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Die Verwendung von Kupfersalzen zur Herstellung
von Paramaeciuim-Priparaten.

Von
Hugo Merton (Heidelberg).

(Hierzu 8 Textfiguren.)

1. Einleitung.

Die Versuche, iiber die hier berichtet werden soll, wurden zu-
erst an Stentoren vorgenommen; dieselben haben aber noch nicht
zu vollig befriedigenden Resultaten gefilhrt und konnten daher noch
nicht abgeschlossen werden. Da andererseits &hnliche Versuche mit
Paramicien (Paramaecium caudatum) brauchbare positive Resultate
gezeitigt haben, schien es richtig, sie jetzt zu vertffentlichen, zumal
ich annehmen darf und hoffe, dafl diese so leicht ausfithrbaren
Methoden sowohl im Unterricht als auch bei speziellen Untersuchungen
an Paramaecium oder an anderen Infusorien Verwendung finden
werden.

An den iblichen Paramaecium-Priparaten sind aufler den
Kernen kaum Einzelheiten zu erkennen; allenfalls sind einige
Vakuolen gerade zu ahnen, von den Wimpern ist nichts mehr zu
sehen, und die an sich so charakteristische Gestalt ist fast nie
vollkommen erhalten geblieben. Das Aussehen der Paramicien im
fertigen Priparat ist somit in der Regel wenig erfreulich. Vor
allem die Art der Fixierung scheint an dem ungiinstigen Erhaltungs-
zustand schuld zu sein. Diese Uberlegung war fiir mich der An-
laB, auszuprobieren, ob es nicht moglich sei, durch eine der
Fixierung vorausgehende Vorbehandlung zu verhindern, daf die
Paramicien sich derart nachteilig veridndern.

Verschiedene Angaben aus der Literatur legten es nahe, zu diesem
Zweck Schwermetallsalze zu verwenden. Bei verschiedenen, be-
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sonders empfindlichen Meerestieren, wie Siphonophoren, Medusen,
Salpen u. a. sind Lésungen von Kupfersulfat und andere Kupfer-
salze und Eisenchlorid mit Erfolg angewandt worden, wenn es galt,
die Gestalt der betreffenden Tiere in moglichst natiirlichem Zustand
zu erhalten. Auflerdem liegen Angaben vor, daB diese Salze auch
zur mikroskopischen Untersuchung als wertvolle Hilfsmittel ver-
wandt worden sind. So -hat sich nach For die Verwendung von
Eisenchlorid in alkoholischer Losung zur Fixierung von Cilien und
Pseudopodien bewidhrt, und die Verwendung von Kupferacetat und
Kupferchlorid wird zur Untersuchung frischer empfindlicher Pflanzen-
zellen empfohlen, wobei nur die voriibergehende Erhaltung der
Zellen in Frage kam.

Es wurden daher zunichst einige orientierende Vorversuche
vorgenommen, um festzustellen, welche Wirkung Eisen- und Kupfer-
salze auf die Paramicien haben; es zeigte sich bald, dal bei ge-
eigneter Auswahl eine Methode gefunden werden kann, welche es
ermoglicht, die Paramicien mit gut erhaltener Gestalt zu fixieren.
Schon diese ersten Versuche waren in ihrem Ergebnis direkt iiber-
raschend, da durch Verwendung dieser Metallsalze jegliche Ver-
kiirzung der Paraméicien verhindert und ein lebensdhnlicher Er-
haltungszustand erreicht werden kann. Bei diesen Vorversuchen
eroffnete sich noch eine weitere Moglichkeit, die zundchst nicht ins
Auge gefalit worden war. Es stellte sich ndmlich heraus, daf bei
Verwendung vor allem von Kupfersalzen ein Teil der Paraméicien
auf dem Tragglas haften blieb. Diese Feststellung schien mir sehr
wichtig und war bestimmend fiir den weiter einzuschlagenden Weg,
dessen Ziel es jetzt war, eine Methode ausfindig zu machen, durch
welche die Paramécien in gut erhaltenem Zustand fixiert wurden
und gleichzeitig dabei auf dem Tragglas festklebten. Ks mubBte
dann moglich sein, die Paraméicien wie aufgeklebte Schnitte weiter
zu behandeln; jegliches Zentrifugieren und Pipettieren war dann
nicht mehr notig.

‘Die einzige mir bekannte Untersuchung, in der auch Para-
micien auf das Tragglas aufgeklebt und weiterbehandelt worden
sind, ist die von Bozrer!), der die Paramicien mit starkem
Fremmine’schen Gemisch 2 Minuten lang fixierte, wobei ein Teil
der Paramicien am Tragglas haftete und sodann mit Eisenhima-
toxylin geférbt werden konnte.

1) E. Bozrer, Uber die Morphologie der Ernihrungsorganellen und die Physio-

logie der Nahrungsaufnahme bei Paramaecium caudatum. Arch. f. Protistenk.
Bd. 49 p. 24.
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2. Die Wirkung der Kupfersalze auf die Paramiicien.

Von Eisensalzen wurden nur Losungen verschiedener Kon-
zentration von Eisenchlorid und Eisenalaun (Eisenammoniak-Alaun)
wie er fiir die HErpENHAIN'Sche Eisenhimatoxylin-Farbung verwandt
wird, ausprobiert. In ihrer gestalterhaltenden Wirkung leisten sie
das gleiche wie die Kupfersalze, sind also in Konzentrationen von
1,—1 Proz. sehr geeignet, um die Paramicien in unbeweglichem
Zustand etwa 10 Minuten lang zu beobachten. Da diese sich aber
nach der Einwirkung von Eisensalzen bei der Weiterbehandlung

a b

Fig. 1. a Drei Paramicien mit gut erhaltener Gestalt; die zum Cytostom ziehende

Einsenkung, die Peristommulde, ist zu erkenmen. 1,5 Proz. Kupferacetat 1 Min.,

Osmiumsdureddmpfe 45 Sek., Sublimat 10 Min., Alaunkarmin 12 Min., Anilinblau-

Orange 3 Min. b Ein Paramaecium 30 Sek., in 1,5 Proz. Kupferacetat und dann
in Jodwasser.

fast simtlich vom Tragglas wieder ablosen, wurde davon abgesehen,
auf diesem Wege Dauerpriaparate herzustellen.

Von Kupfersalzen wurden Kupfersulfat, Kupferchlorid und
Kupferacetat in verschiedenen Konzentrationen durchprobiert, und
zwar zeigte es sich bald, daf bei Kupferchlorid nicht unter Kon-
zentrationen von 0,4 Proz., bei Kupfersulfat nicht unter 0,5 Proz.
und auch bei Kupferacetat nicht unter 0,5 Proz. herabgegangen
werden darf, wenn ein Teil der Paramicien seine Gestalt bewahren
soll. Mit allen schwicheren Konzentrationen wird dieser Zweck
nicht mehr erreicht; die Paramiicien erscheinen dann breit und
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nicht mehr natiirlich. Nach oben wurde nicht iiber Losungen von
1,5 Proz. hinausgegangen, und zwar aus dem einfachen Grunde,
weil in diesen Konzentrationen die Paramicien schon nach einer
Einwirkungsdauer von 1—2 Minuten im umgekehrten Sinne defor-
miert werden, zunéchst zusehends schlanker wurden und sehr bald
Lingsfalten und Buckel und Wellen an ihrer Oberfliche bekommen
und so immer mehr an Volumen einbiiBen, wie etwa ein Frosch-
erythrocyt in einer hypertonischen Salzlosung. Die besondere Wirkung
der Kupfer- und auch der Eisensalze auf die Paramicien beruht
ziemlich sicher nicht darauf, daB auf der gesamten Oberfliche der
Pellicula ein feiner, unsichtbarer Niederschlag entsteht, sondern,
daff die Oberflichenschicht durch das Metallsalz ge-
fallt wird und dabei so stark abgedichtet und verfestigt wird,
daB das Tier sich nicht mehr zu kontrahieren vermag. Wir sind
daher wohl berechtigt, anzunehmen, daB zunichst etwa das Ecto-
plasma von dem Kupfersalz gefdllt wird. Ist die Gesamtkonzentration
(Salzlosung -+ Kulturtropfen) niedriger als Y/, Proz, dann reicht die
Verfestigung der Oberflichenschicht nicht auns, um gegen die Kon-
traktionskraft des Paramaeciums geniigend Widerstand zu bieten.
Da bei Zusatz eines Tropfens einer 1proz. Kupfersulfatlosung zu
einem Tropfen Paramaecium-Kultur nicht in allen Teilen die Kon-
zentration geniligend stark ist, wird sich immer auch dann noch
ein Teil der Paramicien kontrahieren. Je stirker die verwandte
Kupfersalzlosung ist, um so stérker ist auch die Féllung; die ge-
fallte Ectoplasmaschicht wirkt dann wie eine semipermeable Membran,
indem offensichtlich Wasser nach auflen tritt, so daB die Para-
micien bald zusammenschrumpfen. Durch Uberfithrung in destil-
liertes Wasser kann dieser ProzeB riickgéingig gemacht und die
Oberfliche des Paramaeciums wieder glatt werden.

Von Interesse ist auch die Wirkung der Kupfersalzlosungen
auf das Verhalten verschiedener Organellen der Paramicien. Bei
Zusatz eines Tropfens 1 proz. Kupfersulfatlosung zu einem Pora-
maecium-Tropfen schlagen die Wimpern noch eine Zeitlang, nach-
dem die Paramécien schon ihre Bewegung eingestellt haben, und
wenn die Wimpern des grofiten Teiles der Korperoberfliche schon
stillstehen, dann schlagen die des Peristomfeldes noch kriftig weiter,
wohl ein Zeichen dafiir, daB sie mit groferer Energie bewegt werden.
In stirkeren Kupfersalzlosungen schlagen unter Umstinden nur
noch die Peristomwimpern kurze Zeit.

Auffallender noch und bemerkenswert ist das Verhalten der
kontraktilen Vakuolen in Y, proz. Kupfersulfatlosung. Es
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zeigte sich, daB bei den immobilisierten Paramécien die kontraktilen
Vakuolen noch 4 Minuten lang zu abnormer Grofie anschwellen
konnen, dann nehmen sie wieder langsam an Volumen ab und
konnen 10 Minuten nach Zusatz des Kupfersulfats unsichtbar sein.
Es kann unter Umstéinden auch neben einer vorhandenen noch eine
zweite kontraktile Vakuole auftreten (siehe Fig. 3, rechtes Para-
maecium). Dieses Verhalten der kontraktilen Vakuolen ist so zu
erkldren, daf infolge Erstarrung der gesamten Korperoberfliche,
den Paramicien die Moglichkeit
genommen wird, ihren I[nhalt
nach auflen zu entleeren. Aus
der Tatsache, daB die kontrak-
tilen Vakuolen in Kupfersulfat-
losung noch anschwellen, muB
weiterhin gefolgert werden, daf
die Paramfcien zunichst nur an
ihrer Oberfliche abgetotet worden
sind, wihrend ihr Zelleib gréBten-
teils noch am Leben ist. Damit
wird die oben geduBerte Vermu-
tung bestitigt, daB zunichst nur
die Ectoplasmaschicht von der
Kupfersalzlosung gefillt wird.
Durch diese erstarrte Ectoplasma-
schicht dringt die Kupferlosung Fig. 2. a Paramaecium mit scharfen
nur allméhlich in das Entoplasma Konturen. 1,5 Proz. Kupfersulfat 2 Min.,
ein, das daher erst spiter ab- Holzessigddmpfe 10 Min., Sublimat 10 Min.

. . . Alaunkarmin, Anilinblau-Orange. b Desgl.
7. - i

stirbt.  Ein v?rschledenes Ver Am Vorderende sind die Trichocysten zu

halten von Kcto- und Ento- gepep, 1, Proz. Kupfersulfat 6 Min.,

plasma konnte auch fiir Stentor Osmiumsiuredimpfe 25 Min., Emgriicn-
coeruleus in 1 proz. Kupfersulfat- sches Himatoxylin 45 Min. Salzsiure-
losung festgestellt werden; hier alkohol.

erstarren zundchst die Tiere im

halbgestreckten Zustand, kontrahieren sich aber noch nach etwa
7 Minuten bei Zusatz eines Fixierungsmittels, um dann zu sterben.
Die hier mitgeteilten Beobachtungen iiber die kontraktilen Vakuolen
bediirfen noch insofern einer gewissen Kinschrinkung, als sie deut-
lich nur an solchen Paramicien gemacht werden konnen, die lings-
gestreckt geblieben sind, aber nicht ganz schlanke Form haben.
Bei schlanken Paramécien nehmen dagegen die kontraktilen Vakuolen
in Y, proz. Kupfersulfat kaum mehr ap Volumen zu und werden
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bald unsichtbar; Entsprechendes ist an den meisten Paramicien in
Kupfersalzlosungen in stirkerer Konzentration zu beobachten. Bei
Paramécien, die dagegen auch noch ldngsgestreckt, aber dabei eher
breit geblieben waren, konnen die ziemlich groBen Vakuolen er-
halten bleiben, und Entsprechendes gilt fir verkiirzte Paraméicien.
Dieses verschiedene Verhalten der kontraktilen Vakuolen ist so zu
erkliren: bei den schlanken Paramicien, einerlei in welcher Kupfer-
salzlosung, ist die Oberflichenschicht am stirksten abgedichtet,
infolgedessen wandert hier schon bald mehr Wasser nach aufen
(Schrumpfung) als Kupfersalzteilchen nach innen; infolgedessen
steht fiir das Anwachsen der kontraktilen Vakuolen kein Wasser
zur Verfiigung. Wann bei solchen Paramicien der Zelleib ganz
abstirbt, war nicht zu ermitteln, auch bei Dunkelfeldbeleuchtung
nicht, da die Oberflichenschicht zusehends stidrker lichtbrechend
wird. Bei Paramicien mit zunichst anwachsenden kontraktilen
Vakuolen ist dieses Anwachsen moglich, da die Abdichtung der
Oberfliche hier geringer ist und zunichst kein Wasser nach auflen
wandert. Bei den verkiirzten Paramécien schlieBlich ist die Ab-
dichtung so gering, daB das Kupfersulfat rascher einzudringen ver-
mag, und der Zelleib der Paramicien mit seinen angeschwollenen,
kontraktilen Vakuolen in diesem Zustand abgetdtet wird.

Vergleichsweise wurden kurz Versuche mit Chlorkalzium in
dhnlichen Konzentrationen ausgefiihrt, um festzustellen, ob durch
die Abdichtung der Oberflichenschicht der Paramicien, die diesem
Salze eigentiimlich ist, eine &hnliche Wirkung erzielt werden kann,
wie mit Kupfersalzen. In Konzentrationen von 1—2 Proz. starben
die Paramicien, ohne ihre Gestalt zu bewahren; die meisten aber
zerplatzten in diesen Losungen.

3. Die Verwendung von Kupfersalzen zur Konservierung

der Paramiicien.

Wenn man einem Tropfen Kulturwasser mit Paraméicien einen
gleich groBen Tropfen ven 1 proz. Kupfersulfat hinzufiigt, dann wird
ein Teil der Paraméicien sogleich immobilisiert, andere schwimmen
noch lebhaft herum, und es kann bis zu 2 Minuten dauern, bis alle
Paramicien bewegungslos sind. Ihr verschiedenes Verhalten beruht
darauf, daB nur diejenigen, die gleich mit der unverdiinnten Kupfer-
salzlosung in Beriithrung kommen, still stehen, die iibrigen aber an
Stellen geringerer Konzentration noch herumschwimmen. Schlielich
streben sie irgendwo der Oberfliche des Tropfens zu, ohne dieselbe
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immer zu erreichen; bevor sie ihre Bewegungen einstellen, schaukeln
sie vielfach hin und her oder rotieren um einen Punkt, wobei ihr
Vorder- oder ihr Hinterende im Drehpunkt liegt. Ein Teil der
Paramécien haftet nun an dem Tragglas, andere an der freien
Oberflidche des Tropfens, die meisten sind in dem Fliissigkeitstropfen
suspendiert. Entsprechend verhielten sich kleine Stylonychien, die
wesentlich lingere Zeit in den
Kupfersalzlosungen  herum-
schwammen. Am besten wird
die Gestalt derjenigen Para-
mécien erhalten, die ziemlich
schnell nach Zusatz des
Kupfersalztropfens immobili-
siert werden, weniger gut bei
denjenigen, die erst nach einer
gewissen Einwirkungsdauer
zum Stillstand kommen. Von
diesen konnen einige unter
Umstinden die duBerste Peri-
pherie des Tropfens erreichen
und sich hier, wenn derselbe
sehr flach ist, stark abplatten
(Fig 3und 4). Wenn sie nicht
weiter deformiert sind, 148t
sich an ihnen manches besser gig 3. Abgeplattete Paramicien mit kon-

erkennen als an solchen mit traktilen Vakuolen. Der schrig nach hinten
gut erhaltener Gestalt; mei- aus dem Macronucleus verlaufende helle Keil

stens haften erstere besonders 15t der Cytopharynx. Mit der Lupe ist in
fest an der Oberfliche des der vorderen Korperhilfte die Pellicula-

struktur zu erkennen. Am linken Paramae-
Tragglases. cium links am Macronucleus der Micro-
Aus diesem verschiedenen nucleus. Y, Proz. Kupfersulfat 8 Min., Os-
Verhalten der Paramicien miumsduredimpfe 3 Min., Sublimat 10 Min.,
geht auch hervor, daB die Ge- Alsunkarmin 2 8td.
stalt des Tropfens fiir das Ge-
lingen eines Priparates von grofem Einfluf ist, und daf es von Vorteil
ist, wenn sich der Tropfen moglichst ausbreitet. An sich geniigt es,
wenn ein peinlich sauberes Tragglas zur Herstellung eines Para-
maecium-Priaparates verwandt wird. Es ist aber anzuraten, um eine
Ausbreitung des Tropfens immer sicher zu erreichen, den mittleren
Teil des Tragglases ziemlich breit mit EiweiBglycerin ein-
szureiben und zwar ein wenig stirker als es sonst beim Aufkleben
Archiv fiir Protistenkunde. Bd. LXXVI. 12
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von Schnitten notig ist. Die Fliche, die mit Eiweilglycerin ein-
gerieben wird, muB grofer sein als die sie bedeckende Fliissigkeits-
schicht, auch nachdem sich letztere ausgebreitet hat. Auch die
Methode, den Objekttriger mit der Zunge zu befeuchten, kann gute
Dienste tun. Alle anderen Klebmittel, wie reines Eiweif, Gummi
arabicnm und Mastix, die versucht wurden, um ein besseres Haften
der Paraméicien am Tragglas zu erreichen, erwiesen sich als weniger
vorteilhaft. Das Eiweillglycerin wird ebenso wie die Oberfliche
der Paramicien durch die Kupfersalzlosung gefillt; dadurch haften
die Paramécien, die an seiner Oberfliche sitzen oder in das Eiweil-
glycerin eingedrungen sind, an den dabei entstehenden Hiutchen
und damit auch an der Oberfliche des Tragglases.

Es wurde daher so verfahren, daB ein Tropfen mit Paramicien
auf ein Tragglas mit EiweiBglycerin gebracht wurde und Y, Minute
spiter, als sich der Tropfen schon merklich ausgebreitet hatte, die
Kupfersalzlosung zugesetzt wurde. (Eiweifglycerin, das mit etwas
Karbolsdure versetzt ist, wirkt auf die Dauer schidigend auf die
Paramicien, aber bei der kurzen in Betracht kommenden KEin-
wirkungszeit spielt das weiter keine Rolle) Da auch bei diesem
Verfahren sich bei der Weiterbehandlung ein grofer Teil der Para-
micien ablost, ist es erforderlich, daf der Kulturwasser-
tropfen reichlich Paramécien enthédlt. Um sicher zu
sein, daf das Kupfersalz immer in der gewiinschten Konzentration
verwandt wird, empfiehlt es sich, fiir Paramaecium-Tropfen und
Kupfersalztropfen die gleiche Pipette zu verwenden. Nach Auf-
setzen des ersteren hat man ja Zeit, die Pipette kurz auszuspiilen
und moglichst zu trocknen. Der Kupfersalztropfen darf nur aus
geringer Hohe auf die Paramécien herunterfallen, da sie sich sonst
durch die damit verbundene Erschiitterung noch kontrahieren.

Von gewissem Einflufl auf das Gelingen der Priparate scheint
auch das Alter einer Paramaecium-Kultur zu sein. Jiingere Kulturen
mit verhdltnisméfig geringem Salzgehalt und eher breiten Para-
mécien eignen sich weniger als dltere mit solchen von ausgeprigterer
Gestalt. Auch ist es zu vermeiden, daf sich in dem Kulturtropfen
viel Detritus oder Zoogloeen befinden, da sich alle Paramicien, die
sich in ihnen aufhalten, bei Zusatz der Kupfersalzlosung stark
verkiirzen.

Was nun die Konzentration der anzuwendenden
Kupfersalzlosung anbetrifft, so war ich zun#chst der Meinung,
daf die niedrigste, noch eben zuléssige Konzentration am geeignetsten
sei. Spiter zeigte es sich, daf bei 17/, proz. Kupfersalzlosung und



Paramaecium-Priparate. 179

relativ kurzer Einwirkungszeit noch bessere Resultate erzielt werden
koénnen und der Prozentsatz von Paraméicien, deren Gestalt nicht
gut erhalten wird, dann immer viel geringer ist. Bei Verwendung
von Kupfersulfat diirfen die Paramicien bei einer Konzentration
von Y/, Proz. 7—8 Minuten der Losung ausgesetzt sein, bevor zur
Weiterbehandlung geschritten wird, bei 1 Proz. nicht linger als
3 Minuten, bei 1,5 Proz. 1 bis hochstens 2 Minuten. Kupferchlorid

Fig. 4. Etwas abgeplattetes Paramae- Fig. 5
cium. Hintere kontraktile Vakuole und ;
Cytopharynx zu sehen, der im Préparat
hellblau gefarbt ist, im Gegensatz zu dem
sonst hellviolett gefirbten Plasma. Die
Kerne erscheinen rot. Auf der linken
Seite die Peristommulde mit ihrer durch
den Macronucleus ziehenden Begrenzungs-
fliche. 1 Proz. Kupfersulfat 5 Min., For-
molddmpfe 10 Min., 10 Proz. Formol 20 Min.,
Alaunkarmin 30 Min., Anilinblau-Orange
10 Min.

Paramaecium mit besonders
deutlichen Nahrungsvakuolen; auch der
auf der linken Seite sitzende blau-
gefarbte Cytopharynx ist gut zu er-
kennen. Der Micronucleus sitzt un-
mittelbar am Vorderrand des Macro-
nucleus. Das Préparat ist sehr farben-
prichtig. 1/, Proz. Kupfersulfat 8 Min.,
Osmiumsdureddmpfe 8 Min., Sublimat
10 Min. Alaunkarmin, Anilinblau-
Orange.

fithrt sehr schnell zu Deformationen und darf nur sehr kurze Zeit
einwirken: Y/, Proz. 2 Minuten; 1,5 Proz. maximal 1 Minute. Die
Resultate waren hier nicht so gleichmiBig wie bei Kupfersulfat.
Kupferacetat bewéhrte sich am besten. Eine Y/, proz. Losung darf
bis zu 5 Minuten einwirken, 1 proz. bis zu 3 Minuten, 1,5 proz. in
der Regel 45 Sekunden, maximal 90 Sekunden. Im Interesse einer

guten Gestaltserhaltung ist es wichtig, daf diese Zeiten nicht
12+
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wesentlich unterschritten werden, es sei denn, daf bei zu langsamem
Eindringen des nachfolgenden Fixierungsmittels die Einwirkungs-
dauer der Kupfersalzlosung unbeabsichtigt verlingert wird.

Die Kupfersalzlosungen wurdenimmerindoppelter
Stdrke, als hier angegeben, verwandt, aber da sie ja
einem gleichgrofen Tropfen Kulturwasser zugesetzt
wurden, erfolgte ihre Verdiinnung auf die Héalfte.
Allerdings ist dabei nicht auszuschliefen, daf im Augenblick des
Zusetzens in einigen Partien des Tropfens eine stirkere Konzentration
herrschte, als oben angegeben worden ist. Wie durch vergleichende
Versuche ermittelt wurde, ist ein Hin- und Herschwenken der
Flissigkeit zum Zwecke einer besseren Durchmischung der beiden
Tropfen zu vermeiden, da dadurch die Paramicien verhindert
werden, sich an der Oberfliche des Tragglases festzusetzen.

Wenn man die Paramicien betrachtet, nachdem sie durch die
Kupfersalzlosung immobilisiert worden sind, so findet man, daf sie
hiufig von einer Hiille umgeben sind, die aber nicht als eine Hill-
bildung im Sinne BrEsspav’s?!), also als Ausscheidung der Para-
mécien betrachtet werden darf, da sie nur auftritt, wenn Eiweil-
glycerin verwandt worden ist, sonst aber fehlt. Auflerdem werden
ja auch — nach BressLau — von den Paramiicien keine eigent-
lichen Tektinhiillen ausgeschieden. Die Hiillbildungen entstehen
hier vielmehr so, daB die Paramicien in die EiweiBglycerinschicht
eindringen und sich dann aus ihr zu befreien suchen, was ihnen
aber nicht mehr gelingt, und so gelegentlich einen kleinen Hohl-
raum schaffen und das Eiweiglycerin nach allen Seiten etwas
zuriickdringen. In dieser KEiweillglycerinhiille sitzen vielfach
explodierte Trichocysten, die vor dem Absterben der Paramécien
zur Entladung gekommen sind.

4. Verschiedene Wege der Weiterbehandlung.

Wir haben oben gesehen, daB bei langer Einwirkungsdauer der
Kupfersalzlosung die Paramécien deformiert werden, da das Ento-
plasma zu allméhlich gefillt wird. Als Fixierungsmittel kommen
also die Kupfersalze nicht in Frage; sie sind nur gestalt- und
strukturerhaltende Konservierungsmittel, machen aber eine nach-
folgende Fixierung nicht entbehrlich. Es zeigte sich nun bald, daB

) E. Bressvau, Die experimentelle Erzeugung von Hiillen bei Infusorien als
Parallele zur Membranbildung in der kiinstlichen Parthenogenese. Naturwiss.
Bd. 9 p. 21.
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sich bei direkt nachfolgender Fixierung die allermeisten Para-
micien entweder gleich oder im Laufe der Weiterbehandlung ab-
losten. Viel bessere Resultate wurden erzielt, wenn eine Vor-
fixierung eingeschaltet wurde, und zwar bewidbrten sich dabei
besonders Osmiumséduredimpfe. Ks wurde nun so verfahren:
nach Beendigung der Kupfersalzeinwirkung wurde zunichst schnell
ein Teil der Fliissigkeit mit der Pipette abgesaugt und dann das
Tragglas mit der Schichtseite nach unten auf ein Schélchen mit
2 proz. Osmiumsiure gelegt. Die Einwirkungsdauer ist je nach der
Stirke der Osmiumsdure verschieden zu bemessen. Bei frischer
2 proz. Osmiumséure geniigt eine Riucherung von 1 Minute; eine
lingere Einwirkungszeit erschwert die spitere Kernfirbung. Kommt
es darauf nicht an, so kann man auch 5 oder 10 Minuten rduchern
oder bei schwicherer Osmiumséiure entsprechend linger. Die Ge-
stalt der Paramicien wird durch diese Behandlung sehr préignant
erhalten (Fig. 1 u. 2). Vorder- und Hinterende sind deutlich von-
einander zu unterscheiden, und die vom Vorderende zum Cytostom
ziehende charakteristische Peristomeinsenkung ist klar zu erkennen.
Auch die kontraktilen und Nahrungsvakuolen bleiben bei dieser
Behandlung gut erhalten. Nach lingerer Osmierung kann man direkt
in 70 proz. Alkohol iiberfithren, bei kiirzerer — und so wurde in der
Regel verfahren — wurden einige Tropfen einer konzentrierten
Sublimatlosung auf das Pridparat getropft und 10 Minuten
darauf belassen (Fig. 1, 3, 5 u. 6). Weder vor der Osmierung, noch
nach derselben darf mit destilliertem Wasser abgespiilt werden.
Die noch vorhandene Kupfersalzlosung ist, nachdem die Fixierung
eingesetzt hat, bedeutungslos geworden. Gleich nach Sublimatzusatz
stellt man unter dem Mikroskop fest, ob die Weiterbehandlung lohnt;
sonst kann man ohne viel Zeitverlust ein neues Priparat beginnen.
Nach der Sublimateinwirkung kommt das Tragglas fiir 10 Minuten
in 70 proz. Alkohol, dann 2 Minuten in destilliertes Wasser
und weiter in die Farblosung, was weiter unten noch besprochen
wird. Fixierungsmittel, die Alkohol enthalten, sind zu vermeiden,
da durch sie starke Stromungen auf dem Tragglas entstehen,
wodurch die Paramicien losgerissen werden. KEs wurden natiir-
lich auch zur Kontrolle Paramicien mit und ohne Kupfersalz-
vorbehandlung wund nur mit Sublimatfixierung weiterbehandelt.
Abgesehen davon, daB nur wenige Paramicien dann iiberhaupt
am Tragglas festhaften, wurde auch ihre charakteristische Gestalt
viel weniger gut erhalten, und von der Peristommulde war dann
nichts zu sehen.
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Die Vorteile der Osmiumriducherung bestehen darin, daf sie
die durch die Kupfersalzlosung konservierte Gestalt vorziiglich
fixiert und die Wimpern, die Pelliculastruktur, ebenso wie die
Vakuolen sehr gut erhalten werden, und dall auch bei ihrer
schnellen Einwirkung auf die Oberfliche der Paramicien ein Nach-
wirken der Kinfliisse der Kupfersalzlosung ausgeschlossen wird.
Die Nachteile der Osmiumsdure beruhen darauf, dafl eine weitere
Verfestigung der Oberfliche der Paramécien eintritt, was das Ein-
dringen von Farbstoffen sehr er-
schwert. Aus diesem Grunde,
und um auch fiir Praktikums-
zwecke die teure Osmiumsiure
entbehrlich zu machen, wurden
auch andere Substanzen auspro-
biert, und es zeigte sich, daf
sowohlmit denDdmpfeneiner
konzentrierten Formol-
losung (3 Minuten lang) oder
von Holzessig (3—10 Minuten
lang) die Vorfixierung vorge-
nommen werden kann. Da
diese beiden Stoffe nicht so

a b rasch einwirken wie Osmium-
Fig. 6: aPm-mnaecim?z, dessen Wimpern séure, sind bei ihrer Anwendung
intensiv bl.au gefirbt sind. b"Das gleiche die Zeiten fir die Kupfersalz-
Paramaecium nach etwas lingerer Ex- N .
position, in dem nun der Macronucleus losungen etwas abzukiirzen. Nach
und die Vakuolen zu erkennen sind. Formolddmpfen wurde 10 proz.
Yo Proz. Kupferchlorid 2 Min., Osmium- Formol (Fig. 4) oder Sublimat
sdureddmpfe 1 Min,, Sublimat 10 Min. zyur Nachfixierung verwandt, nach
Alaunkarmin, Anilinblau-Orange. Holzessigdimpfen, Holzessig oder
auch wieder Sublimat. Die Nach-
teile dieser Methoden sind, daff die Paramécien nicht so scharf umrissen
aussehen, die Vorteile, dafl die Farbstoffe leichter eindringen als
nach Osmiamriucherung, so dafl die Farbedauer sehr kurz bemessen
werden kann. Offenbar wird die durch die Kupfersalze abgedichtete
Ectoplasmaschicht durch die Formol- und Holzessigdimpfe wieder
etwas aufgelockert. Nach Holzessigrducherung konnte das Ecto-
plasma mit den Trichocysten bei nachfolgender Alaunkarminfirbung
als deutlicher heller Saum vom dunkler geféirbten Entoplasma Férbung
unterschieden werden (Fig. 7). Andererseits ist eine positive Farbung
der Trichocysten mit Eisenhdmatoxylin dann gut moglich (Fig. 8).
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Wir sind damit schon auf das Gebiet der Firbung dieser
Paramaecium-Priparate gelangt, woritber noch Einiges zu sagen ist.
Zur Kernfirbung bewéhrte sich am besten, mit Kssigsiure an-
gesduerter Alaunkarmin, wie es HAMBURGER ') empfohlen hat.
Wiahrend der Férbung ist ofter unter dem Mikroskop zu kon-
trollieren. Bei Uberfirbung darf Salzsiurealkohol angewandt
werden. Jedoch ist es richtiger, es nicht zur Uberfirbung kommen
zu lassen. Auch HrerpEvsaWsches KEisenhidmatoxylin mit nach-
folgender weitgehender Differenzierung ergibt eine gute Kern-

Fig. 7. Paramécien mit hellem
Trichocystensaum. Kupferacetat
1,5 Proz. 50 Sek., Holzessigddmpfe

3 Min., Holzessig 10 Min. Alaun-
karmin.

Fig. 8. Vorderende eines Paramaeciums
mit gefarbten Trichocysten. 1,5 Proz.
Kupferacetat 50 Sek., Holzessigddmpfe 3 Min.,
Sublimat 10 Min., 2 Proz. Eisenalaun12 Std.,
1y Proz. wisseriges Himatoxylin 24 Std.,
Differenzierung in Eisenalaun.

firbung. Erriice’sches H#matoxylin fdrbte zu diffus. Fir all-
gemeine Zwecke diirfte eine Kernfirbung geniigen, zumal sich das
Plasma immer schwach dabei mitféirbt.

Sehr bemerkenswerte Resultate wurden bei der Nachfirbung
mit Anilinblau-Orange G ?)-Gemisch erzielt, ein Farbstoffgemisch,
das HerpenmAIN zur Bindegewebsfirbung empfiehlt und das in der

) Cr. HausureEr, Die Conjugation von Paramaecium bursaria Focke. Arch.
f. Protistenk. Bd. 4 p. 34.

2) Nach Romris, Taschenbuch der mikroskopischen Technik wird das Gemisch
folgendermaBen hergestellt: 0,56 g wasserlosliches Anilinblau und 2 g Goldorange G
werden in 100 cem destilliertem Wasser gelost, 8 ccm Eisessig zugesetzt, aufgekocht
und nach Erkalten filtriert.
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histologischen Technik zur Schnittfdrbung héufig verwandt wird.
Der Dispersititsgrad der beiden hier verwandten Farbstoffe ist
offenbar ein sehr verschiedener; denn mnach vorausgegangener
Osmiumrducherung dringt nur das Orange G in das Innere der
Paramécien ein, wihrend durch das Anilinblau die Pellicula und
vor allem die Wimpern sehr intensiv gefirbt werden konnen; auch
die Trichocysten, soweit sie ausgestoBen sind, werden blau gefirbt.
Besonders schon firbt sich schlieflich noch der schwach S-férmig
gebogene Cytopharynx mit seinen Wimpern als cinzige blaugefirbte
Partie, die in das Innere des Zellkorpers eindringt und sich dadurch
sehr deutlich von dem orangegefirbten Entoplasma abhebt. Soll
die Fiarbung gut gelingen, so darf eine nicht zu lange Osmierung
der Paramicien vorausgegangen sein, da sonst das Anilinblan gar
zu wenig in die Erscheinung tritt; andererseits mufl eine Osmierung
stattgefunden haben, da erst durch diesen Prozef die Pellicula der-
art abgedichtet wird, dal sie nur die Orange-Farbstoffteilchen
passieren 1i8t, wihrend die Anilinblauteilchen an der Oberfliche
zuriickgehalten werden. Das geht auch deutlich daraus hervor, daB
nach Vorfixierung mit Holzessig- oder Formolddmpfen eine so aus-
gesprochen differente Féarbung nicht gelingen will. Bei solchen
Préiparaten wurden nach Anilinblau-Orangenachfirbung die Ober-
flichenelemente nicht spezifisch gefirbt; nur der blau gefirbte
Cytopharynx hob sich klar von dem rétlich-violett gefirbten Plasma
ab (Fig. 4). Die Stammlosung von Anilinblau-Orange G muf fir
den hier in Betracht kommenden Zweck auf Y/, verdiinnt werden.
Die Firbedauer variiert zwischen 2 und 10 Minuten, je nach der
Dauer der vorausgegangenen Osmierung, und es zeigt sich dabei, daB
es oft nicht gelingen will, alle Paraméicien eines Priparates richtig
zu firben, da z. B. dann, wenn die abgeplatteten Individuen gerade
richtig gefirbt sind, die langgestreckten oftmals eine zu intensive
Firbung zeigen und dann zu undurchsichtig sind. Als Kontrast-
firbungen nach Alaunkarmin wurde noch mit Krfolg verdiinntes
Lichtgriin in alkoholischer Losung angewandt und nach Kisen-
himatoxylin Y/, proz. Kongorot in wéisseriger Losung.

Nur bis zur Beendigung der Fixierung werden die Prozeduren
an den horizontal gelagerten Priparaten vorgenommen, von dann
ab werden sie im Farbsatz wie Schnittpriparate behandelt
und dann ebenso auch weiterhin nach beendigter Firbung durch
die Alkoholreihe in Xylol iibergefithrt, wobei sie nur in absolutem
Alkohol und Xylol etwas linger als 2 Minuten belassen wurden.
Wenn man die fiir die einzelnen Phasen erforderlichen Zeiten zu-
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sammenzihlt, so ergibt sich, daf man ein Paramaecium-Priparat, nach
dieser Methode bebandelt, bequem in 1 Stunde fertigstellen kann.

Das Auflegen des Deckglases erfolgt am zweckmifigsten so,
daB man es zuerst mit der einen Kante aufsetzt, den eher fliissigen
Canadabalsamtropfen sich unter ihr ausbreiten 148t und dann bei
langsamem Senken des entgegengesetzten Deckglasrandes eine Bildung
von Luftblasen moglichst vermeidet. Gelingt das nicht restlos, so
mubB man sich hiiten, die Luftblasen nachtriglich durch Druck aus
dem Canadabalsam herauszupressen, da die Paramicien, die infolge
der Konservierung und Fixierung sehr briichig geworden sind, dabei
leicht beschidigt werden. Daher empfiehlt es sich, lieber den
Schonheitsfehler einer Luftblase mit in Kauf zu nehmen, als das
fertige Priparat zu gefihrden. Aus dem gleichen Grunde ist ein
nachtrigliches Verschieben des aufgelegten Deckglases zu vermeiden.
Von der Sprodigkeit der Paramicien, namentlich nach Osmierung,
bekommt man einen Begriff, wenn einige durch leichten Druck auf
das Deckglas beschidigt worden sind; es konnen dann eckige
Spriinge durch die Paramicien hindurchziehen. Auf das Anbringen
von Wachsfiifichen wurde in der Regel verzichtet.

Es ist vielleicht hier der Ort, die hier beschriebene Methode
deren Eigenart auf der Verwendung von Kupfersalzen beruht, mit
jener von BrEsstavu?l) kurz zu vergleichen, der schnell gelatinierende
Farbstoffe zur Fixierung und Féarbung verwendet. Bei beiden
Methoden werden die Infusorien nicht plotzlich, sondern allméhlich
abgetotet. Die Bressnau’sche Methode ist vorziiglich geeignet zum
Studium der Pellicularstruktur und der Wimpern, und sowohl in
dieser Hinsicht, als auch beziiglich der Kiirze des Verfahrens unserer
Methode iiberlegen; sie gibt uns aber kein vollstindiges Bild von
der Organisation eines Infusors. Die hier beschriebene Methode
leistet dagegen Besonderes beziiglich der Gestalterhaltung der Para-
maecien und gestattet uns, die Kerne, die kontraktilen Vakuolen
und die Nahrungsvakuolen darzustellen und auflerdem die Bestand-
teile des Ektoplasmas deutlich zu erkennen. Und da die Paraméicien,
angeklebt an das Tragglas, von einer Flissigkeit in die andere iiber-
fithrt werden, so ist auch hier die Handhabung verhéltnismi8ig
einfach.

Es wurde schon in der Einleitung und auch spiterhin darauf
hingewiesen, daf es nach den hier angewandten Methoden gelingt,

) E. Bressrau, Die Gelatinierbarkeit des Protoplasmas als Grundlage eines

Verfahrens zur Schnellanfertigung gefirbter Dauerprdparate von Infusorien. Arch.
f. Protistenk. Bd. 40 p. 21.
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nur einen Bruchteil der urspriinglich auf dem Préiparat vorhandenen
Paramécien durch alle Fliissigkeiten hindurch an der Oberfliche
des Tragglases bis in den Canadabalsam zu bringen. Die meisten
Paramicien gehen bei dem Ubergang von der Fixierungsfliissigkeit
in den Alkohol verloren, einzelne auch noch spiater. Hat man aber
mit reichlich viel Paramicien das Prdparat begonnen, so werden
auch in dem fertigen Priparat mindestens noch zwélf, meist aber
noch viele Paramécien vorhanden sein, und unter diesen wird man
immer eine Anzahl finden, die durch ihren relativ naturgetreuen
Erhaltungszustand auffallen und dadurch viel mehr befriedigen als
Paramécien, die nach den bisher iiblichen Methoden behandelt
worden sind.

Es ist natiirlich moglich und lag nahe, bei der grofen Verlust-
ziffer an Paramécien, die ganze hier beschriebene Methode, mit
Ausnahme der Osmierung, an einer grofieren Zahl von Paramécien
durch Behandlung im Reagenzglischen wund durch Zentrifugieren
vorzunehmen. Es haben sich aber dabei folgende Nachteile ergeben:
die Oberfliche der Paraméicien wird durch die Kupfersalzbehandlung
klebrig; sie neigen daher dazu, wenn sie beim Zentrifugieren zu-
sammengedringt werden, miteinander zu verkleben, und an ihrer
Oberfliche haften leicht allerlei storende Partikel. Immerhin ist
es moglich, auch auf diesem Wege einzelne, allerdings nur mit
Alaunkarmin gefirbte Paramicien mit gut erhaltener Gestalt im
fertigen Priéparat aufzufinden. Diese Methode wurde indessen nicht
weiter ausgearbeitet, da die Moglichkeit, die Paramécien wie Schnitte
auf dem Tragglas aufgeklebt, zu behandeln, wegen ihrer bequemen
Handhabung entschieden den Vorzug zu verdienen schien.

In Kiirze sei hiermit nochmals die fast immer zum Ziele fithrende
Methode zusammengefalt: ein Tropfen einer dichten Paramaecium-
Kultur auf ein Tragglas, das mit EiweiBglyzerin eingerieben, dazu
ein Tropfen 3proz. Kupferacetat, 45 Sekunden lang; Absaugen
eines Teiles der Fliissigkeit mit Pipette. Osminmrducherung iiber
frischer 2proz. Osmiumsidure 45 Sekunden; Sublimat 10 Minuten.
Dann Behandlung im Firbesatz: 70 Proz. Alkohol 10 Minuten;
destilliertes Wasser 2 Minuten; Féirbung mit angesfiuertem Alaun-
karmin; destilliertes Wasser; Farbung mit !/, Anilinblau-Orange G
(Farbedauer unter Mikroskop kontrollieren); destilliertes Wasser;
Alkoholreihe; Xylol: Canadabalsam.

Hat man mit dieser Methode gute Erfolge erzielt, so kann man
sie in verschiedenster Hinsicht variieren, indem man z. B. auf eine
schwichere Kupferacetatlosung eine ldngere Osmierung folgen 1ift
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und auf die Anilinblau-Orangefirbung verzichtet, wie das weiter
oben nidher ausgefiihrt worden ist. Man erhilt dann zwar eine
weniger markante Kernfirbung, aber die Pellikularstruktur wird
dabei viel deutlicher und die einzelnen Vakuolen kommen dann
noch schirfer heraus.

Y. Zusammenfassung.

Es wird gezeigt, da durch Kupfer- und KEisensalze bestimmter
Konzentration zunichst nur die Oberflichenschicht von Paramaecium
caudatum gefdllt und verfestigt wird, so daB sich die Tiere nicht
mehr zu kontrahieren vermogen, und ihre Gestalt sehr gut erhalten
wird; das Entoplasma wird erst etwas spiter abgetotet, was vor
allem aus dem Verhalten der kontraktilen Vakuolen geschlossen
werden kann.

Diese Eigenschaft, besonders der Kupfersalze, gestattet es,
Dauerpriparate von Paramicien herzustellen, die zundchst mit
Kupfersalzlosungen betimmter Konzentration behandelt werden; es
folgt eine Vorfixierung mit Dampfen von Osmiumséure, Formol oder
Holzessig und danach eine endgiiltige Fixierung mit Sublimat oder
anderen Fixierungsmitteln. Da ein Teil der Paramicien an dem
Tragglas haftet, ist es moglich, sie zur Hirtung und Firbung wie
aufgeklebte Schnitte im Farbglassatz von einer Fliissigkeit in die
andere fiiberzufithren. Als Farbstoffe bewdhrten sich vor allem
angesduerter Alaunkarmin und zur Nachfirbung Anilinblau-Orange
G-Essigsiure.

Im fertigen Dauerpriparat ist bei einem Teil der Paramicien
die Gestalt sehr gut erhalten; ebenso auch die Peristommulde und
das Cytostom. Auch alle wesentlichen Bestandteile des Zellkorpers
der Paramécien sind mit dieser Methode, die mannigfach variiert
werden kann, deutlich zu erkennen, und zwar: die Pelliculastruktur,
die Wimpern, die Trichocysten, der Cytopharynx, die Kerne, die
kontraktilen Vakuolen und die Nahrungsvakuolen.
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