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Ergebnisse mit der Nuclealfiirbung bei Protozoen.

Von
Eduard Reichenow.

(Hierzu Tafel 4).

Einleitung.

Von FeuLeeN und RosseNBEck wurde zuerst im Jahre 1924 eine
Methode mitgeteilt, die dem mikrochemischen Nachweis der Thymo-
nucleinsiure in den Zellkernen diente und die von ihnen
als Nuclealreaktion bezeichnet wurde. An diese Mitteilung
schlossen sich weitere Verdffentlichungen von FEuLcEN und seinen
Mitarbeitern, und die Ergebnisse wurden schlieflich von FruLcen
(1926) in ABpERHEALDEN'S Handbuch der biologischen Arbeitsmethoden
zusammengefaft.

Als ich zuerst probeweise bei Protozoen einige Versuche mit
dieser Methode anstellte, waren die Ergebnisse so giinstig, daf ich
mich veranlaft sah, die Untersuchungen weiter auszudehnen und
einigen bestimmten cytologischen Fragen mit Hilfe dieser Methode
nachzugehen. Mit der Nuclealreaktion ist uns zum erstenmal ein
Mittel in die Hand gegeben, um die alte Streitfrage zu entscheiden,
inwieweit wir zu der Annahme berechtigt sind, daB die nach ihrem
Verhalten als Chromatin bezeichnete Kernsubstanz mit den
Nucleoproteiden identisch ist oder diese wenigstens enthilt.
Nicht nur unsere Kenntnisse von der Zusammensetzung des Kerns
erfahren auf diese Weise eine Forderung, sondern auch die Frage
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nach dem Vorkommen von Kernsubstanzen im Protoplasma
(Chromidien), die vor allem in der Protozoencytologie eine grofe
Rolle gespielt hat, 146t sich erfolgversprechend neu in Angriff
nehmen. Ebenso die Frage, ob wir bestimmte Reservestoffe im
Protoplasma, wie das Volutin, als Aufbaustoffe der Nucleoproteide
des Kerns betrachten diirfen. Abgesehen von der Bedeutung der
Nuclealreaktion als mikrochemischer Reaktion ergibt die durch sie
hervorgerufene elektive Farbung gewisser Kernsubstanzen, die
Nuclealfarbung, so klare Bilder, daB sich dieses Verfahren auch als
Fiarbemethode neben unseren gebrauchlichsten Methoden einen gleich-
berechtigten Platz erwerben wird.

Die Fruncen'sche Methode beruht darauf, daf bei Abspaltung
der Purinkorper aus dem Molekiill der Thymonucleinsiure redu-
zierende Gruppen frei werden, die mit fuchsinschwefliger Séure,
welche in der organischen Chemie zur Erkennung echter Aldehyd-
gruppen dient, die Aldehydreaktion, namlich lebhafte Violettfirbung
geben. Andere Nucleinsiduren, wie die Hefenucleinséiure, geben diese
Reaktion nicht, da ihr Kohlehydrat kein echtes Aldehyd, sondern
ein ,Zucker“ (d-Ribose) ist. Beziiglich der Einzelheiten des Ver-
fahrens muB ich auf die ausfiithrliche Darstellung FEULGEN’s ver-
weisen, die ohnehin jeder, der sich mit dieser Frage beschaftigen
will, im Original lesen muf, um die verschiedenen in Betracht
kommenden Fehlerquellen auszuschalten. Hier sei nur das wesent-
liche mitgeteilt, dessen Kenntnis eine Voraussetzung fir die Be-
urteilung der Ergebnisse ist. Die Priparate werden einer Hydrolyse
in' Normalsalzsiure unterzogen und dann nach Auswaschen der
Sdure in fuchsinschweflige Siure iibertragen, worauf sie nach er-
neutem griindlichen Auswaschen durch die Alkoholstufen und Xylol
in Kanadabalsam iiberfiilhrt werden. FruLceEN empfiehlt etwa
4 Minuten langes Verweilen der Priparate in der Salzsiure bei
einer Temperatur von 60° und einen Aufenthalt von etwa 1 Stunde
in der fuchsinschwefligen Siure bei Zimmertemperatur. Die Ein-
wirkungsdauer sowohl der Salzsiure als der fuchsinschwefligen
Séure 146t sich jedoch in ziemlich weiten Grenzen variieren, und
die optimalen Zeiten sind fiir die einzelnen Objekte verschieden.
So habe ich gefunden, daB die massigen Macronuclei der Infusorien
im allgemeinen eine lingere Hydrolyse vertragen; z. B. erhielt ich
bei Vorticellenkernen nach 8 Minuten Salzsiureeinwirkung die in-
tensivste Farbreaktion. Auch kann eine kiirzere Einwirkungsdauer
der Salzsdure durch einen lidngeren Aufenthalt in der fuchsin-

schwefligen Séure ausgeglichen werden, da auch die letztere eine
Archiv fiir Protistenkunde. Bd. LXL. 10
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allméhliche Abspaltung der Purinkérper bewirkt, worauf bereits
Frurcex hingewiesen hat. Daher kommt es bei langem Aufenthalt
der Priparate in der fuchsinschwefligen Siure auch ohne vorauf-
gegangene Salzsdurehydrolyse zu einer Kernfiarbung.

Einen positiven Ausfall der Nuclealreaktion zeigten in den Ver-
suchen von FEULGEN und RossexBeck ausnahmslos die Kerne der
verschiedensten Zellformen hoherer Tiere: Leucocytenkerne und die
Kerne der Erythrocyten von Huhn und Frosch, die Kopfe von
Frosch- und Menschenspermatozcen und die Kerne der auf Schnitten
untersuchten Organe von Ratte und Frosch. Gleichfalls ein posi-
tives Ergebnis wurde an den Kernen verschiedener héherer Pflanzen
(Weizenembryonen, Zwiebeln, Pflanzenstengel verschiedener Art) er-
zielt. Dagegen gaben Hefezellen und Bakterien keine Nucleal-
reaktion. Auch einige Protozoen wurden von FEuncEN und Rossen-
BECK untersucht. Bei Ciliaten aus Heuaufgiissen, deren Art sie
nicht angeben, und bei Nyctotherus cordiformis aus dem Froschdarm
erzielten sie Nuclealfirbung des Macronucleus, bei Trypanosoma
equiperdum fanden sie dagegen keine Reaktion der Kerne. Sie
schlossen daber aus ihren Ergebnissen, daB in den niedersten Orga-
nismen (Bakterien, Flagellaten) nur die Hefenucleinséure, die zu-
gleich chemisch die einfachere ist, vorkdme und daB in hdher orga-
nisierten Zellen aus ihr die Thymonucleinsiure hervorgegangen sei.

Diese Hypothese hat sich bereits als unzutreffend herausgestellt.
Bressnavu und ScreMIN erbrachten bei Trypanosoma lewisi, T. equinum,
T. equiperdum und T. bruce: den Nachweis, daf der Kern dieser
Flagellaten Nuclealreaktion zeigt. Es tritt eine ringférmige Farbung
des AuBenkerns auf, wihrend der von dem Binnenkérper einge-
nommene Raum farblos bleibt. Auch bei den Blepharoplasten
erzielten diese Autoren eine positive Reaktion, nur bei T. equinum
nicht, bei dem dieses Gebilde ja auch bei gewdhnlicher Farbung
(z. B. nach Giemsa) nicht in Erscheinung tritt. BrEssLAU und ScrEMIN
sahen in diesem Befund eine Stiitze der Auffassung von der Kern-
natur der Blepharoplasten.

Ferner hat inzwischen Voir bei einer Anzahl Bakterienarten
eine positive Nuclealreaktion erzielt. Bei den Bakterien ist die
Substanzmenge der Thymonucleinsdure so gering, daB eine Farbung
morphologisch unterscheidbarer Gebilde nicht zustande kommt und
daB das einzelne Individuum iiberbaupt keine Reaktion erkennen
lift. Nur wenn man die Bakterien so ausstreicht, daB sie in vielen
Schichten iibereinanderliegen, dann tritt eine diffuse Nuclealfirbung
auf. Vorr hat ferner auch die Befunde von BrEssLau und Scremin
bei Trypanosomen bestitigt.
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Uber die Anwendung der Nuclealreaktion bei Protozoen haben
noch einige weitere Autoren Angaben gemacht. Woobpcock hat
gleichfalls den positiven Ausfall bei Trypanosomen (nach Befunden
von M. RoBerTsoN an einem Trypanosom des Rochen) bestitigt und
hat selbst eine positive Reaktion bei einer Zhelohania-Art aus einer
Miickenlarve, keine dagegen bei Glugea lophii und bei Sarcocystis er-
zielt. Bei den Entwicklungsstadien von ZTryparosoma melophagium
in der Schaflausfliege hat van TrIEL Nuclealfirbung des Kerns und
des Blepharoplasts festgestellt. Von den ,Metachromatinkérnern®
(Volutin) im Protoplasma dieses Flagellats gibt er an, daB sie keine
Reaktion zeigen. SchlieBlich haben v. ScHUCKMANN und ZUELZER
diese Methode auch bei Amében angewandt. Bei einer Hartmannella-
Art (v. ScHUCKMANN) zeigte der AuBenkern eine diffuse zartviolette
Farbung, wibrend der Binnenkérper bis auf eine schmale Randzone
farblos blieb; die bei der Kernteilung auftretenden Chromosomen
gaben dagegen eine sehr intensive Reaktion. Bei Amoeba biddulphiae
(ZueLzer) war auch im Ruhekern, aber auch hier wieder mit Aus-
schluB des Binnenkorpers, die Violettfirbung sehr lebhaft.

1. Nuclealreaktion der Protozoenkerne.

Als Ergebnis meiner bei zahlreichen Protozoenarten angestellten
Priifang des Verhaltens der Kerne gegeniiber der Nuclealreaktion
sei das eine im voraus bemerkt, daB das mikroskopische Bild insofern
eine vollige Ubereinstimmung mit dem durch irgendwelche Kern-
farbstoffe erzielten ergab, als alle Bestandteile des Kerns, die mit
letzteren als ,Chromatinkérnchen* sichtbar gemacht werden,
in gleicher Gestalt und dhnlicher Farbintensitit auch bei der Nucleal-
reaktion als violett gefirbte Korperchen auftreten. Nur hinsichtlich
der durch Kernfarbstoffe mehr oder weniger lebhaft firbbaren
Binnenkoérper ergab sich ein Unterschied; diese blieben bei den
meisten Arten nach FEULGEN ungefirbt.

Wir wollen uns zuerst den Ciliaten zuwenden, deren grofe
und chromatinreiche Macronuclei fiir den Vergleich der mit Kern-
farbstoffen und der nach FrureEwn erzielten Bilder die giinstigsten
Objekte sind, die man bei den Protozoen findet. Mit Himatoxylin
nach DErnarreLp fiarben sich die Macronuclei der meisten Ciliaten
sehr intensiv. Unter den von mir zum Vergleich benutzten Arten
ist das z. B. der Fall bei Vorticella sp., Lionotus fasciola, Chilodon
cucullulus, Nyctotherus cordiformis, Balantidium entozoon und Urostyla
weisses. Bei allen diesen Formen zeigen die Kerne auch nach
FruLeen eine sehr lebhafte Violettfirbung (vgl. Taf. 4, Fig. 3—10).

10*
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Bei manchen Arten, wie Colpoda steini und Colpoda cucullus, firben
sich dagegen die Macronuclei mit den Kernfarbstoffen nur blaB, und
ganz entsprechend ist bei diesen auch die Nuclealreaktion nur
schwach (Fig.1u.2). Die Farbbarkeit der Micronuclei mit den
Kernfarbstoffen ist gleichfalls je nach den Arten verschieden stark,
und auch hier ist die Stirke der Nuclealreaktion dementsprechend.

Hinsichtlich der feineren Kernstrukturen will ich mich auf
einige Beispiele beschrinken. Bei Urostyla weissei setzt sich der
Macronucleus aus zwei eiformigen Teilstiicken zusammen, die da-
durch miteinander zusammenhingen, daB die Kernmembran eine enge
schlauchféormige Verbindung zwischen ihnen bildet (Fig. 9). Obgleich
in Priparaten nach FrurLeex die Kernmembran keine Fiarbung an-
nimmt, erkennt man diesen Verbindungsfaden bei enger Blende in-
folge der verschiedenen Lichtbrechung. Bei der Mehrzahl der Tiere
besitzt jedes Teilstiick dem duBeren Pol genihert einen sog. Kern-
spalt, wie er sich bei den Hypotrichen so verbreitet findet. In die
chromatische Substanz eingelagert sind zahlreiche Nucleolen. Von
den Bestandteilen des Kerns zeigen Nuclealfirbung nur die Chro-
matinkornchen, die in ziemlich gleichméfiger GroBe dichtgedringt
den Kernraum erfiillen. Xernspalt und Nucleolen erscheinen da-
gegen als farblose Zwischenriume zwischen den violetten Kérnchen,
ersterer als scheibenformiger, das ganze Teilstick quer durch-
ziehender Raum, letztere als kuglige Vakuolen. Jedem Teilstiick
liegt ein Micronucleus an, der ebenso wie mit Himatoxylin auch
bei der Nuclealreaktion eine gleichmiifige lebhafte Féirbung an-
nimmt.

Wenn sich Urostyla zur Teilung anschickt, so verschwindet in
den Kernstiicken zunédchst der Spalt, und dann treten die beiden
Stiicke zu einem einheitlichen kugeligen Gebilde zusammen. Die
fairbbare Substanz ist jetzt fliissiger geworden, was darin zum Aus-
druck kommt, daf die einzelnen Kornchen zusammenflieen und nun
als unregelmiBige Schlieren den Kernraum durchsetzen (Fig. 10).
Wenn sich der Macronucleus zur Durchschniirung in die Linge
streckt, so bewirken die Stromungen in seinem Innern, daB diese
fidigen Bildungen in zunehmendem Mafe in die Richtung der Lings-
achse eingestellt werden. In Fig. 10 liegen neben dem Macronucleus
die beiden Micronucleusspindeln, die ganz das gleiche typische Bild
wie bei Himatoxylinfirbung zeigen. Die Polkappen bleiben an ihnen
vollig unsichtbar.

Wenden wir uns nun zur Betrachtung der beiden Arten Col-
poda steini und C. cucullus, die, wie bekannt ist, beziiglich der
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Morphologie des Macronucleus in auffallender Weise voneinander
abweichen. Bei beiden Arten zeigt der Macronucleus den bldschen-
formigen Typus mit einem zentralen Binnenkérper und peripher ge-
lagerter chromatischer Substanz. I[hm sitzt der Micronucleus kappen-
formig an. Der Grofkern von C. sfeini besitzt einen annihernd
kugeligen Binnenkiérper und der Raum zwischen diesem und der
Kernmembran ist von zahlreichen kleinen Chromatinkdrnchen er-
fiillt. In dem GrofSkern von C. cucullus bildet das Chromatin da-
gegen eine homogen erscheinende Masse, die als eine unregelmifig
durchbrochene Kugelschale der Kernmembran anliegt. Dieses Bild
kommt dadurch zustande, daf das Chromatin an verschiedenen
Stellen der Kernwand grofere Klumpen bildet, die tief in das Innere
hineinragen und die durch schmale und flache Briicken miteinander
verbunden sind. Der von dem Chromatin freibleibende Kernraum
ist von dem Binnenkérper ausgefiillt, der an denjenigen Stellen, wo
die Chromatinschale unterbrochen ist, bis an die Kernmembran
herantritt und der infolgedessen eine ganz unregelmifige Gestalt
besitzt.

Mit Denarierp’s Himatoxylin fairbt sich der Binnenkérper
bei beiden Arten kradftiger als das periphere Chromatin. Der
schwachen Férbbarkeit des Chromatins mit Hamatoxylin entspricht
auch sein Verhalten gegeniiber der Nuclealreaktion (Fig. 1 u. 2). Die
Violettfirbung der Koérnchen bei C. steiné und der homogenen Massen
bei C. cucullus ist viel blasser als die Farbreaktion etwa bei Urostyla
oder bei dem gleich zu besprechenden Chilodon. Der durch seine
lebhafte Farbbarkeit mit H#&matoxylin ausgezeichnete Binnen-
korper gibt dagegen bei beiden Arten gar keine positive
Nuclealreaktion. Dadurch ist insbesondere bei C. cucullus die Ver-
teilung der Chromatinmassen in den nach FrunceEN behandelten
Priparaten viel deutlicher zu erkennen.

Etwas ausfiihrlicher wollen wir auf die eigenartigen Bauver-
hiltnisse des Macronucleus von Chilodon cucullulus eingehen, da die
Nuclealreaktion sich gerade hier als geeignet erwiesen hat, iiber die
physiologische Bedeutung des morphologischen Bildes neue Auf-
schliisse zu geben. Bei den Chilodon-Arten besitzt der GroBkern
eine Eigentiimlichkeit, die schon frithen Untersuchern (v. SieBornp,
StEIN) aufgefallen ist. Der grofe Binnenkorper, neben dem manch-
mal ein zweiter kleinerer vorhanden ist, besitzt im Zentrum ein
dunkleres Korperchen, das von BtTscHLI (1889) als Zentralkorper
bezeichnet worden ist. Dieser Zentralkdéiper ist nach BorscaLI
durch radisre Fadchen mit der Oberfliche des Binnenkorpers ver-
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bunden. In neuerer Zeit hat dieser Zentralkorper eine besondere
Rolle gespielt, da er eines der klarsten Beispiele eines im Binnen-
korper enthaltenen Centriols bei den Infusorien zu sein schien.
Als Centriol wurde er zuerst von NieLEr (1912) aufgefaBt. Nach
Nicrer's Beschreibung teilt sich dieses Centriol unter Bildung einer
Centrodesmose und leitet damit die Kernteilung ein. Diese Angabe
ist kiirzlich von MacDouearn (1925) bestétigt worden.

Auch im Zentrum des Micronucleus finden diese beiden Autoren
ein Centriol. Auch hier wird eine Centrodesmose beschrieben; sie
ist aber nur in Kernen zu sehen, die sonst noch gar keine Anzeichen
der beginnenden Teilung erkennen lassen. Auf den Kernteilungs-
bildern von MacDouearn mit Aquatorialplatte und Tochterplatten ist
nichts von Centriolen zu entdecken. NAigLER hat die Micronucleus-
teilung iiberhaupt nur mangelhaft beobachtet und nicht einmal die
Chromosomen gesehen.

Die Form des Macronucleus von Chilodon ist ovoid. Der Raum
zwischen der Membran und dem groBen Binnenkorper ist von Chro-
matinkérnern erfillt, die in der &dquatorialen Region eine diinne
Schicht bilden und hauptséchlich an den beiden Polen angehiuft
sind. Sie sind von sehr wechselnder Griofe, in manchen Kernen
durchweg klein, in anderen grofer und entsprechend weniger zahl-
reich; in wieder anderen kommen die verschiedensten GréBen neben-
einander vor (vgl. Fig. 3, 5—8). Zwischen die Chromatinkorner ge-
lagert findet man noch, meist der Kernmembran ansitzend, eine
grofiere Anzahl kleiner Nucleolen. Sie wurden schon von BiTscELI
und neuerdings wieder von WEeTzEL (1925) beschrieben; auch Birai
(1926) bildet sie in seiner Fig. 1 ab.

Bei Anwendung der Nuclealreaktion farben sich die Chromatin-
korner sehr lebhaft und geben vollkommen die gleichen Bilder wie
in einem Himatoxylinpriparat. Die zwischen sie gebetteten kleinen
Nucleolen aber bleiben vollig ungefirbt und erscheinen daher nur
als ausgesparte vakuolenartige Riume im AuBenkern. Im Gegensatz
zu diesen Nucleolen gibt der zentrale Binnenkdrper eine zwar
blasse, aber stets deutliche Nuclealfirbung. Er zeigt eine fein-
wabige oder feinvakuolisierte Struktur, was natiirlich eine Ge-
rinnungserscheinung sein kann. Radiire Verbindungsfiden, die von
BtrscELr und nach ihm von anderen Autoren beschrieben worden
sind, lassen sich bei Anwendung der Nuclealreaktion nicht nachweisen.

Das iiberraschendste Ergebnis der Nuclealreaktion ist nun, daf
der in dem Binnenkirper gelegene Zentralkdérper eine inten-
sive Violettfidrbung, ebenso wie die Chromatinkorner des
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AuBenkerns, annimmt. Dieser Zentralkérper kann von sehr ver-
schiedener Grofie sein (Fig. 5 u. 8). Ist er sehr grof, dann erscheint
er gewohnlich im Innern heller, genau so, wie das auch bei den
ganz groBen Chromatinkérnern des Aufenkerns der Fall ist (vgl
Fig. 3 u. 6). Er ist keineswegs immer vorhanden. So fehlt er be-
merkenswerterweise wihrend der Kerndurchschniirung bei der Teilung
(Fig. 4), also gerade zu der Zeit, wo er seine Rolle zu spielen hitte,
wenn er seiner Natur nach ein Centrosom oder Centriol wire. Aber
aunch bei nicht in Teilung begriffenen Kernen wird er manchmal
vermiBt (Fig. 3); am haufigsten ist dies naturgemif bei jungen, eben
aus der Teilung hervorgegangenen Individuen der Fall.

Dieses intensiv violett gefirbte Korn liegt oftmals nicht im
Mittelpunkt des Binnenkorpers, sondern dem Rande mehr oder
weniger gendhert (Fig. 6 u. 7). Im Mittelpunkt kann dann jede be-
sondere Differenzierung fehlen; meist ist in solchen Fillen aber ein
bedeutend blasser gefirbtes Korperchen im Zentrum vorhanden.

Wenn das Korn den Rand des Binnenkorpers erreicht hat, dann
tritt es aus diesem heraus. In den Priparaten kommt dieser Aus-
tritt dadurch zur Anschauung, daB man hiufig unter den Chromatin-
kornern des Auflenkerns ein einzelnes der Oberfliche des Binnen-
korpers dicht anliegen sieht (z. B. in Fig. 6 am oberen Rande),
wihrend alle anderen durch einen schmalen Hof von dem Binnen-
korper getrennt sind. Wenn die Chromatinkérner des Aubenkerns
grof sind, dann entsprechen sie an Umfang dem gerade austretenden
Korn und dieses fallt infolgedessen nicht besonders ins Auge. Ist
aber das Chromatin fein verteilt, dann ist das dem Binnenkérper
anliegende Korn durch seine GroBe sehr auffillig. Ein solches Bild
bietet der von BErak (1926) dargestellte Chilodon-Kern. BErLak be-
merkt zu seiner Abbildung, daf das dem Binnenkorper anliegende
Korn typisch sei, dufert sich aber nicht weiter iiber dessen Natur.

Um die Bedeutung der mit der Nuclealreaktion erzielten Bilder
richtig zu wiirdigen, miissen wir im Auge behalten, daB es sich bei
der Fiarbung um eine spezifische chemische Reaktion handelt. Wir
finden also, daB im Zentrum des Binnenkoérpers eine nuclein-
sdurehaltige Substanz kondensiert wird und daf diese
dann aus dem Binnenkorper auswandert. Wir haben hier ein klares
Beispiel von Chromatinbildung im Innern eines Binnenkorpers
vor uns. Der verschiedenen Intensitit des funktionellen Kernwachs-
tums entspricht die Verschiedenheit der Bilder. Zeitweise, wie z. B.
im Verlauf des Teilungsvorganges, erfolgt gar keine Chromatin-
bildung, und der Binnenkdrper ist dann frei von intensiver firb-
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baren Kornchen. Ist die Chromatinbildung sehr lebhaft, dann kann
man auch gleichzeitig zwei Kornchen in der peripheren Zone des
Binnenkorpers neben einem dritten zentralen, noch in der Bildung
begriffenen, finden.

MacDovuearn hat in Binnenkdrpern von Kernen, die kurz vor
der Teilung standen, auch noch eine grifere Anzahl von Kornchen
auftreten sehen. Allerdings ist es fraglich, ob alle diese durch
Hremexeary's Himatoxylin geschwirzten Kornchen Chromatin in
dem chemischen Sinne eines nucleinsdurehaltigen Stoffes sind. Doch
ist es moglich, daB zu diesem Zeitpunkt die Chromatinbildung so
gesteigert ist, daB vier oder fiinf Kornchen gleichzeitig im Binnen-
korper vorhanden sein konnen. Wissen wir doch aus den Unter-
suchungen von HEerTwie, PororF u. a., daB die Macronuclei der
Infusorien eine sehr starke und schnelle Volumenzunahme kurz vor
der Teilung erfahren.

Wenn die Chromatinkérner aus dem Binnenkorper in den AuBen-
kern iibergetreten sind, dann behalten sie dort entweder die gleiche
GroBe bei, oder sie zerfallen in kleinere Teilchen. So kommen die
verschiedenen Kernbilder, teils mit grobscholligem, teils mit fein-
kornigem Chromatin, zustande.

Diejenigen Autoren, die den ,Zentralkoérper“ fiir ein Centriol
gehalten haben (NicLER, Mac Douaart), sehen natiirlich solche Kern-
zustinde, wo der Binnenkorper zwei derartige Gebilde enthilt,
als Phasen beginnender Teilung an. Sie haben mit Heidenhain-
firbung auch einen Verbindungsfaden zwischen den beiden Kérpern,
also eine Centrodesmose im Sinne ihrer Auffassung, gefunden.
Dieser Faden braucht kein Kunstprodukt zu sein. Wenn er vor-
handen ist, besteht er jedenfalls nicht aus Chromatin, da er bei der
Nuclealfirbung nicht sichtbar ist. Man konnte sich aber vorstellen,
daf infolge der Wanderung eines Chromatinkorns durch die z#h-
fliissig zu denkende Masse des Binnenkérpers vom Mittelpunkt zur
Peripherie ein feiner Kanal entsteht und einige Zeit erhalten bleibt,
der die strukturelle Grundlage fiir den Farbniederschlag bildet.
Fiir eine solche Deutung sprechen Bilder, wie die Fig. 8 von
Mac Douearyn, wo wir sehen, daB von einem in der Mitte des Binnen-
korpers befindlichen schwarzen Kornchen drei Féden zu drei mehr
peripher liegenden Kornchen fiihren.

Der an dem Binnenkérper von Chilodon hinsichtlich der Chro-
matinbildung erhobene Befund 148t natiirlich nicht ohne weiteres
den SchluB zu, daB den Binnenkorpern anderer Protozoen die gleiche
Rolle zufillt. Diese Einrichtung bei Chilodon steht zunichst ganz
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isoliert da. Der Binnenkorper zeigt ja auch gegeniiber denen anderer
Protozoen die Besonderheit, daB er als Ganzes eine deutliche Nucleal-
reaktion gibt. Wir kommen aufdiesen Punkt spéter noch einmal zuriick.

Einige Worte noch iiber das Verhalten des Chromatins im
Aufienkern wihrend der Teilung des Macronucleus. Mit be-
ginnender Streckung und Durchschniirung des Kerns gehen Struktur-
verinderungen einher, die darauf hinweisen, daB auch hier, wie wir
das schon bei Urostyla sahen, eine Verfliissigung der Chromatin-
substanz erfolgt. Die einzelnen Kérnchen flieBen zusammen, wobei
in diesem Falle allerdings keine ausgesprochen fidigen Strukturen
entstehen, sondern vielmehr eine spongitse, mit farblosen Riumen
durchsetzte Masse gebildet wird, die rings den Binnenkorper um-
hilllt. Fig. 4 veranschaulicht dieses Bild; der Kern des vorderen
Tochtertieres ist dabei in Oberflichenansicht, der des hinteren im
optischen Durchschnitt gezeichnet. Diesen Vorgang hat auch
MacDovearn bereits zutreffend beschrieben.

Infolge der Verfliissigung des Chromatins erscheint die Kern-
struktur wéhrend der Teilung geradezu wie eine Umkehrung
derjenigen des Ruhekerns: an Stelle von gefirbten Kugeln in einer
farblosen Substanz sehen wir jetzt farblose Tropfchen in einer ge-
firbten Masse liegen. Diese Verhiltnisse haben BLak, der den
Teilungsvorgang bei Chilodon uncinatus an HEIDENHAIN-Priparaten
studiert hat, zu der eigenartigen Auffassung gefiithrt, da8 wihrend
der Teilung des Macronucleus eine ,Inversion der Firbbarkeit® seiner
Strukturen erfolge (BErLak 1926, auch schon erwihnt bei HARTMANN
1921). Eine solche Meinung kann bei Untersuchung der Teilungs-
stadien in Préparaten mit Nuclealfirbung gar nicht aufkommen.
DafB die spongitose Masse tatsichlich dasselbe Material ist, welches
im Rubekern in Form von Kornchen vorhanden ist, beweist allein
schon das eine von mir abgebildete Beispiel eines vorgeriickten
Kernteilungsstadiums (Fig. 4). Hier beginnt an den Kernenden das
Chromatin sich schon wieder zu verfestigen, und infolgedessen
treten in den Knotenpunkten des Maschenwerks wieder abge-
grenzte Kornchen auf.

Der Micronucleus von Chilodon erscheint bei der Nucleal-
farbung entweder ganz homogen oder mehr oder weniger fein
vakuolisiert. Der ,Zentralkérper“, den Nicrer und MacDouaaLL
in seinem Innern gefunden haben, tritt bei diesem Verfahren nicht
hervor. Auch wenn er kein Kunstprodukt ist, so ist er also offenbar
eine Bildung von ganz anderer Natur als der ,Zentralkorper“ des
Macronucleus.
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Es erschien mir von besonderem Interesse, auch die Kernverhilt-
nisse der Opalinen mit der Nuclealreaktion zu priifen. Die
meisten Autoren sind der Ansicht, daf bei den Opaliniden nicht der
fiir die Ciliophoren sonst durchweg typische Unterschied von Macro-
nucleus und Micronucleus vorhanden ist, sondern daf diese Protozoen
nur gleichartige Kerne besitzen. Dagegen vermutete TONNIGES,
daB die bei Opaliniden in groBer Zahl im Plasma vorhandenen
sScheibenformigen Kérperchen“ einen in kleine Teilstiicke
aufgelosten Macronucleus darstellen, da sie sich auf dem Wege
der Durchschniirung vermehren. Den gleichen Standpunkt vertrat
mit groferer Entschiedenheit Konsunorr, der als weitere Stiitzen
dieser Ansicht das Vorhandensein einer Membran bei diesen Ge-
bilden, sowie ihre Degeneration bei der Gametenbildung (ent-
sprechend dem Verhalten der Macronuclei anderer Infusorien bei
der Konjugation) anfihrte, was natiirlich beides auch nicht be-
weisend ist.

Wiéhrend die Macronuclei der Infusorien durchweg einen reich-
lichen Chromatingehalt aufweisen, zeigen die ,scheibenférmigen
Korperchen“ der Opaliniden keine ausgesprochene Affinitit zu den
Kernfarbstoffen. Sie firben sich mit DenarieLp’s Himatoxylin oder
mit Boraxkarmin nicht intensiver als das umgebende Protoplasma.
Nur mit HerpEnmaIN’s Himatoxylin, das alle mdglichen Zellbestand-
teile schwirzt, erhdlt man eine distinkte Férbung. Die Nucleal-
reaktion habe ich bei Opalina ranarum angewandt. In den zahl-
reichen blischenformigen Kernen dieser Art nehmen die winzigen
im Kernraum verteilten Chromatinkornchen eine deutliche Nucleal-
firbung an. Die bei den gewdhnlichen Férbemethoden, z. B. mit
DerarIeLD’'s Himatoxylin sich firbenden groferen, der Kernmembran
kalottenartig ansitzenden Massen bleiben dagegen unsichtbar. Sie
verhalten sich also als binnenkorperartige Bildungen der Nucleal-
reaktion gegeniiber ebenso wie die Binnenkorper der meisten anderen
Protozoen. Die scheibenformigen Korperchen ergeben
gleichfalls kein e positive Nuclealreaktion. Der Ausfall der chemi-
schen Reaktion bestitigt also hier den rein firberischen Befund.
In Hinblick auf die gerade den Macronuclei eigene besonders inten-
sive Nuclealfirbung spricht dieses Ergebnis durchaus gegen die
Kernnatur- der fraglichen Plasmaeinschliisse.

“Wir wollen uns nun dem Verhalten der Kerne bei den Rhizo-
poden zuwenden. An erster Stelle gehe ich auf die Befunde bei
einer anf Agarplatten geziichteten Chlamydophrys-Art ein, da diese
von den untersuchten Rhizopodenarten die deutlichsten Ergebnisse
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mit der Nuclealreaktion geliefert hat. Mit DerarreLp’s Himatoxylin
erhilt man eine lebhafte Férbung des Binnenkorpers, wihrend die
zahlreichen im AuBenkern verteilten Chromatinkérnchen nur einen
blassen Farbton annehmen. In Kernen, die kurz vor der Teilung
stehen und bei denen sich die Substanz zu den Chromosomen zu
kondensieren beginnt, wird die Farbung deutlicher und bei den aus-
gebildeten Chromosomen selbst ist sie sehr kréftig. Bei der Nucleal-
reaktion (Fig. 11) bleibt der Binnenkérper farblos, doch ist seine
Umgrenzung infolge der Lichtbrechungsdifferenz deutlich erkennbar.
Das Chromatin des AuBenkerns gibt dagegen eine positive Reaktion,
deren Intensitdt vollig der Farbbarkeit mit Himatoxylin entspricht.
In den Ruhekernen ist sie sehr schwach, kurz vor und nach der
Teilung stdrker, und die Féarbung der Chromosomen ist sehr
lebhaft (Fig. 12).

Von Amébenarten habe ich die beiden Darmparasiten des
Menschen, Jodamoeba bitschlic und Entamoeba histolytica, ferner zwei
im Laboratorium auf Platten fortgeziichtete Arten, die von ARNDT
(1924) benannte und genauer beschriebene Hartmannella klitzkei und
eine Amdbe vom verrucosa-Typus untersucht. Das morphologische
Kernbild ist bei allen Arten verschieden; gemeinsam ist allen diesen
Amobenkernen nur, daB im gefirbten Priparat nur wenig chro-
matische Substanz nachweisbar ist.

Am ungiinstigsten liegen die Verhiltnisse in dieser Hinsicht
bei Hartmannella klitzkei. Der Kern dieser Art enthélt einen groSen
stark farbbaren Binnenkorper, der von einer mé#fBig breiten AuBen-
kernzone umgeben ist. Letztere enthilt eine Schicht sehr feiner
Granulationen, die mit Devarrerp’s Himatoxylin eine schwache
Féarbung annehmen. Vielleicht handelt es sich dabei gar nicht um
Chromatin, sondern um Gerinnungsprodukte, die bei der Kon-
servierung auftreten. Jedenfalls ist bei Anwendung der Nucleal-
reaktion weder am Binnenkorper noch im Aufenkern eine Violett-
firbung zu erkennen. Nur wenn bei der Kernteilung die Chromo-
somen gebildet sind und in der Aquatorialplatte oder den Tochter-
platten aneinandergereiht liegen, ist eine sehr schwache Reaktion
dieser Bildungen bemerkbar. Die geringe Intensitit der Nucleal-
farbung beruht offenbar auf der Winzigkeit der Chromosomen bei dieser
Art. Bei gewissen Firbungen, z. B. mit HeimpexnsaIN’s Himatoxylin,
werden sie wohl dadurch deutlicher, daB ihr Umfang durch Farbstoff-
niederschlige vergrofiert wird. Die in der Einleitung erwihnte, von
ScrUCKMANN untersuchte Hartmannella-Art ist augenscheinlich im
Ruhekern chromatinreicher und besitzt gréfere Chromosomen.
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Die Amobe vom verrucosa-Typus besitzt einen Kern, dessen
Membran zahlreiche tropfchenformige Gebilde von lebhafter Firb-
barkeit ansitzen. Ferner enthilt der Kernraum in feiner Verteilung
suberst winzige, nicht sehr zahlreiche Kérnchen, die gleichfalls die
Himatoxylinfirbung annehmen. Bei der Nuclealreaktion bleiben die
Tropfchen an der Kernmembran véllig farblos, was dafiir spricht,
daB es sich um Bildungen von der Art der Binnenkoérper handelt.
Danit im Einklang steht auch ihr Verhalten bei der Teilung. Wie
aus dem von BivLak (1926) beschriebenen Kernteilungsvorgang bei
Amoeba terricola hervorgeht, die ganz den gleichen Kernbau besitzt,
wird die Substanz dieser Tropfchen nicht in die mitotische Teilungs-
figur aufgenommen, sondern amitotisch auf die Tochterkerne verteilt.
Der iibrige Kern zeigt eine sehr blasse diffuse Violettfirbung; nur
bei stirkster Immersionsvergroferung 146t sich diese auflésen, indem
man dann kleinste violett gefirbte Kornchen unterscheidet.

Von Entamoeba histolytica habe ich zur Vornahme der Nucleal-
reaktion Formen aus einer Kultur (nach dem Verfahren von DrBOHLAV)
verwendet. Der Kern dieser Amobe besitzt einen kleinen zentral
gelegenen Binnenkorper und das Chromatin liegt hauptsichlich der
Kernmembran an, wihrend der iibrige Kernraum gewdhnlich nur
Spuren davon enthdlt. Bei der Nuclealreaktion bleibt auch hier
wieder der Binnenkorper ungefirbt; das periphere Chromatin tritt
dagegen als blasser aber deutlicher violetter Ring in Erscheinung.

Jodamoeba biitschlic wurde in Stuhlprdparaten untersucht, wo
diese Amdbe gewdhnlich in bereits encystiertem Zustande auftritt.
Der Kern enthidlt wie bei Hartmannells und anderen Amében vom
Limaxtypus einen grofien, mit Himatoxylin stark firbbaren Binnen-
korper. Der AuBenkern ist aber, besonders im Cystenstadium, bei
dieser Art chromatinreicher. Die Chromatinkérner bilden im Cysten-
kern eine Anhidufung von sichelformiger Gestalt neben dem etwas
nach der Seite verschobenen Binnenkorper. Diese sichelformige
Bildung gibt eine deutliche Nuclealreaktion, wihrend der Binnen-
korper farblos bleibt.

Von Flagellaten habe ich nur wenige Beispiele untersucht.
Meine Beobachtungen an Zrypanosoma lewisi und 7. equinum haben
lediglich die zuerst von BressLau und ScreMiIN festgestellte Reaktion
des Kerns, sowie des Blepharoplasts bei ersterer Art, bestitigt.
Ich gehe daher nicht weiter darauf ein und will nur bemerken, daf
ich nicht wie diese Autoren eine starke Farbung nach stunden-
langem Aufenthalt (6—10 Stunden) in der fuchsinschwefligen Sdure
fand, sondern die deutlichsten Bilder nach !/,—1%/, Stunden erhielt.
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In dem Froschdarminhalt, der zur Untersuchung des Verhaltens
von Opalina ranarum verwendet wurde, fand ich auch eine T'richomonas-
Art, deren Kern sehr deutliche Nuclealreaktion zeigte. In Fig. 14
sehen wir die einzelnen Chromatinkérnchen lebhaft violett gefirbt.

Sebr bemerkenswert ist das Verhalten des Kerns von Polytoma
wvella gegeniiber der Nuclealreaktion. Im Ruhekern von Polytoma
farbt sich mit DEraFieLD’s Himatoxylin der im Mittelpunkt gelegene
Binnenkorper sehr lebhaft, im Aufenkern sind keine deutlichen
Chromatinkornchen nachzuweisen. Erst wenn sich der Kern zur
Teilung anschickt, tritt in der Zone um den Binnenkérper reichlich
Chromatin auf, das sich zu den verhédltnismaBig groBen Chromosomen
verdichtet, wihrend gleichzeitiz der Binnenkorper aufgelost wird.
Bei Anwendung der Nuclealreaktion zeigt in Ubereinstimmung mit
diesen Bildern der Ruhekern iiberhaupt keine Férbung; sobald aber
Chromosomen vorhanden sind, treten diese solebhaft violett
gefiarbt hervor, da8 sie bei giinstiger Liage ohne Schwierigkeit zu
zdhlen sind. In Fig. 15 sehen wir zwei Individuen, die aus einer
Teilung hervorgegangen sind, noch miteinander vereinigt und in
erneuter Kernteilung begriffen; die Aquatorialplatte der einen
Teilungsfigur ist dabei von der Seite, die der anderen von einem
Spindelpole aus sichtbar, und bei der letzteren sind deutlich 8 Chro-
mosomen zu unterscheiden.

Es bleiben nun noch ein paar Beobachtungen bei Sporozoen
mitzuteilen. Bei den mehr oder weniger stark herangewachsenen
Individuen von Gregarina polymorpha im Mehlwurmdarm, die ich
untersucht habe, zeigen die grofen Bldschenkerne keine deutliche
Nuclealreaktion. Sie erscheinen ja auch bei den gewdhnlichen
Firbungen duBerst chromatinarm. Eine etwa vorhandene schwache
Reaktion wiirde hier nicht erkennbar sein, da bei den Gregarinen
das Protoplasma nicht vollkommen farblos bleibt, sondern eine diffuse
Violettfirbung annimmt, auf deren Ursache wir in dem Abschnitt
iiber das Volutin zu sprechen kommen. Die jiingsten Stadien der
Gregarinen, die Sporozoiten, zeigen im Gegensatz zu den heran-
gewachsenen Formen kompakte Kerne mit dicht gelagerten grofien
Chromatinkérnern. Diese Kerne geben auch eine lebhafte Nucleal-
reaktion. Ich habe in einem meiner Priparate von Froschdarminhalt
zufillig Sporen einer Gregarinenart (offenbar mit der Nahrung auf-
genommen) gefunden, in denen die Sporozoiten stark violett gefirbte
Kerne aufwiesen.

Wie eingangs erwidhnt wurde, konnte Woopcock bei einer
Sarcocystis-Art keine positive Nuclealreaktion erhalten. Dagegen
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habe ich gefunden, daf Sarcocystis tenella sowohl in Ausstrich-
priparaten von Sporen wie auch in Schnittpriparaten durch ganze
Cysten eine sehr deutliche Reaktion gibt. In den Schnitten zeigen
nicht nur die Kerne der Sporen, sondern auch die der mehrschichtigen
Cystenhiille eingelagerten Kerne Violettfirbung. Da aber die Cysten-
hilllen dieser Art hochstwahrscheinlich nicht von dem Parasiten,
sondern von dem Wirtsgewebe herstammen, so ist die Farbreaktion
der in ihnen enthaltenen Kerne nicht weiter bemerkenswert.

Hinsichtlich der Kernstruktur der Spore stehen die Angaben
von Erpmany (1910) denen aller anderen Untersucher gegeniiber.
Meiner Meinung nach kann in einem nach DErarienp gefirbten
und gut differenzierten Préparat ein Zweifel gar nicht aufkommen,
was in der Spore als Kern anzusprechen ist; denn er ist mit der
gleichen Deutlichkeit als solcher erkennbar, wie etwa in einem
Coccidienmerozoiten. Die sichelfésrmig gebogene Spore ist an dem
einen Ende etwas zugespitzt, an dem anderen breit abgerundet.
An dem spitzen Ende liegt eine groBe mit einer homogenen Masse
angefiillte Vakuole. Der Kern, dessen Lénge etwa ein Viertel
der ganzen Sporenlinge betrigt, liegt in der breiteren Sporenhilfte
und reicht etwa bis zur Korpermitte oder nicht ganz so weit. Er
ist ein ovales Bldschen, in dessen Raum zahlreiche gut férbbare
Chromatinkornchen verteilt liegen. AuBerdem enthédlt der Kern
einen kugligen Binnenkorper; der sich durch gréferen Umfang und
schwichere Farbbarkeit (schiefergrau mit DeELarreLd’s Hamatoxylin)
deutlich von dem Chromatin abhebt. Dieser Binnenkoérper liegt in
der Regel, aber nicht immer, an dem der Sporenmitte zugekehrten
Kernende. Der Kern hat also ganz denselben Bau, den wir bei
Coccidienmerozoiten so hiufig antreffen.

In derselben Weise, wie ich den Sporenkern hier beschrieben
habe, ist er auch von den verschiedenen Autoren, zuletzt noch von
Breinon (Vortrag auf dem X. Internationalen Zoologenkongref in
Budapest), dargestellt worden. Nur Erpmann sieht allein in dem
Binnenkorper mit einem ihn umgebenden schmalen hellen Hof einen
kleinen Caryosomkern und fafit den ganzen iibrigen Kern als einen
Fadenapparat (eine Polkapsel) auf. Wenn es noch eines Beweises
bedarf, dal Erpmann’s Deutung irrtiimlich ist, so liefert ihn uns
die Nuclealreaktion. Bei deren Anwendung finden wir, daf der
Binnenkorper farblos bleibt, daB aber alle die Kornchen, die bei
Himatoxylinfirbung als Kernchromatin erscheinen, eine leb-
hafte Violettfdrbung annehmen (Fig. 17).

Man pflegt bei den Binnenkdrpern der Protozoen je nach
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der Intensitit der Fiarbung, die sie mit den Kernfarbstoffen an-
nehmen, von einem mehr oder weniger starken Chromatingehalt
dieser Gebilde zu sprechen. Wenn wir uns heute, wo uns eine
mikrochemische Reaktion zur Verfigung steht, auf den Standpunkt
stellen, nur solche Kernsubstanz als Chromatin zu bezeichnen, in
der Thymonucleinsdure enthalten ist, so lehren uns die hier an-
gefiihrten Beispiele von Protozoenkernen, daB wir fast durchweg in
den Binnenkorpern keine Spur von Chromatin nachweisen konnen.
Das ist besonders auffillig bei Binnenkérpern, die sich, wie etwa
bei Hartmannella, Jodamoeba oder Chlamydophrys, mit den basischen
Farbstoffen sehr stark firben. Diese starke Férbbarkeit konnte
auf dem Vorhandensein irgendeiner anderen sauren Substanz be-
ruben, wihrend Thymonucleinsiure tatsichlich in den Binnenkérpern
fehlte. Der negative Ausfall der Nuclealreaktion beweist aber
keineswegs, daB dies der Fall ist. Ebensowohl ist es mdglich, daf
die leicht in Wasser losliche Thyminsiure, die bei der Abspaltung
der Purinkérper aus der Thymonukleinsiure entsteht, wihrend des
Verfahrens vollig herausgelost wird, weil sie in den Binnenkdrpern
vielleicht noch nicht fest an EiweiBkorper gebunden ist. Kine
solche Annahme wird gestiitzt durch die Erfahrungen iiber das
Verhalten des Volutins gegeniiber der Nuclealreaktion, die wir in
dem folgenden Kapitel erdrtern wollen.

DaB der die Fiarbbarkeit bedingende Bestandteil der Binnen-
korper, welcher Art er immer sein mag, durch die Hydrolyse tat-
sdchlich herausgelost oder doch in seiner Farbreaktion veridndert
wird, zeigt sich, wenn wir die betreffenden Protozoen, nachdem wir
sie der Salzsdureeinwirkung bei 60° ausgesetzt haben, mit einem
Kernfarbstoff behandeln. Bei Chlamydophrys fand ich nach einer
Hydrolysedauer von 3 Minuten den Binnenkdérper nur noch schwach,
nach einer Dauer von 6 Minuten gar nicht mehr mit DELAFIELD’s
Hamatoxylin farbbar, und ebenso zeigte bei Jodamoeba biitschlii der
Binnenkorper nach 5 Minuten Hydrolyse keine Firbbarkeit mehr.

2. Das Verhalten des Volutins gegeniiber der Nuclealreaktion.

Seitdem ich im Jahre 1909 auf Grund meiner Untersuchungen
an Haematococcus pluvialis die Auffassung vertreten habe, daB das
Volutin ein Aufbauprodukt der Nucleoproteide, also ein Reserve-
stoff fir den Kern sei, habe ich immer wieder dieser im Protoplasma.
der Protozoen mit Ausnahme der Ciliophoren, ferner der Algen,
Bakterien und Pilze auftretenden Substanz besondere Aufmerksam-
keit gewidmet. Was damals iiber das Volutin bereits bekannt war
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und was seither dariiber bekannt geworden ist, steht mit dieser
Auffassung in gutem Einklang.

Das Volutin wurde zuerst von A. MEver (1904) hinsichtlich
seiner chemischen Natur untersucht und als eine Nucleinsédure-
verbindung angesprochen. Diese Auffassung konnte ich durch
den Nachweis stiitzen, daB das Volutin Phosphor enthilt; denn bei
Haematococcus zeigte sich, daB das Auftreten der Substanz von dem
Phosphorgehalt der Nahrlosung abhingig ist. In einem phosphor-
freien Medium wird das Volutin schnell verbraucht und nicht wieder
neugebildet; es folgt Encystierung oder Absterben der Flagellaten.
In einem phosphorreichen Medium kommt es dagegen zur Speicherung
ungewdhnlich groBer Volutinmassen, die spéter bei der Erschopfung
der Nihrlosung wieder abgebaut werden. Diese Abhingigkeit der
Volutinbildung vom Vorhandensein des Phosphors haben van HEr-
wEeRDEN und DorrLeiN an anderen Objekten bestatigt.

Die Rolle des Volutins als Reservesubstanz fiir den Kern kommt
darin zum Ausdruck, daf wir es regelméfig besonders reichlich
entstehen sehen, ehe sich der Organismus zur Kernvermehrung an-
schickt und daf es dann wihrend der Kernteilung allméhlich ver-
braucht wird. Auch das 148t sich bei Haematococcus beobachten.
Am deutlichsten kommt dieses Verhalten aber zum Ausdruck bei
Protozoen, bei denen zahlreiche Kernteilungen aufeinander folgen,
z. B. bei den Coccidien. Sehr lehrreich sind die Vorginge in den
Microgametocyten der Coccidien. Wenn die sehr chromatin-
reichen Microgameten sich differenzieren und frei werden, dann
lassen sie fast das ganze Protoplasma des Muttertieres als Rest-
korper zuriick. Dieses noch eine zeitlang weiterlebende kernlose
Protoplasma fihrt fort mit der Volutinbildung, auf die es einmal
eingestellt ist, und so kommt es, daB wir die Restkorper von be-
sonders grofien Massen dieses Reservestoffes angefiillt sehen (vgl
Rerceevow 1913, S. 333). Ein weiteres Beispiel, bei dem ich die
Bedingungen des Auftretens von Volutin auf seine Rolle als Reserve-
stoff des Kerns zuriickfiihren konnte, sind die Trypanosomen
(RezceEENOW 1921, S. 278).

Von ScEuMacHER wird das Volutin neuerdings auf Grund seiner
von ihm als spezifischer Nachweis fiir Nucleinsiure betrachteten
Methylenblau-Phosphin-Methode nicht fiir eine Nucleinsiurever-
bindung, sondern fiir freie Nucleinsdure erklirt. In Hin-
sicht auf die Rolle, die wir dem Volutin im Zellhaushalt zuschreiben,
macht das keinen Unterschied. Wenn es aber zutrifft, daB diese
Substanz entweder freie Thymonucleinsiure oder eine Verbindung
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derselben ist, dann miissen wir erwarten, daf bei ihr auch die
FruLeeNn’sche Nuclealreaktion positiv ausfillt. Das ist jedoch nicht
ohne weiteres der Fall. Erwidhnt wurde bereits die Angabe
vaN Taiers, daB die Volutinkornchen im Protoplasma von Trypano-
soma melophagium keine Nuclealreaktion zeigen. Unter den von mir
untersuchten, in dem vorigen Kapitel hinsichtlich der Reaktion ihrer
Kerne besprochenen Protozoen sind einige reichlich mit Volutin
versehene Arten, namlich Hartmannella Fklitzkes, Chlamydomonas,
Polytoma wvella, Trypanosoma equinum (in Miuseblut) und Gregarina
polymorpha. In DELAFIELD-Préiparaten tritt diese Substanz in Form
von Kornchen auf, die durch ihren rétlichen Farbenton scharf von
den blauen Chromatinkdrnchen des Kerns abstechen. Dagegen ist
in den nach der Vorschrift von FrurLceEn hergestellten Priparaten
bei allen genannten Arten nichts von diesen Kornchen zu finden.

Wenn wir die Priparate nach der Salzsiurehydrolyse mit
DrrarieLps Hiamatoxylin firben, dann zeigt sich, daB die Kérnchen
jetzt auch mit diesem Farbstoff nicht mehr darzustellen sind. Sie
werden durch die Hydrolyse also vollstindig aus der Zelle heraus-
gelost. Bringen wir dagegen die Priparate ohne vorherige Salz-
siurebehandlung fiir etwa 1/, Stunde in fuchsinschweflige Séure,
dann erhalten wir eine elektive Volutinfarbung, wie Fig. 13
fiir Chlamydophrys, Fig. 16 fir Polyfoma und Fig. 18 fir Gregarina
polymorpha zeigt. Bei der Gregarine handelt es sich um ein sehr
junges Individoum, das noch einen Epimerit besitzt, also noch an
der Darmwand des Wirtes festsitzt. In diesem Stadium ist das
Volutin vorwiegend in dichten Massen im Protomerit gespeichert,
wihrend es bei den erwachsenen Formen ziemlich gleichmifig im
ganzen Korper verteilt liegt.

Da nun die Salzsiurehydrolyse die Aufgabe hat, die Thymo-
nucleinsidure durch Abspaltung der Purinkoérper in Thyminsédure
iiberzufithren, welche erst die Farbreaktion gibt, so kdénnte man
aus dem Verhalten des Volutins den SchluB ziehen, daf dieses keine
Nucleinsdure, sondern noch ein Aufbauprodukt derselben, vielleicht
also Thyminsdure sei. Diese Schlufifolgerung scheint mir nicht be-
rechtigt. Wir erinnern uns, da8 ja auch die fuchsinschweflige
Saure selbst hydrolysierend wirkt und daB die Kerne nach
langem Aufenthalt in derselben schlieBlich auch ohne vorherige
Salzsdurebehandlung eine Firbung annehmen. Das erfolgt aller-
dings erst nach mehreren Stunden, und zu der Zeit, wenn das
Volutin deutlich erscheint, zeigen die Kerne noch keine Reaktion.
In Fig. 13 ist der Kern von Chlamydophrys vollig farblos und auch

Archiv fiir Protistenkunde. Bd. LXI. 11
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bei dem Teilungsstadium von Polytoma, welches Fig. 16 darstellt,
ist von den Chromosomen nichts zu entdecken. Aber auch die
Volutinféadrbung tritt in der fuchsinschwefligen Sdure nicht
sofort auf; nach 10 Minuten ist gewdhnlich noch nichts zu ent-
decken, nach 20 Minuten ist die Reaktion schwach, und nach
30—40 Minuten ist sie am kraftigsten. Wir sehen also bei dem
Volutin die Nuclealreaktion nur schneller auftreten, als bei dem
Kernchromatin.

Mir scheint das Ergebnis der Nuclealreaktion die Auffassung
von SCHUMACHER zu bestitigen, daB das Volutin freie Nuclein-
sdure und zwar, wie wir genauer sagen konnen, Thymonuclein-
sdure ist. Weil die Thymonucleinsiure noch nicht an Eiwei8-
korper gebunden ist, beginnt sie sofort, wenn sie durch Spaltung
in die Thyminsiure {iibergefilhrt worden ist, sich aufzulosen;
auch die Abspaltung der Purinkérper erfolgt offenbar aus demselben
Grunde viel schneller. Man erhilt also eine Nuclealreaktion des
Volutins nur, wenn man den Zeitpunkt abpafit, wo die Abspaltung
erfolgt, aber die Substanz noch nicht in Losung gegangen ist. Da
die Auflosung unmittelbar im AnschluB an die Spaltung beginnt,
so finden wir selbst im giinstigsten Augenblick die Substanzmenge
geringer als etwa in einem Himatoxylinpriparat.

Bei lingerem Aufenthalt in der fuchsinschwefligen Siure wird
dann die Reaktion immer schwicher. Zuerst sehen die Volutin-
korner verwaschen aus, und spiter sind sie ganz verschwunden.
Wie lange es dauert, bis das Volutin vollig herausgeldst ist, das
hiingt natiirlich von seiner Menge und von der Grofe des Zell-
korpers ab. Bei Trypanosoma equinum habe ich schon nach 50 Mi-
nuten nur noch geringe Spuren von Volutin gefunden. Andererseits
stellt das volutinreiche Bild in Fig. 18 eine Gregarine dar, die
1Y, Stunden in fuchsinschwefliger Séure belassen wurde. Der groBe
Gregarinenkorper hélt iiberhaupt das Volutin lange fest; die diffuse
Farbung des ganzen Korpers, die wir in Fig. 18 beobachten, beruht
ohne Zweifel darauf, daB ein Teil der Substanz bereits in Losung
gegangen ist und nun das ganze Protoplasma durchsetzt. Daher
findet man bei diesen Protozoen selbst nach voraufgegangener
Salzsiurebehandlung zwar keine geformten Kornchen mehr, aber
doch noch eine diffuse Violettfirbung des ganzen Protoplasmas.
Auch bei Chlamydophrys, wo das Volutin eine dichte Koérnchenschicht
am Rande des Chromidialapparates bildet, kann man oftmals nach
Salzsidureeinwirkung noch eine diffuse Violettfirbung dieser Rand-
partie beobachten (Fig. 11).
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3. Chromidien und Nueclealreaktion.

Die Hertwig’sche Chromidienlehre, d. h. die Lehre von
dem Austritt chromatischer Substanz aus dem Kern, welche unter
Umstéinden den Kern funktionell ersetzen und in bestimmten Fillen
wieder neue Kerne, sog. Sekundirkerne, aus sich hervorgehen lassen
kann, hat in der Protozoenforschung eine grofe Rolle gespielt. Eine
Hauptstiitze dieser Lehre bilden die Thekamoben, bei denen wir
regelmidBig wohlentwickelte, den Kern oder die Kerne umgebende
,Chromidialapparate“ antreffen. In einer ganzen Reihe von
Arbeiten wurde hier die Entstehung von Sekundidrkernen aus dem
Chromidialnetz beschrieben. An Kritik hat es diesen Angaben aller-
dings nicht gefehlt. Erst kiirzlich hat BErak in seiner umfassenden
Darstellung der Kernverhiltnisse bei den Protozoen darauf hin-
gewiesen, dab in keinem dieser Fille der Vorgang wirklich ein-
wandfrei festgestellt, daf vielmehr die Fehlerquelle einer Infektion
durch Parasiten nirgends ausgeschaltet wurde.

Insbesondere erwidhnt BErnak unveroffentlichte Untersuchungen
von JorrLos an Arcellas, die auch bei HarTmawn (1925) aufgefiihrt
sind, in welchen nachgewiesen wird, daB in den sog. Chromidial-
tieren die Kerne durch den stark entwickelten Chromidialapparat
lediglich verdeckt sind. Man kann nidmlich durch Verdauung mit
Trypsin und Pepsin das Chromidialnetz zur Auflésung bringen, und
dann treten die Kerne wieder deutlich hervor. Die leichte Loslich-
keit durch Pepsinverdauung spricht iiberhaupt gegen die Chromatin-
natur der Substanz, da das Chromatin gerade durch seine Unldslich-
keit bei Magensaftverdauung ausgezeichnet ist.

Die Nuclealreaktion, die ich bei Chlamydophrys und Arcella an-
gewendet habe, bestétigt dieses Ergebnis. In beiden Féllen bleibt
der Chromidialapparat vollig farblos. Wenn wir bei
Chlamydophrys manchmal in seiner Randzone eine diffuse Violett-
farbung bemerken (Fig. 11), so haben wir diese.bereits auf das in
Loésung gegangene Volutin zuriickfithren konnen. Setzen wir die
Praparate zuerst der Salzsidurehydrolyse aus und firben sie dann
mit DELarieLp’s Himatoxylin, so zeigt sich, daf die firbbare Sub-
stanz des Chromidialapparats durch die Salzsiure herausgelost wird.
Nach 3 Minuten Salzsiureeinwirkung farbt sich das Chromidialnetz
mit Himatoxylin bereits viel blasser, und die firbbare Substanz ist
in verwaschener Form teilweise auch in dem vorderen Korper-
abschnitt, der nicht von dem Chromidialapparat eingenommen wird,
enthalten. Nach 6 Minuten Hydrolyse nimmt der Apparat die

Féarbung nicht mehr stirker an als das iibrige Protoplasma.
11*
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Man konnte nun noch an das Vorkommen freier Nuclein-
sidure, wie bei dem Volutin, in dem Chromidialapparat denken.
Wenn wir aber ohne vorherige Salzsdurebehandlung die fuchsin-
schweflige Sdure einwirken lassen, dann erhalten wir ebensowenig
eine Farbreaktion. Das zeigt uns Fig. 13, in der das Volutin
lebhaft gefirbt, das Chromidialnetz aber unsichtbar geblieben
ist. Der sog. Chromidialapparat der Thekamdben enthélt also keine
Thymonucleinsdure. Offenbar ist er ein Stoffwechselprodukt, wofiir
auch der von ZurLrzer (1904) bei Difflugia erbrachte Nachweis
spricht, daB ihm eine glykogenartige Substanz eingelagert ist.
Vielleicht handelt es sich um ein Material, das bei der Schalen-
bildung Verwendung findet.

Ich habe ferner mit der Nuclealreaktion die in der Cyste von
Entamoeba histolytica auftretenden als Chromidialkérper be-
zeichneten Gebilde gepriift, von denen gleichfalls angegeben worden
ist, daf ihre Substanz wenigstens zum Teil aus dem Kerne stammt.
Es handelt sich um einen oder mehrere im Protoplasma gelegene
grofie stabférmige Korper, die sich nicht nur mit HEerpENHAIN'S
Himatoxylin schwirzen, sondern mit den verschiedenen basischen
Farbstoffen eine sehr lebhafte Farbung annehmen. Auch diese Ein-
schliisse geben weder mit noch ohne Salzsdurehydrolyse eine positive
Reaktion, sie enthalten also weder Chromatin, noch freie Thymo-
nucleinséure. Ganz ebenso verhalten sich iibrigens die in der Cyste
von Jodamoeba biitschléé in groBerer Anzahl im Protoplasma auf-
tretenden kleinen kugeligen Gebilde, entgegen meiner Erwartung,
daf sie sich als Volutin erweisen wiirden.

Wenn uns die Nuclealreaktion hinsichtlich ganz bestimmter im
Protoplasma auftretender und als Chromatin angesprochener Bildungen
gelehrt hat, dafl diese tatsichlich nichts mit Chromatin zu tun haben, so
fithrt das natiirlich nicht zu der Schlu8folgerung, dafl es extranucleires
Chromatin fiberhaupt nicht gibt. Im Gegenteil haben wir ja schon
ein Beispiel von solchem in den Blepharoplasten der Trypano-
somen kennen gelernt, sofern wir uns nicht der Anschauung der-
jenigen Autoren anschliefen, die den Blepharoplast als einen zweiten
Kern betrachten. Es bleiben vor allem noch die degenerativen Vor-
ginge bei Protozoen in dieser Richtung zu untersuchen. Ich méchte
in diesem Zusammenhang noch auf einen Fall bei pathologisch ver-
dnderten Metazoenzellen hinweisen,ndmlich auf die bei der Lym-
phocystiskrankheit der Fische auftretenden Bilder. Die riesen-
haft vergrofierten Zellen enthalten rings nm den Kern herum eine
ausgedehnte Differenzierung von spongiésem Bau, von der WEIsSEN-
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BERG annimmt, daB sie ein Reaktionsprodukt der Zelle darstelle, in
dem die unsichtbaren Parasiten eingeschlossen liegen. Diese als
»,Netzkorper“ bezeichnete Bildung, die sich mit Kernfarbstoffen lebhaft
firbt, gibt nach unverodffentlichten Beobachtungen von Dr. A. NEwsap
auch eine kriftige Nuclealreaktion.
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Tafelerklirung.

Tafel 4.

Alle Abbildungen zeigen die Feurecen’sche Nuclealfirbung, Fig. 13, 16 und 18
ohne Salzsdurehydrolyse.

Fig. 1. Colpoda steini. Vergr. 1800 X.

Fig. 2. Kern von Colpoda cucullus. Vergr. 1800 X.

Fig. 3. Chilodon cucullulus. Vergr. 1800 X.

Fig. 4. Teilung von Chilodon cucullulus. Vergr. 1800 X.

Fig. 5—8. Kerne von Chilodon cucullulus, in Fig. b u. 8 auch Micronucleus.
Vergr. 1800.

Fig. 9. Macronucleus und Micronuclei von Urostyla weissei. Vergr. 1800 <.

Fig. 10. Kernteilung von Urostyla weissei. Vergr. 1800X.

Fig. 11.  Chlamydophrys sp. Vergr. 1800 <.

Fig. 12. XKernteilung von Chlamydophrys sp. Vergr. 1800 X.

Fig. 13. Volutinreaktion in Chlamydophrys sp. Vergr. 1800 X.

Fig. 14.  Trichomonas sp. aus dem Froschdarm. Vergr. 2600 X.

Fig. 15. Polytoma wvella, Kernteilung. Vergr. 2600 .

Fig. 16. Polytoma wvella, Volutinreaktion. Vergr. 2600 X.

Fig. 17. Spore von Sarcocystis tenella. Vergr. 2600 .

Fig. 18. Gregarina polymorpha, Volutinreaktion. Vergr. 900 <.
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