist. Zu den letzteren geh6ren im allgemeinen die Colpoden und
die Oxytricha proximata.

Fir moosbewohnende, bryobionte, werden die 17 Arten gehalten, die
teils von der Fachliteratur hier eingereiht, teils als neue Arten unter dem Moos
nun beschrieben werden, doch spricht auch die Beobachtung des Verfassers
dafur, dass bei einigen die Individuenzahl zwar kleiner, aber die AKktivitat
um so grosser ist. Die niedrigere Individuenzahl einzelner moosbewohnender
Arten ist damit zu erkldaren, dass sie von den Raubtieren beschrankt wird
(Cyclidium, Trichopelma, Drepanomonas). Von den in der grdssten Aktivitat
lebenden und die hdchste Individuenzahl aufweisenden Bryobionten missen
folgende Arten hervorgehoben werden : Spathidium scalpriforme, Trichopelma
sphagnetorum, Drepanomonas revoluta, Paraglaucoma rostrata, Blepharisma
steini, Uroleptus humicola, Gonostomum spirotrichoides, Gonostomum bryonicolum,
Gonostomum ciliophorum, Stylonichia muscorum.

Um die Zusammensetzung der moosbewohnenden Ciliatenfauna zu
bestimmen, wurden aus fernerliegenden Teilen des Sammelgebietes stammende
Moosrasen untersucht, aber auch aus derselben Stelle stammende des 6fteren
Uberprift. In bezug auf die Haufigkeit und AKktivitadt der Arten wurden im Laufe
der wiederholten Untersuchungen identische Werte festgestellt. Zur obigen
Einteilung lieferten diese allgemeingiltigen Beobachtungen die sicherste
Grundlage.

Durch den Vergleich der Kdrpermasse der Ciliaten des Flechten- und
Moosbiotops erhalten wir ebenfalls einen Anhaltspunkt zur Trennung der
bryoxenen Arten. Werden die fir bryoxen gehaltenen 7 Arten mit den im
Flechtenbiotop lebenden Exemplaren verglichen, so kann festgestellt werden,
dass ihre L&nge ohne Ausnahme zum mindesten um 20 p, doch in einzelnen
Fallen (Thylacidium typicum) sogar um 30—40 p kleiner ist. Demgegeniber
weisen die bryophilen Arten, die in beiden Biotopen leben, im allgemeinen
unverdnderte Korpermasse auf oder sind in einzelnen Fdallen (Bryometopus
pseudochilodon, Colpoda cucullus) héchstens um 5—10 p grosser.
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Allgemeine 6kologische Verhéltnisse

Im Gegensatz zu den 32 Arten unter der Flechte, leben unter dem Moos
37 Arten. Ahnlich der Flechte bewohnen auch Amdben, Flagellaten, Rotatorien,
Nematoden und Tardigraden in grosser Anzahl den Moosrasen, und so kommt
den mit den Ciliaten in Biozonose lebenden Mikroorganismen bei der sich ausge-
staltenden Nahrungskette sowie der Bodenbildung ebenfalls eine mittelbare
Rolle zu.

Im Zeichen der Einheit des Lebewesens und seiner Umgebung sollen auch
die Okologischen Verhdltnisse betrachtet werden. Hier muss man die Einkap-
selung und Ausschlupf, die Kdérpermasse und den allgemeinen Habitus, die
Bewegung im Biotop, die Auftrittsfolge und damit im Zusammenhang die
Herausbildung der Nahrungskette sowie die Wassermenge beachten.

Die o6kologischen Verhdltnisse stimmen im allgemeinen damit Uberein,
was in Verbindung mit der Mikrofauna unter der Flechte bereits festgestellt
worden ist. Einige Standpunkte missen jedoch hervorgehoben werden.

Der Ausschlupf erfolgt im allgemeinen binnen 15 Minuten. Die Ein-
kapselung dagegen erstreckt sich auf eine ldngere Zeit, was mit dem l&ngeren
Feuchtigkeitszustand des Biotops zu erkldren ist. Wéhrend die Vermehrung
im Flechtenbiotop eben infolge der kurzen Feuchtigkeitsperiode uUberwiegend
im Zystenzustand vor sich geht, teilen sich die Tiere im Moosbiotop auch in
der aktiven Periode intensiv.

Bezlglich der Koérpermasse wurden im grossen und ganzen dieselben
Verhdltnisse gefunden wie bei der Flechte. In dieser Hinsicht verteilten sich
die 37 Arten folgendermassen : unter 50 ft 8 Arten, zwischen 50 und 100 p.
21 und Uber 100 /x wiederum 8 Arten (bei der Flechte 9—18—5). Hier dominieren
also ebenfalls die kleineren Tiere.

Mehr verrdt jedoch die Massverteilung s&mtlicher, in einer gewissen
W assermenge lebender Individuen. In 1 ml aus der Mooskultur herauspipettierter
Wassermenge (mehrfache Probe!) wurden 1384—1490 Individuen abgezdhlt,
von denen lediglich 212 uber 40—50 fl lang waren. Dieses Verhdltnis erfuhr
wéhrend des aktiven Zustands Verschiebungen. Am Anfang der mit der Feuchtig-
keit zusammenhdngenden aktiven Periode ist die Zahl der kleinen Ciliaten
grosser, wéhrend sie spater, entsprechend der Vermehrung der Raubtiere,
abnimmt. Im allgemeinen traten 12—14 Stunden nach Befeuchtung des trockenen
Stoffes sdmtliche Arten auf, erreichten aber nur nach 60—80 Stunden die obige
Individuenzahl.

Vom Gesichtspunkt des allgemeinen Habitus aus ist festzustellen, dass
die kleineren Tiere eine konstante Form aufweisen, wéhrend sich die grdsseren
dank ihrer Biegsamkeit und keildhnlicher schmaler Form im Biotop fortzu-
bewegen vermdgen. Der gréssere Teil der Arten bewegt sich im Verhéltnis zu
dem kleinen Wasserraum sehr langsam. Meistens kriechen sie nur zwischen den
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Klumpen herum und schwimmen nur wenig. Die Beobachtung bezieht sich
vor allem auf die aus dem Moospolster herauspipettierten und in Embryum-
schale untersuchten Umstande, doch ist in situ dasselbe festzustellen. Es ist
ndmlich bekannt, dass sich bei S&ttigung mit Wasser eine grosse Wassermenge
im Teil Uber dem Humus, zwischen den Moosblatichen, befindet. In diesem
freien Wasser kommen Ciliaten kaum vor, was davon zeugt, dass sie zwischen
den Klumpen gilinstigere Lebensbedingungen finden. WENZEL vertritt eine
gegensétzliche Auffassung [9]. Nach ihm bewohnen die Ciliaten die sich an das
Moospolster schmiegende Bodenschicht kaum, und die sich dort aufhalten,
gelangten auch aus dem Moos dorthin. In der tiefer (1—2 cm) liegenden Boden-
schicht k&men praktisch gar keine moosbewohnenden Ciliaten vor. Im Sinne
des Obigen betrachtet Wenzel die an das Moospolster haftende Bodenschicht
als nicht zum Biotop gehdérig. Ihm gemdss bildet die an der unteren Fldche des
Moospolsters befindliche, aus lebenden und abgestorbenen Moosteilen bestehende,
W asser speichernde Schicht von spongidser Struktur den Kern des Biotops.
Die letzte Feststellung ist richtig, doch kann man mit dem Ausserachtlassen der
dem Moos anliegenden Bodenschicht vom Standpunkt des Biotops nicht ein-
verstanden sein. Nach Ansicht des Verfassers dieser Arbeit ist die Genese der
Bodenschicht eng an das Moos, an dessen Ansiedlung gebunden. An der Sammel-
stelle zeigte die Erfahrung — ohne Ausnahmen —, dass wenn man das Moos-
polster von dem Felsen abreisst, sich zusammen damit auch eine 1—2 cm dicke
Bodenschicht loslést, also eng dazu gehdrt. Wenn nun vom Moosbiotop
gesprochen wird, ist auch die damit aufreissende Bodenschicht mit einbegriffen.

Die Feststellung von Wenzel, dass in der von abgestorbenen Moosteilen
durchwobenen Bodenschicht kaum Ciliaten leben, kann ebenfalls nicht bestétigt
werden. Weiter oben wurde in dieser Arbeit genau das Gegenteil behauptet.
Die von lebenden und abgestorbenen Moosteilen durchwobene, sich im Gewebe
anh&ufende und dadurch zusammengehaltene Bodenschicht bildet den Kern
des Biotops. Nicht aus dem eigentlichen Moospolster gelangen die Ciliaten in
die Bodenschicht, sondern eben umgekehrt, sie schwimmen gelegentlich aus
der Bodenschicht zwischen die Moospflanzen. Dies wird auch durch die
Beobachtung gestitzt, dass in dem zwischen den Moosbldttchen heraus-
pipettierten Wasser Ciliaten nur vereinzelt Vorkommen. Die Erndhrungs-
verhdltnisse beweisen dasselbe. Ein Teil der den Biotop bevdlkernden Ciliaten
erndhrt sich von Bakterien, Algen und Detritus, wé&hrend der andere Teil eine
reissende Lebensweise fuhrt. Fir die ersteren befindet sich Nahrung in der
unter dem Moospolster durch das Gewebe der abgestorbenen Teile zusammen-
gehaltenen Schicht in reichlicher Menge, sie kénnen sich also hier vermehren
und dieser Umstand zwingt auch die Raubtiere, sich an dieser Stelle aufzuhalten.

Der zwischen den Moosblattchen zurickgehaltene Niederschlag ver-
dampft zum Teil, zum Teil wird er von der sich unter dem Moospolster gebildeten
Bodenschicht eingesaugt, was die Ciliaten in die Bodenschicht zwingt. Auch
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die Okologischen Verhdltnisse sprechen also dafiir, dass die an organischen
Stoffen reiche Bodenschicht den Kern des Biotops bildet und sich die Hauptmasse
der Ciliatenfauna hierher beschrénkt.

Die Auftrittsfolge der Arten steht mit den NahrungsVerhdltnissen im
Zusammenhang. Die Bevdlkerung des Biotops kann nicht mit den Raubtieren
beginnen. 15 Minuten nach Aufgiessen des trockenen Stoffes erscheinen bereits
die ersten Ciliaten, die alle zu bakterien-, algen- und detritusfressenden Arten
gehdren. Solche sind vor allem : Colpoda steini, Colpoda inflata, Trichopelma
sphagnetorum, Cyclidium muscicola, Bryometopus pseudochilodon, Oxytricha
proximata und Gonostomum bryonicolum. Sie sind zugleich die kleinsten Tiere.
Die Auftrittsfolge der tUbrigen Arten ist schon schwer festzustellen, doch ist es
sicher, dass die Raubtiere nur nach Vermehrung der vorher angefiihrten Arten
in grosser Anzahl erscheinen, die Zahl der kleinen Bakterien-, Algen- und
Detritusfresser dadurch beschrdnkend. Die Untersuchungen zeigten, dass 6—8
Stunden nach dem Aufgiessen — die Raubtiere ausgenommen — alle anderen
Arten bereits erscheinen und das Leben in der Regel dann am lebhaftesten ist.
Zu dieser Zeit sind auch schon die Flagellaten, Amdben, Rotatorien, Nematoden
und Tardigraden anwesend. Durch die stufenweise Bevdlkerung des Biotops
bildet sich zwischen der grossen Menge der Organismen eine enge Nahrungskette
heraus, die schliesslich zur Gewdhrleistung des biologischen Gleichgewichts
fihrt. In diese Nahrungskette schalten sich natirlich auch die anderen, jetzt
nicht behandelten Mikroorganismen ein. Um dies zu unterstiutzen, soll nur
ein einziger Fall hervorgehoben werden. Uaut Abb. 5 vermdgen einige
Amodben auch Nematoden zu phagozytieren. Vom Standpunkt der Nahrung
verteilen sich die Ciliaten folgendermassen : 4 Arten erndhren sich von
Bakterien, 1 von Bakterien und Algen, 5 von Bakterien und Detritus, 4 von
Algen, 3 von Algen und Pilzsprossen, 1 von Algen und Flagellaten, 4 von Detritus,
13 sind Raubtiere (7 fressen Ciliaten und 6 Flagellaten), 1 Art erndhrt sich von
beschélten Amdben und schliesslich 1, die Paraglaucoma rostrata, die zwar auch
Algen frisst, isst mit Vorliebe die im Innern der zugrunde gegangenen Amdben,
Rotatorien und Makrobioten befindlichen organischen Stoffe auf, sie ist also
auch saprophag. Die obige Verteilung zeigt, dass die Anzahl der Raubtiere sehr
hoch ist und so die Zahl der Bakterien-, Algen- und Detritusfresser beschrankt
wird, das biozénotische Gleichgewicht also erhalten bleibt.

Die Entleerungsfrequenz der pulsierenden Vakuolen muss ebenfalls
betont werden. Wahrend im Flechtenbiotop die Entleerungsfrequenz im all-
gemeinen 14 Sekunden betrug, zeigte die Frequenz bei den Bewohnern des
Moosrasens eine durchschnittliche Entleerungszeit von 19 Sekunden. Es muss
jedoch bemerkt werden, dass von 37 Arten nur bei 19 die Entleerungszeit ge-
messen wurde. Von den 19 Arten war die Entleerungszeit von nur 5unter 14 Sek.,
bei den ubrigen hingegen wurde eine Entleerungszeit von Uber 14 Sek., bei 8
Arten sogar Uber 20 Sek. gemessen. Der Durchschnitt von 19 Sek. ist eine sehr
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langsame Entleerung gegeniber den Verhdltnissen unter der Flechte. Dies
ergibt sich daraus, dass die dicke Humusschicht unter dem Moosrasen viel
W asser speichert, die Lésungswirkung eine ldngere Zeit hindurch zur Geltung
kommt und infolgedessen die Konzentration steigt. So gelangt die Konzentration
des Wassers im Biotop zu dem Grad, der im Vergleich mit der inneren Konzen-
tration der Bewohner einen nahezu isotonischen Zustand bedeutet, somit sind
die Tiere der gesteigerten Gefahr der Uberflutung durch Wasser nicht mehr
ausgesetzt. Die eine ldngere Zeit dauernde Ld&ésungswirkung kann jedoch die
Konzentration nicht bis zum Aussersten erhéhen, weil diese durch die gréssere
W assermenge ausbalanciert wird.

Nun soll ein Blick auf die Wassermenge geworfen werden. Die Frage
taucht auf, welche Wassermenge dazu geniligt, um — trotz des Festland-
charakters des Biotops — ausgesprochenen Wasserorganismen eine Lebens-
mdglichkeit zu gewdhrleisten. Die Entscheidung der Frage stosst auf grosse
Schwierigkeiten, die sich vor allem daraus ergeben, dass sich eine bedeutende
Wassermenge zwischen den Moosblattchen ansammelt, die Ciliaten hingegen
in dem Wasserraum zwischen den Klumpen leben. Auf Grund einer einfachen
Beobachtung konnte — obwohl nicht quantitativ — auf die Wassermenge
gefolgert werden. Das Sammeln wurde nach einem Begentag vorgenommen,
als der Moosrasen noch mit der Hand auspressbares Wasser enthielt. Das
M aterial stand 2 Tage lang bei Zimmertemperatur, sodann nach einem Transport
von 3 Tagen weitere 3 Tage bei Laboratoriumstemperatur. Da konnte man
schon kein Wasser herauspressen und das M aterial erweckte selbst beim Berih-
ren kein Feuchtigkeitsempfinden. Es wurde nach einem Stdgigen Stehen mit
W asser aufgegossen und sofort (!!) unter dem Mikroskop untersucht. Zur
grossten Uberraschung entfaltete sich ein reges Leben. Daraus kann geschlossen
werden, dass die im Moos gespeicherte Adhdsions- und kapillare W asserschicht
zum aktiven Leben der Protozoen genugt, was Ubrigens bei den bodenbewohnen-
den Mikroorganismen eine feststehende Tatsache ist[7].

Wollte man die Frage beantworten, inwiefern die Ciliatenfauna des Moos-
rasens zum Prozess der Humusbildung beitrdgt, so musste all das wiederholt
werden, was im Zusammenhang mit dem Flechtenbiotop bereits beschrieben
wurde. Zweifellos wird die Flechtendecke von dem Moosrasen als néchste
Sukzession abgeldst, bei Verwendung der von den Flechten vorbereiteten
dinnen Humusschicht. Unter dem Moosrasen gehen vor allem wegen der gros-
seren W asserkapazitdt intensivere LdOsungs- und Zersetzungsprozesse vor
sich, deren Folge die in Zentimetern messhare Anh&ufung der Trimmer und des
Humus ist. Diese dickere Schicht bietet einer nicht nur an Arten, sondern
auch an Individuenzahl reicheren Fauna Lebensmdglichkeit. Im Gegensatz
zu den in 1 ml Wasser unter der Flechte gezdhlten 1000—1200 Individuen bedeutet
die Individuenzahl von 1384 —1490 unter dem Moosrasen einen wesentlichen
Anstieg. Die in bezug auf den Flechtenbiotop gemachten Festeilungen gelten
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eben mit Ricksicht auf die grossere Individuenzahl fir den Moosrasen in noch
grosserem Masse.

Fir den Boden besitzt der Kreislaufsprozess des Stickstoffes erstrangige
Bedeutung. Die Protozoen tragen mit ihren Stoffwechselprodukten, vor allem
mit den durch die pulsierenden Vakuolen entleerten und quantitativ messbaren
stickstoffhaltigen Materien dazu bei. Die im Verhéltnis zum Flechtenbiotop
niedrigere Entleerungsfrequenz erweckt den Gedanken, dass infolge der langsa-
meren Entleerung weniger Stoff in die Umgebung gelangt, wie es sich auch
tatsdchlich verhdlt. Dieser Stoffmangel an Nitrogen wird jedoch durch die
grossere Individuenzahl und hauptsédchlich durch die mit der W asserkapazitat
einhergehende langere aktive Periode ersetzt.
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VH®Y30PNN TYMYCA, OBPA3OBABLLUEITOCA o4 MXAMA HA CKAJIAX

B HaceneHHOW Ha cKanax no4yBoo6pa3oBaTe/lbHOM [AePHOBMHKE MXa >KMBET 6oratas
MUKpohayHa. ABTOPOM 6bl/10 06HAPYXEHO 37 BIALOB PECHUYHBIX UH(Y30puiA. MoxoBbiii 6roTon
COCTOMT M3 HAKOMUBLLIMXCA MO HVUM 06/I0OMKOB M MEePerHosi, KOTopbIi, B CBOO O4epedb, ABMS-
ETCA Pe3yNbTaToM B3aUMOAEACTBUSI MXa U XKMBYLIMX B HEM MUKPOOPraHv3MoB. MoxoBblii
6roTon 0becneunBaeT — MO CPaBHEHWUIO C NLWAVHLIM — 60/1ee 61aronPUATHBINA 3KOMOrnye-
CKWI [eNCTBYIOLMIA KoMMaekc. Ero BnaroeMkocTb 60siblie, Kofe6aHWsi WHCOMSIUMOHHBLIX W
TemnepaTypHbIX YC/I0BWIA 60/iee YMEPEHHbI, U FYMYCOBbIA C/0i 6onee MOLHbIA. BcneacTsue
CTOr0 B MOXOBOM 6MOTOMe >KMBET 6onee 6Goratas hayHa PecHW4YHbIX. Mexay OKpyXatoLLein
CPefioli U MMKPOOPraHn3Mamy 06pasyeTcs B3avMOCBS3b, MPOSABAAOLLAS CBOE BANSHUE TakoKe
M Ha obpas3oBaHue MouBbl. [POAYKTbI 0OMeHa BELLECTB HAKOMATCA B 6MOTOME, M CO3fato-
Lasaca nuwesas Uenmb obecrnedrBaeT 6MOMOTMYECKOe PaBHOBECUE, MUTAOLLMECS AETPUTOM
OpraHy3Mbl Y4YacTBYIOT B PasfiOXXeHUN OpraHUYecKyX BELLEeCTB, MOrnoLLME Xe XXMBOTHbIe Npes-
CTaBNAIOT COO0M BakHbIe COCTaBHbIE YaCTU rymyca.
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OGHapy)XeHHbIe aBTOPOM MHAY30pUM B GOMbLLOK CTEMEHM MPUCMOCOGUIMCE K 3KOMOrn-
UECKMM YC/IOBUSIM (IBVDKEHVE, pasMepbl Tefa, O6LLge TeNOC/I0XKEHWE, MUTAHME).

ViccnenosaHms aBTopa yKasbiBalT Ha TO, YTO B [IEPHOBMHKE MXa >KMBET MHas (hayHa,
YeM B NMLLANHMKe. OH 06HapY>X1 BO Mxe 7 BCTPEUAOLLMXCA CMOPaAMuecKy BUAOB, KOTOpble
B COMNpeze/IbHOM JIMLLANHMKE YKUBYT B 60/IbLLIOM KOMMYecTBe. OH CUMTaET noc/iegHe 6pPUOKCEH-
HbIMW BUgamn. ABTOP paccMaTprBaeT GPUOWILHLIMA Te BUfbl, KOTOPble PaBHbIM 06pa3oM
BCTPeYatoTcsl B GOMBLLIOM KO/IMYECTBE KaK BO MXe, TaK U B NLLalHMKe. OTae/bHble Biabl MO-
CMEAHVX XMBYT B 6OMbLLOM KOJIMYECTBE AKTUBHOM XXKU3HBID TakXe U B pYrux GuoTonax.
BpuobuoHTamMm SIBASKOTCS 17 BWAOB, ONMCAHHLIX aBTOPOM U30 MXa WM PacCMaTpUBaEMbIX
B /MTepaType 06UTaTeNsIMU MXa. AKTMBHOCTb M UMC/IO0 WHAUBWAYYMOB GPUOGMOHTOB 6OsblLLe
NpeabIayLLInX.

V13 BbILLECKA3aHHOTO CfledyeT, YTo AepHOBMHKA Mxa O06GECreunBaeT 611aronpusiTHbIe
YC/OBUS 151 XKMBYLLUX B GUOLIEHO38 MUKPOOPTaHK3MOB, B3aUMOAEINCTBUE KOTOPbIX MPUHUMAET
aKTVIBHOE y4yacTVe B MpOLiecce 06pasOBaHWsl eCTECTBEHHOIO TpyHTa.

THE CILIATES OF THE HUMUS UNDER THE MOSS-TURF ON ROCKS

There is an extremely abundant microfauna living in the moss-turf which is settled on
the rocks. 37 species of Ciliates have been found in it. The moss biotope is constituted of the
detritus and humus which accumulated below it, and which, in its turn, is the result of the
combined activity of the moss and the microorganisms living in it. In contrast to lichens the moss
biotope assures a more favourable active environmental complex. The water capacity is greater,
the fluctuations of insolation and temperature are more moderate and the humus layer is thicker.
Accordingly the Ciliate fauna is more abundant in the moss biotope. Retween environment
and microorganisms a correlation develops which effects also the soil formation. The metabolic
products accumulate in the biotope, the evolving food-chain contributes to the maintenance
of the biological balance, the organisms feeding on detritus take part in the decomposition of
the organic matter and ultimately the dead animals continue to play a role as important consti-
tuent parts of the humus.

The Ciliates we found adapt themselves far-reachingly to the environmental condi-
tions (motion, body size, general build, feeding).

Our studies have shown that the fauna of the moss-turf differs from that of the lichen.
Seven such species were found that occur sporadically in the moss turf and which live in large
numbers in the lichen situated in its vicinity. We consider these as bryoxene species. The species
living in moss and lichen alike, some of which, however, living actively in large numbers in other
biotopes too, are considered bryophile species. Bryobiont species are the 17 species which we
described as living in the moss or which are reported as such in the literature. The activity of
the bryobiont species is higher than that of the former and the number of their individuals
is larger.

It ensues from the aforesaid that the moss turf assures favourable conditions for the
microorganisms that live in the biocenose and whose combined activity contributes use-
fully to the process of primeval soil formation.

JOZSEF Gellert, Tihany, Biolégia, Ungarn.
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The present experiments had the object to ascertain the role played by
factors of nutrition and assimilation in the growth of heterotransplants.

Autologous rat liver, homologous rat liver, further the liver of guinea
pigs and crested newts (Triturus cristatus) were transplanted to the anterior
chamber of white rats. The behaviour of the transplants was observed in vivo
by means of a micro-illuminator, after which the eyes were worked up histo-
logically. The capacity for growth and the vitality of the said tissues was ex-
amined also in tissue cultures, on the serum of the recipient host.

Autologous pieces of liver, implanted in the eye, were found to be capable
of regeneration, if, at the same time, the untransplanted part of the liver retained
its regenerative power in the organism. Pyroninophilia was observed in the
biliary ducts only, where the process of regeneration originates.

Both hepatic parenchyma and biliary ducts were observed to perish
within a fortnight if homologous or heterologous mammalian livers were trans-
planted. Newt liver was an exception to this rule : it began growing in the first
week already. Not only hepatic cells but the melanophores, too, were seen to
survive, the latter showing a wide zone of migration. The newt-liver cells pro-
liferated vigorously also after the expiry of the immunologically critical period
of 8 days (Fig. 1) ; the activity of the transplant was observable under the
micro-illuminator (Fig. 1) on the one hand, and proved by the pyroninophilia
of the sections on the other (Fig. 2). The activity of the cells was found to
have lost nothing of its vigour even after the expiry of six weeks.

Five weeks after the transplantation, the hepatic tissue was explanted
from the rat eye to homoiothermal plasma and kept in hanging drop cultures
prepared with chicken embryo pulp and homoiothermal Tyrode-solution. The
newt liver displayed an intensive growth in which both chromatophores and
parenchyma cells were seen to participate (Fig. 3).

Rat liver perished within 48 hours both on autologous and homologous
nutrient medium in experiments in vitro. A similar behaviour was shown by
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guinea pig liver explanted to rat serum, while newt liver placed on isotonic
rat serum proliferated vigorously.

All experiments, whether in vivo or in vitro, were made under identical
conditions with tissues of identical size.

Fig. 1. 6 week old heterotransplant. Newt liver in rat eye. Photographed in vivo. Native

Fig. 2. 4 week old heterotransplant. Newt liver. Methyl green-pyronin

Although, under normal conditions, the percentage of y-globuline is less
in the vitreous humour of the eye than in the blood serum, the former will
increase under the effect of traumatization or in the presence of a foreign body,
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in this case the transplant, to become finally equal to the latter. Save in the
case of autologous transplantations, the immune reaction actually did set in,
as was indicated by the intensive plasma cell reaction. In view of the great
racial difference between the original and the recipient host the immune-bio-
logical reaction could have been expected to be even stronger when newt liver
was transplanted than in the case of, say, homologous transplantations.

The experiments afford the conclusion that transplanted newt liver, in
contradiction to other homologous and heterologous transplants, is capable
of retaining its vitality during a comparatively long time : in our case it did

Fig. 3. Zone of growth of newt liver explained from eye after 5 weeks. Native

so for not less than 6 weeks, i. e. the whole duration of the experiments. On the
strength of the experiments it can be further assumed that transplants have
to pass through three different phases : 1. the phase of local traumatization
and local nutritional disturbance, 2. that of assimilation and adaptation, 3.
the period of the genesis of immune substances.

1. Local traumatization is due to set in irrespective of the nature of the
transplanted tissue, surgical technique playing an important role in it. The
phase in question includes the transplantation itself and a few hours subsequent
to it. Temporally, it corresponds to the latent period of tissue cultures. Most
of the highly differentiated tissues perish in this phase as was the case with
mammalian livers which were seen in our experiments to be unable to regene-
rate after transplantation to tissue cultures even if placed on autologous nutrient
media. Other kinds of experiments made in our Institute substantiate the cor-
rectness of this observation [1]. On the other hand, newt liver, as also other
phylogenetically or ontogenetically inferior tissues, are capable of surviving
this first phase.

12*
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2. In the second phase, the transplant has to adapt itself to the alien
medium both in vivo and in vitro. Experiments of adaptation in vitro are known
from the literature [2, 3, 4, 5]. There are tissues, the mammalian testis for
instance, which perish on heterologous nutrient medium also in vitro, i. e. are
incapable to survive until the appearance of the immune reaction.

3. In the third phase, the transplant comes under the action of the immune
substances. As a rule, both hetero- and homotransplants perish in this period.
It was justified to expect a sure destruction of the newt liver transferred to the
rat eye. The experiments, having proved the contrary, seem to justify the
assumption that tissues, phylogenetically of a lower order and therefore more
capable of utilizing alien nutriment, are able to survive the second phase, e. g.
that of assimilation and adaptation, and that this is the probable explanation
of their passing unscathed through the third phase as well.

It appears from the present experiments that the second phase, that of
assimilation and adaptation, determines the destiny of the transplant because,
once the transferred tissue has been able to adapt itself to the new medium
during this period, the immune-biological reaction of the recipient host ceases
to be of decisive influence on its further survival.
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Several morphological alterations, due to mutation, are known in the
fungus  Ustilago maydis (DC.) Cda. [7]. Induced changes in the metabolic
pattern were also observed [5]. The results reported in this paper are concerned
with a morphological alteration of this fungus and it is suggested that this al-
teration is in connection with the change of its metabolism.

After UV irradiation a colony was isolated from an originally smooth
strain fairly constant on its characters. This isolate was, however, labile and in
the progeny there occurred extreme rough colonies (Fig. 1). The relative ratio
of rough type cells to smooth ones (R/S) increases with the age of the culture,
and the fact that the culture is grown in liquid or in solid medium has no signi-
ficant effect on this ratio.

The cells were grown in liquid culture, in the presence of Na-diethyl-
dithiocarbamate (DIECA), and they were harvested after 48 hrs, diluted to a
suitable concentration and plated on sucrose-nutrient-agar. In this case the
R/S ratio shifted, favouring the appearance of rough colonies. The effect of
DIECA on growth isremarkable, because it resulted in an ’inversion growth” [6],
i.e.the growth curve possessed two peaks, depending on the DIECA concentra-
tion. The growth is expressed in cells per ml, counted with haemocytometer, after
a growth of 48 hours. In the DIECA concentration examined the largest inhibition
was obtained at 105—10s M. The highest frequency of the occurrence of rough
colonies was near the lethal concentration of DIECA (Graph 1, Figs. 2 and 3).

The DIECA is a complex-forming agent, and thus we supposed that it
interfered with the metal metabolism of the cells. To prove this assumption we
tested other complex-forming agents under similar experimental conditions.
a.et’-dipyridyl, Na-EDTA, o-phenanthroline were added to the medium ;
however, they altered the R/S ratio under the conditions of our experiments but
insignificantly. Similarly, when metal ions were added, the alteration of the R/S
ratio observed was unequivocal.

These isolated rough colonies reverted more orlessto a smooth type. These
reverted smooth colonies are similar in their appearance to the original smooth
type. The rough character was inherited in the progeny of crosses between
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Fig. 1. U. maydis. Smooth and rough cnlonies

Figs. 2. and 3. The effect of DIECA on the R/S ratio (No DIECA and DIECA in 5 x 10“7M
concentration, respectively)

the rough type and other strains. In mixed populations the rough type cells
exerted an effect on the population and shifted the R/S ratio towards the rough
appearance of the colonies. Intermediate types also appeared, they have circu-
lar fold or folds on the surface, or have rough character, but the margins of
these colonies are rounded.

In cultures showing smooth surface such intermediate types never ap-
peared; nevertheless, when mixed with rough type cells in a low proportion, the
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intermediate colonies appeared immediately and they represented the major
proportion of the population.

It is known that there is a correlation between theroughness ofthe colonies
anil the biochemical potentialities of their cells. Imshenetsky [2, 3] observed
that in rough colonies of irradiated yeasts and Aspergilli the activity of amylase
and proteinase is altered. The induced rough strains of yeast produced 80—100
per cent more cell mass than the original smooth one [4]. Braun [1] observed
that Brucella accumulates alanin in the culture medium and this accumulated
metabolic byproduct is inhibitory to the susceptible smooth type cells ; Salmo-

Graph 1. The effect of DIECA on the growth of U. maydis and on the R/S ratio. (Dotted line :
cell number per ini after 48 hours’ growth ; solid line : per cent of R colonies)

nella (threonine), B. tularense (unknown substance) and supposedly several
other microorganisms behave similarly.

The data obtained in our experiments indicate that, 1. the fungus shows
’inversion growth” under the influence of DIECA ; 2. the resistance of rough
type cells to DIECA is higher than that of the smooth ones; and 3. in mixed
populations a diffusible product or metabolic intermediate accumulates, which is
capable of shifting the original R/S ratio towards the rough and intermediate
types in spite of the fact that the cells of these two types of colonies possess
nearly the same growth rates. Little is known about the site of the action of
DIECA in the cell metabolism and it is difficult to give an explanation of the
alteration observed in the metabolic pattern. The situation is perhaps more
complicated because DIECA dégradates in solution rapidly and perhaps it is
some products of this decomposition that caused the effects obtained. It is
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also a very likely assumption that there is an interaction between the DIECA
or its degradated products and the diffusible substances of the cells, resulting
in shifts in the R/S ratio.

The author wishes to express his most sincere thanks to dr. Barna GyOrity for inval-
uable discussion and criticism and is indebted to Miss ciara Bires for valuable technical
assistance.
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Heterotransplants are usually destroyed by immune substances produced
in the recipient host. If we succeed in lastingly checking or completely stopping
the production of immune substances, it can be expected that tissues capable
of assimilating alien proteins [1] will survive and grow. The stoppage of the
formation of immune substances must have a specific character as a lasting
and general obstruction of the immune system mightlead to grave infections
and other complications. The aim of the present experiment was, therefore,
to prevent the production of immune substances only in respect of a special
group of proteins, namely those of the transplanted heterologous tissue.

The experiments were based on the following considerations (Fig. la) :

If proteins from the tissue of animal (A) are injected into animal (B),
the latter will produce immune substances that are antagonistic to tissue (A).
If, after due immunization, the serum of animal (B) is injected into animal
(C), the latter will produce immune substances of a double character : they
will be antagonistic to tissue (B), i. e. have an anti- (B) character on the one
hand, and, since serum (B) contains anti- (A) substances, they will be antagonistic
to these anti- (A) substances, i. e. have an anti- (anti A) character on the other
hand. After the immunization of animal (C) with serum (B), transplantation
takes place from animal (A) into animal (C), whereupon the latter will produce
anti- (A) substances, and it can be assumed that they will arise on the same
sites (spleen, lymph nodes, liver, etc.) where the anti- (anti A) substances were
previously formed under the effect of serum (B). Neutralizing each other on the
very site of their production, these two immune substances will not get into
the circulation so that, there being nothing to damage it, the transplant will
survive and start growing.

Dogs were used as donors, i. e. as animals (A), in the present experiments :
their spleen served partly as antigen and partly as transplant ; rabbits were
chosen as intermediate hosts, i. e. as animals (B), while mice were used as
recipient hosts, i. e. as animals (C) (Fig. Ib).

Out of 40 mice used in the experiments, 10 served as controls. Dog-spleen
antigen, in a concentration of 1:5, was injected into 5 rabbits, each of them
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receiving a dose of 18 ml distributed over 16 days. Blood was drawn from the
rabbits two weeks after the last injection. The titre of the total immune serum
was above 1:64 000.—. A dose of 1,35 ml, distributed over 20 days, was in-
jected into each of the mice. The transplantation itself was performed 10 days
after the last injection ; following splenectonomy, a piece, excised from the dog
spleen, that had remained after having been first used as antigen, was transferred
under sterile conditions into the omentum of the recipient host. Two animals
succumbed to the operation. The transplants were removed from the mice
after the lapse of 1 and 2 months, respectively.

a
BEFORE TRANSPLANTATION AFTER TRANSPLANTATION
A (anti A)-—— - anti (anti A)
\ /
\ V /
\
N
\B A C immune system
/(anti A)
\ /
\
transplantate
/
C
(anti B) - anti(anti A)
rabbit <------------- spleen of dog
\
/
transplantate
/
/
\
mice
[\
/ N
/
N \
antisera against the anti-antisera against the
spleen of dog spleen of dog
\
\
+

Fig. 1. The theoretical (a) and the practical (b) schema
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Fig. 2. Transplanted heterologous dog spleen in pretreated recipient alter 1month. 100 x Haem.-Eos.

Fig. 3. Transplanted heterologous dog spleen (indicated hy arrow) grown to 8 times its original
size in the abdominal cavity of the mouse

Dog spleen transplanted into the control animals was found to be compl-
etely-destroyed within 2 weeks. The survival or growth of the transplants
was not observed in any of the controls.

The transplants in the test animals, if examined a month after operation,
presented a picture corresponding to that of 2 week old autologous spleen
transplants. A scattered network of lymphoid cells, follicle-like formations,
megakaryocite-like giant cells, and wide sinuses with much fresh blood were
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observed in them. The transplants were visible to the naked eye. No reaction
marked by characteristic of alien body was observed (Fig. 2).

As regards the transplants removed after 2 months, even a macroscopical
inspection showed them to have grown considerably. In some cases they were
about 8 times the size of the originally transplanted pieces of tissue (Fig. 3).

Fig. 4. Two-month old heterotransplant of recipient animal pretreated with the alternate
method. Pronounced follicles. Characteristic central artery. Wide blood sinuses. 100 X [Haem.-Eos.
They had the colour of the spleen, were peritonized and, in the majority*of the
cases, were found to be suspended from peduncles ; the thick vessels running
in the peduncles were well observable. Examined through the microscope, the
transplants presented a markedly splenic structure. The blood sinuses were
wider than those seen in normal spleens, but the scattered follicles could be
well observed (Fig. 4). The central arteries were most characteristic. The organ
was seen to be capsuled and to contain many megakaryocite-like giant cells.

Author’s method gave still better results when, instead of mixing up the
different anti- (A) sera obtained from various rabbits, they were injected one
after the other into the mice (alternate method). One third of the test animals
were so treated.

The percentage of the surviving heterotransplants that began to grow
in the new environment amounted to 70.

On the strength of the experiments it seems to be safe to claim that the
method as described in the foregoing is sound, and that heterologous spleen,
if transplanted to a recipient host pretreated according to our method, behaves
in the new environment as if it were autologous.

A more detailed communication about this subject will be published in

this paper.
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