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A. Einleitung.

Im hiesigen zoologischen Institut wurden im Jahre 1928 in
Kulturen von Paramaecium caudatum Tiere gefunden, die in Gestalt,
GroBe und Lebensiduferung P. caudatum ZulBerst dhnlich waren, sich
aber durch das Fehlen des typischen Kleinkerns unterschieden. Als
im Laufe der Untersuchungen festgestellt wurde, daf diese Tiere
eine wechselnde Zahl sehr kleiner Kerne besaen, entstand die Frage,
ob sie mit der von Powers und MrrceEL (1910) und Lanpis (1925)
beschriebenen Art P. multimicronucleatum, fir die die beiden ersten
Autoren 2—7, Lanpis vier Kleinkerne als charakteristisch angeben,
identisch ist. Zu dieser Frage liegen fiir eine Anzahl von Eigen-
schaften schon Untersuchungen von einem Mitglied unseres Instituts,
Herrn KorsTer vor, in der vorliegenden Arbeit sollen diese Unter-
suchungen nach der cytologischen Seite hin auf die Verhéltnisse bei
der Entstehung des Kernapparates nach der Conjugation ausgedehnt
werden. Ferner soll, nachdem die Art cytologisch bestimmt ist
und auf Grund des Kernbildes von P. caudatum unterschieden werden
kann, systematisch untersucht werden, ob und inwiefern sie sich
physiologisch von dem #uBerlich sehr &hnlichen P. caudatum
unterscheidet. Schlieflich soll hieran die Frage gekniipft werden,
ob eine Kreuzung beider Arten moglich ist.

Im ersten Teil sollen daher die Kernverhéltnisse bei Exconju-
ganten und die Entstehung von Micronuclei und Placenten (An-
lagen des neuen GroBkerns) untersucht werden. Im zweiten Teil
soll zur Ermittlung physiologischer Unterschiede das Verhalten
beider Arten zu Vitalfarbstoffen und Giften festgestellt werden, bei
letzteren sowohl der zellschidigende Einfluf als auch der auf die
Teilungsrate. Die Untersuchungen iiber Vitalfarbung fiihrten zu
einigen neuen Beobachtungen auf diesem Gebiet, die hier mitgeteilt
und diskutiert werden sollen. Der letzte Teil beschéftigt sich im
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wesentlichen mit dem Versuch zur Bastardierung beider Arten, dabei
miissen zunéchst noch zwei weitere Erscheinungen, Wiederconjugation
und Conjugation von Tieren, die einen KernerneuerungsprozeB durch-
machen, behandelt werden.

Es sei mir gestattet, meinem hochverehrten Lehrer, Herrn
Professor von Usiscw, fiir die Anregung zu dieser Arbeit und seine
stete Anteilnahme an dem Fortgang derselben meinen herzlichen
Dank auszusprechen. Ebenso danke ich Herrn Privatdozent Dr. Koss-
wic fiir das Interesse, das er meiner Arbeit entgegenbrachte, sowie
Herrn Dr. Krteer fiir seine wertvollen Ratschlige in chemischen An-
gelegenheiten, die meine Untersuchungen wesentlich geférdert haben.

B. Cytologische und vergleichend-physiologische
Untersuchungen tuber P. multimicronucleatum
und P. caudatum.

I. Der Aufbau des Kernapparats in den Exconjuganten
von P. multimicronucleatum.

a) Lanors (1925) bat als P. multimicronucleatum alle die bisher als
Abarten von P. coudatum gedeuteten Paramiicien zusammengefaBt,
die sich von P. caudatum physiologisch durch den Besitz iiberzihliger
kontraktiler Vakuolen (C. V.), cytologisch durch Anwesenheit mehrerer
auch nach GroBe und Bau von den Micronuclei von P. caudatum ab-
weichender Micronuclei auszeichnen. Paramiicien, die in der Form
P. caudatum sehr gleichen, aber die Fihigkeit besitzen, wihrend des
vegetativen Lebens drei oder mehr C. V. zu bilden, sind von Hance
(1917), TmaPAr (1923) und Bmaria (1923) vor Lanpis beschrieben
worden. Die Angaben und Ansichten der Forscher stimmen darin
iiberein, daf sie das Auftreten {iiberzéhliger C. V. als von Auflen-
bedingungen abh#ngig, die Féhigkeit aber, unter gewissen Bedin-
gungen diese iiberzéhligen C. V. zu bilden, als fiir diese Art eigen-
tiimlich, als erblich anmsehen. Zwar konnen nach WEenricH (1928)
auch bei P. caudatum drei C. V. auftreten; dieses ist aber selten und
meist auf die Zeit kurz vor der Teilung beschrinkt. Im einzelnen
haben Hance und TraPAr festgestellt, daB bei P. multimicronucleatum
die Zahl der C.V. mit dem Alter der Kulturlésung wichst, BEATIA,
daff die Zahl der in einer Kultur auftretenden Tiere mit zwei C. V.
der Teilungsrate proportional ist. Die Angaben decken sich in-
sofern, als wie THAPAR richtig angibt, in alten Kulturen die Tiere
gut erndhrt sind, aber fast keine Teilungen stattfinden. Demnach
iiberwiegen also in jungen Kulturen mit hoher Teilungsrate die
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Tiere mit zwei C. V., wihrend in alten mit geringer Teilungsrate
solche mit iberzibligen C. V. vorzugsweise zu finden sind. Cyto-
logische Angaben liegen in den Arbeiten der drei genannten Autoren
nicht vor, lediglich Hance bemerkt, da es ihm nicht moglich ge-
wesen sei, den fiir P. caudatum typischen Micronucleus zu finden.
Die ersten cytologischen Angaben iiber die fragliche Art stammen
von Powers und MrrceELL, Sie haben P. caudatum-ihnliche Tiere
mit 2—7, etwa 1 u grofen, blischenformigen Micronuclei vom Awu-
relia-Typ beschrieben. Von iiberzihligen C. V. ist nicht die Rede,
in 12,4 Proz. der untersuchten Tiere konnten sie keine Micronuclei
finden. Dann stellte Lawpis (1920) fest, daB bei diesen Tieren, die
sich von P. caudatum in geringem MaBe durch ihre Grofe unter-
schieden, iiberhaupt keine Micronuclei vorhanden waren, eine An-
gabe, die er 1925 widerrufen mufite, da er feststellte, daf die Tiere
durch eine konstante Zahl von vier Micronuclei ausgezeichnet waren,
die er infolge ihrer geringen GriBe bisher iibersehen hatte. Die
cytologischen Angaben von Powers und MircHELL und LLANDIS weichen
in Folgendem voneinander ab: PowEers und MitcHELL geben die
Zahl der Micro. als 2—7 an, ihre Anordnung als eine unregelmifige
in der Néhe des Macronucleus (Macro.); Lanpis gibt als konstante
Zahl vier an, dabei liegen diese ,reihenformig an einer Seite des
Macro.“, treten mehr als vier Micro. auf, so findet er diese in
solchen Tieren, die kurz vor der Teilung stehen. Er glaubt daher,
daf sich einige der vier konstanten Micro. schon durch Teilung auf
die Zweiteilung des Tieres vorbereitet haben. Bei den im hiesigen
Institut zur Untersuchung gelangten Tieren wurden ebenfalls hiufig
mehr als vier Micro. gefunden; der Einwand, daB es sich auch hier
um zur Teilung bereite Tiere handelt, konnte dadurch entkréftigt
werden, dal gezeigt wurde, da8 bei Teilungspartnern vor der
Trennuug nach der Teilung der Micro. die Zahl von acht iiberschritten
wurde, hiufig waren zehn Micro. einwandfrei nachzuweisen. Damit
war bewiesen, dafl die Zahl der Micro. bei unseren Tieren nicht
konstant ist. Es entstand daher die Frage, ob uns vielleicht ver-
schiedene Rassen vorlagen, deren jede durch eine konstante Anzahl
von Micro, also etwa 2—7, charakterisiert war, oder ob die In-
konstanz der Micro. im Rahmen der normalen Variationsbreite der
Art P. multimicronucleatum lag, wie dies Powers und MITCHELL an-
geben. Der direkten Entscheidung der Frage mittels Isolation und
Aufzucht reiner Linien stellten sich erhebliche Schwierigkeiten in
den Weg. Erstens konnte bei der Kleinheit der Gebilde und der
Gefahr, einige von ihmen zu iibersehen, ein zuwenig an Micro. nicht



Paramaecium multimicronucleatum und Paramaecium caudatum. 365

als Beweis gelten. Dadurch wurden Untersuchungen an reinen
Linien mit moglicherweise weniger als vier Micro. schon hinfillig,
nur bei Rassen mit mehr als vier Micro. konnte der Nachweis von
fiinf oder sechs in der reinen Linie als Beweis fiir eine Rassen-
zugehorigkeit gelten. Hier tritt aber eine neue Schwierigkeit hinzu,
die darin besteht, daB bei der Zweiteilung eine ungleichmiBige Ver-
teilung der Micro. vorkommen kann, so daf z. B. aus einem Tier
mit vier Micro. Tochtertiere mit drei und fiinf hervorgehen konnen.
Man wird also aus einer Inkonstanz der Micro. innerhalb einer
reinen Linie noch nicht auf eine Nicht-Rassenzugehorigkeit schliefen
diirfen, hingegen nur aus einer volligen Konstanz wéihrend einer
groBen Zahl von Generationen auf die Zugehorigkeit zu derselben
Rasse. Dieser Fall ist aber, wie die Endomixisversuche an reinen
Linien von STRANGHOENER (1932) gezeigt haben, kaum zu erwarten.
Es wurde daher zur positiven Entscheidung der Frage der Aufbau
des Kernapparats nach der Conjugation, also die Verhiltnisse bei
Exconjuganten untersucht, da zu erwarten war, dal sich an dieser
Stelle des Lebenscyclus der Tiere Konstanz oder Variation der Zahl
der jungen Kerne am ehesten und am auffilligsten &uBern mubBte.
Dabei boten Exconjuganten noch den Vorzug, daf die Entwicklung
und Zahl der Macronucleusanlagen, die ebenso wie die Micro. aus
einem einzigen Syncaryon hervorgehen und wegen ihrer Grofe zu
MiBdeutungen keinen Anlall geben, zur Untersuchung vergleichend
herangezogen werden konnten. Ks zeigte sich, daB ohne Beriick-
sichtigung dieser Anlagen eine Analyse der Kernverhdltnisse iiber-
haupt nicht einwandfrei moglich ist. Aus diesem Grunde zeigten
auch Versuche, die Frage der Konstanz an Conjugationspirchen zu
entscheiden, keine brauchbaren Resultate.

Die Untersuchungen wurden ausgefiihrt an einem Material, das
durch Reinkultur aus einem einzigen Tier entstanden war. Im
Dezember 1930 wurde aus einer Massenkultur ein Tier isoliert und
in einer vorher sterilisierten Heulosung weitergeziichtet. Nach
4 Wochen war durch fortwidhrende Teilung eine kleine Kultur A
entstanden, die am 11. Februar 1931 in zwei neue Kulturen 51
und 52 geteilt warde. Aus 52 wurde durch Isolation wieder eine
neue Reinkultur 72 und drei Massenkulturen 78, 79, 80 abgezweigt.
Die untersuchten Exconjuganten entstammen den Kulturen 72, 78,
80. Es wurde auf diese Weise an reinen Linien gearbeitet. Zeigt
es sich also, daB die Zahl der Micro. und Anlagen in den Exconju-
ganten nicht konstant ist, so darf man daraus schlieBen, daf es sich
um eine nicht erbliche Variabilitit handelt. Auferdem standen mir
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noch von Herrn Koster fiir seine eigenen Untersuchungen ange-
fertigte Priparate zur Verfiigung, die ebenfalls aus reinen Linien
gewonnen waren und bei denen das Alter zur Zeit der Fixierung
angegeben war. Auf diese Weise war es mir moglich, eine Alters-
bestimmung meiner durch Magsenfixierung erhaltenen Exconjuganten
vorzunehmen. Um einer Beeintrichtigung der Resultate durch Un-
regelméfigkeiten bei der Teilung zu entgehen, habe ich nur Excon-
juganten, die ganz sicher vor der ersten Teilung fixiert waren, zu
den Untersuchungen benutzt. Ks wurden zu diesem Zwecke Con-
jugationspirchen isoliert, und die KExconjuganten 15—45 Stunden,
nachdem die ersten Pirchen sich aufgelost hatten, fixiert (die Zeit
bis zur ersten Teilung dauert nach Koster mindestens 72 Stunden).
Fixiert wurde mit Sublimat-Eisessig, Sublimat-Alkohol (warm),
Kaliumbichromat - Eisessig und Bouiw’scher Fliissigkeit. Die An-
wendung mehrerer Fixierungsmittel erwies sich als notwendig,
nachdem sich herausgestellt hatte, daf bei Conjugationsstadien der
Einfluf des Fixierungsmittels auf die cytologische Struktur nicht
unerheblich ist. Gefidrbt wurde aus demselben Grunde mit Borax-
karmin, saurem Alaunkarmin, Alizarincyanin, Salzséurekarmin.
Schnitte (6 x), wurden mit Kisenhdmatoxylin (HEIDENHAIN) geférbt.

Die folgende Textfig. 1 gibt das von Lawnpis fiir den Conjuga-
tionsverlauf von P. multimicronucleatum angegebene Schema, soweit
es hier von Wichtigkeit ist, wieder. Als erstes Stadium sogleich
nach der Trennung der Exconjuganten habe ich ebenso wie Lanpis
das mit vier Micro., entstanden durch zweimalige Teilung des Syn-
caryons, gefunden. Meist aber zeigten die frithesten Stadien schon
einen weiteren Teilungsschritt von vier zu acht Micro. Nach Lanpis
gehen von diesen acht Micro. sieben zugrunde (Stadium K), wihrend
sich der iibrigbleibende zweimal teilt, sodaB wieder ein Stadium
mit vier Micro. entsteht. Die Teilung des einen Micro. hat Lanpis
nicht beobachten konnen. Das Stadium mit vier Micro. habe ich
ebenfalls gefunden. In der groBen Mehrzahl der Fille aber betrug
die Zahl der Micro. in diesem Stadium mehr als acht, bis zu 32 als
Hochstzahl. Unter diesen muf ich jeweils die Mehrzahl als ,dege-
nerierend“ im Sinne von Laxprs ansehen. Textfig. 2 zeigt einen
solchen Exconjuganten mit 32 Micro.,, von denen sechs schon zu An-
lagen des Macro. differenziert sind. Die jungen Anlagen unter-
scheiden sich von den Micro. weniger durch ihre Gréfe als durch
die lockere Anordnung des Chromatins. Die Micro. zeigen, was in
der Abbildung wegen der verschiedenen Tiefe, in der sie liegen,
schlecht zum Ausdruck kommt, eine Anordnung in acht Gruppen zu
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je vier. Gruppe 1 zeigt zwei junge Anlagen und zwei normale
Micro., Gruppe 2 eine Placente und drei Micro., Gruppe 3 vier Micro.,
von denen zwei schon das Aussehen von degenerierenden Kernen
zeigen, Gruppe 4 ebenfalls vier Micro., Gruppe b zwei Placenten,
zwel Micro., wovon einer degenerieren wird, Gruppe 6 vier Micro.,
Gruppe 7 eine Placente und drei Micro., Gruppe 8 vier Micro.

' F

‘-t G

b K

TS

: Q

Fig. 1. Entwicklung des Kernapparates in den Exconjuganten von P. multimicro-
nucleatum. (Nach Lawpis.)

Die Zahl der definitiven Micro. 148t sich in diesem Stadium noch
nicht mit Sicherheit angeben. Man darf wohl vermuten, daB die
acht Vierergruppen durch zweimalige Teilung jedes der acht Micro.,
die auch Lanprs angibt, entstanden sind. Besonders zu beachten ist,
daB die einzelnen Vierergruppen Kerne ungleicher prospektiver Be-
deutung enthalten, es konnen aus einer solchen Gruppe sowohl zwei
Placenten und zwei Micro., als auch vier Micro. hervorgehen, und
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da, wie wir nachher sehen werden, die Mehrzahl der Micro. dege-
neriert, muf man aller Wahrscheinlichkeit nach noch als dritten
Fall den annehmen, daf eine Vierergruppe iiberhaupt keinen Beitrag
zum definitiven Kernapparat liefert. Man wird hiernach auf einem
Stadium, auf dem definitive Micro. und Placenten schon vollstindig
differenziert sind, die Hochstzahl der Micro. mit 32 minus Zahl der
Anlagen angeben diirfen. Die bei den von Lanpis untersuchten Tieren
vorliegenden Verhiltnisse konnen
sich als Spezialfall hiervon ergeben,
wenn, wie Lanpis auch angibt, auf
dem Stadium K von acht Kernen
sieben degenerieren und nur einer
die Fiahigkeit zur weiteren Entwick-
lung in sich trigt, d. h. eine Vierer-
gruppe bildet, aus der dann in jedem
Falle zwei Micro. und zwei Placenten
hervorgehen. Uber die Zahl der
definitiven Placenten sagt dieses
Priparat nur aus, daf aus einer
Vierergruppe nicht mehr als zwei
Placenten hervorgehen. Das wiirde
also eine Hochstzahl von 16 Placenten
ergeben; wir werden sehen, daB die
Verhéltnisse bei den Exconjuganten
dieser Ansicht nicht widersprechen.

Es sollen jetzt zunéchst die ver-
schiedenen Typen von Exconjuganten
besprochen werden, die Anordnung
ist nach der Zahl der Anlagen, als
Fig. 2. P. multi. Junger Excon- Jem sichersten Merkmal, vorge-

jugant. Vergr. 1:400. nommen worden. Textfig. 3 zeigt
einen Exconjuganten vor der ersten Teilung mit zwei, schon ziem-
lich grofien Placenten, drei groBeren typischen und fiinf weiteren,
wohl degenerierenden Micro. Textfig. 4 stellt ein &hnliches Sta-
dium mit drei Placenten und vier typischen Micro. dar, von denen
einer in Teilung begriffen ist; auberdem ist noch ein weiterer
(a) kleiner Micro. vorhanden, der in der Form denen von LanDis
unter Nr. 54—60 abgebildeten zugeordnet werden kann und als dege-
nerierend angesehen werden muf. Textfig. 5 gibt einen KExcon-
juganten wieder, der in der Placentenzahl den von LanDIS ange-
gebenen , Normalfall“ darstellt. Jedoch fand ich 28 Micro., von denen
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ich neun als normal und typisch ansehen muB. Es liegt natiirlich
die Moglichkeit vor, daB von diesen auf einem spiteren Stadium
noch vier oder fiinf degenerieren und damit auch hinsichtlich der
Micro.-Zahl die Lanpis’schen Verhéltnisse vorliegen, es steht aber
auch nichts im Wege, besonders, da ich bei einer groBeren Anzahl
von Exconjuganten mit vier Placenten mehr als vier Micro. gefunden
habe, anzunehmen, daf auch in diesem Falle, nicht wie Lanpis an-
gibt, auf dem Studium K nur ein Kern er-
halten bleibt, der alles Weitere liefert, sondern
daf sich mehrere, hier sogar alle, weiter ent-

Fig. 8. P. multi. Excon- Fig. 4. P. multi. Excon- Fig. 5. P. multi. Excon-

jugant, zwei Anlagen, drei jugant, drei Anlagen, vier jugant, vier Anlagen, neun

Micro., fiinf degenerierte Micro., ein degenerierter Micro., 19 degenerierte
Micro. Micro. Micro.

wickeln, aus verschiedenen Vierergruppen im ganzen vier Placenten
entstehen, und daB die Hochstzahl der Micro. nur der Bedingung
32—4 = 28 unterworfen ist. Von diesen koénnen dann wieder viele
degenerieren. Der Anwendung des Lanpis’schen Schemas auf unsere
Exconjuganten mit vier Placenten macht auch noch die Tatsache
Schwierigkeiten, daf wir eine Teilung der Placenten vor der ersten
Teilung, wie sie Lanpis beschreibt, in keinem Falle gefunden haben.
Dasgselbe ist von STrRaNGHONER fiir den Aufbaun des Kernapparates im
endomiktischen Prozef festgestellt worden. Da Lanpis auch selbst
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(p. 134) sagt: ,The actual division of the anlagen has not been found,
but it seems to occur between eight to ten hours after separation“
scheint mir die Richtigkeit seiner Angabe in Frage gestellt zu
sein. In Textfig. 6 ist ein Exconjugant mit fiinf Placenten und
neun Micro., die sich voneinander kaum unterscheiden, wiederge-
geben, zwei Micro. liegen auf bzw. unter den Pla-
centen. Textfig. 7 zeigt ein Stadium mit sechs
Placen ten und sechs Micro., Textfig. 8 ein solches mit

. . o . _ Fig.8. P.multi. Exconjugant,
Fig. 6. P. multi. Excon- Fig. 7. P.multi. Ex siehen Anlagen, ein Micro,, drei

degenerierte Anlagen.
Micro. lagen, sechs Micro. P — Placenten.

jugant, fiinf Anlagen, neun conjugant, sechs An-

sieben normalen Placenten, von denen eine etwas kleiner als die iibrigen
ist, und nur einen Micro. Auflerdem zeigt dieses Priparat drei
weitere Gebilde, die ich als degenerierende Placenten ansehen mub.
P,, dhnelt einer normalen Placente, nur fehlt der charakteristische
Hof einer solchen, P, zeigt trotz ibrer geringen Grofe die den
meisten normalen Placenten eigene Vakuole im Innern, Py ist sehr
blaB geférbt, zeigt aber deutlich noch die lockere Struktur des Pla-
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centenchromatins. Eine Verwechslung aller drei Gebilde mit Zer-
fallsbrocken des alten Macro. scheint mir ausgeschlossen, erstens ist
die Féarbung von der der Macro.-Brocken sehr verschieden, zweitens
sind diese Gebilde scharf umrandet, wihrend die Macro.-Brocken
diese Umrandung nicht zeigen, drittens ist die typische Vakuole,

Fig. 9. P. multi. Excon- %?‘ig. 10. P multi. Excon- Fig. 11. P. multi. Ex-

jugant, acht Anlagen, jugant, zwolf Anlagen, sechs . t 14 Al

acht Micro., zwei degene- Micro.,, zwei degenerierte con]ugan', : nlagen,
rierte Micro. Micro. vier Micro.

wie sie sich in Placenten findet, bei Macro.-Brocken nicht zu finden.
Es diirfte sich hier vielmehr um den seltenen Fall handeln, daf
bereits differenzierte Placenten wieder zugrunde gehen. Ich habe
in anderen Pr#paraten #hnliche Gebilde wie diese gefunden. Sie
stehen diesen jedoch an Eindeutigkeit nach. Textfig. 9 stellt ein noch

ziemlich junges Stadium mit acht Placenten und acht Micro. dar,
Archiv fiir Protistenkunde. Bd. LXXVIIL 24
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von denen vier grifer als die ibrigen sind. Auferdem sind zwei
kleine degenerierende Micro. vorhanden. Textfig. 10 gibt einen Ex-
conjuganten mit zwolf noch jungen Placenten, sechs typischen und
zwei degenerierenden Micro. wieder, wihrend Textfig. 11 ein altes
Stadium mit 14 Placenten, von denen sich sieben durch besondere
Grofe auszeichnen, und vier typischen Micro. darstellt.

In Tab. 1 sind die Zahlen zusammengestellt, die bei der Unter-
suchung von 200 Exconjuganten vor der ersten Teilung gefunden
wurden. In der ersten Spalte ist die Zahl der vorgefundenen Pla-
centen, in der ersten Zeile die der Micro. eingetragen. Darunter ist
jeweils die Anzahl von Tieren angegeben, die die betreffende Zahl
von Micro. und Placenten besitzen. In der letzten Spalte und
letzten Zeile sind die Summen der Anzahl von Tieren mit den ver-
schiedenen Zahlen von Micro. und Placenten vermerkt.

Tabelle 1.

Zahl der Zahl der Micro. S
Placent .
el ol 1] 2| 8| 4| 5] 6] 8| 91012 12| ?

2 4 12l 2| —| 1| —|—|—|—|—|—| 1
3 1 2|—| 1| 1|—|—|—=|=|=|—=|=|=| o»
4 |24|{10|16|12|50| 2| 1| 4| 1| —|—|—| 8] 123
5 | 8| 3| 1| 1| 1|2 —| 1|—| 1] 1|—|—| 14
6 6| 3| 1| 1| 4|—|8|—|—|—=|—]¢2| 1| 21
7ot el 1| —| 1| —|—| 1| 1] 1|—] 1| 1] 10
8 1|—|—|—=|8|—|—=|1|—=|—=|—=|—|—| >
10 — ==l ===t 1| ==|=|=|=] 2
11 1| —|—|—|=]—=|=|=|—=|=|=|=1-] 1t
12 — ===l =]=|1|=|=]|=|—=|=|—-] 1t
13 — == === |=]=|=]|=|=| 1= 1
14 1 — == 1= 1=]|="=]|=|—=|—=1—] 2
Sa. 42|21 |24 |17]63] 4| 7| 8] 2| 2| 1] 4] 5] 200

Aus der Tabelle geht hervor, daf die Zahl der Placenten von
2—14 schwankt, 61,5 Proz. aller Exconjuganten haben vier Placenten,
10,56 Proz. sechs, dann folgen zwei und fiinf mit 7 bzw. 7,5 Proz.
Die anderen Zahlen kommen nur selten vor. Bei 21 Proz. aller Ex-
conjuganten wurden keine Micro. gefunden; es sind in dieser Zahl
ganz sicher viele Tiere einbegriffen, bei denen ein oder mehrere
Micro. iibersehen worden sind, eine Gefahr, auf die ich oben schon
hingewiesen habe. Immerhin sind auch eine Anzahl Tiere darunter,
die so klare Bilder zeigen, da8 diese Fehlerquelle ausgeschlossen

ist. Vier Micro. besitzen nur 31,5 Proz., mehr als vier Micro. 14 Proz.,
ein bis drei Micro. 31 Proz.
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Die Verteilung der Micro. und Placenten 148t sich in Hiufig-
keitskurven darstellen, wie dies in Textfig. 12 geschehen ist. Die
Maxima liegen in beiden Fillen bei vier Placenten und vier Micro.,
die Werte hierfiir sind hoher als die bei typischen Variationskurven
zu erwartenden. Die Kurve fiir die Micro. ist mit den angegebenen
Fehlern behaftet.

Die Tabelle und die Kurven zeigen also, daB die Tiere in der
Zahl der Micro. und Placenten der Exconjuganten stark variieren,
3/, aller Exconjuganten besitzen vier Placenten und 40 Proz. von
diesen vier Micro, stellen also den von Lawpis angegebenen Typus
dar, %/, dagegen variieren in der Placenten-

o zahl und 685 Proz. der Gesamtzahl in
60 der Zahl der Micro. KEine Beziehung
zwischen der Zahl der Micro. und der
50 der Placenten 148t sich nur insofern auf-
sk stellen, als die Maxima in der Anzahl
derselben beide bei vier liegen. Beziig-
30k lich der Entstehung dieser Kernverhilt-
nisse sei auf das Obengesagte verwiesen;
20% ich sehe keine andere Erklirungsmog-
0 o-— \\
o ! T S

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12 183 14
Fig. 12. Variabilitdtskurven fiir die Zahl der Micro. und Anlagen in den Excon-
juganten von P. multi. - -----. Zahl der Micro., - « Zahl der Anlagen.

lichkeit fiir diese komplizierten Kernverhéltnisse als die dort auf
Grund der Textfig. 1 versuchte Deutung. Insbesondere sehe ich
keine Moglichkeit, auf Grund des Liaxpis’schen Schemas zu einer
befriedigenden Erklirung zu gelangen. Aus den an reinen Linien
gewonnenen Priparaten geht noch hervor, daf die beiden Abkomm-
linge eines Conjugationspérchens in bezug auf die Zahl der Micro.
und Placenten nicht gleich zu sein brauchen. Es kommen neben
der in der Mehrzahl aller Fille auftretenden Kombination der Pla-
centen 4 : 4 auch die Kombinationen 4:6,4:7,5:6 vor. Auch hieraus
geht hervor, daf die Abkommlinge des Syncaryons hinsichtlich ihrer
prospektiven Bedeutung keineswegs determiniert sind.

Es sollen jetzt noch an einem beschrinkten Material die Ver-
hiltnisse an Exconjuganten, die sich bereits einmal geteilt haben,
besprochen werden. Nach Lanpis werden die Placenten hierbei

gleichmiBig auf beide Nachkommen verteilt, man darf also erwarten,
24*
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daB die Zahl der Placenten zwischen eins und sieben schwankt.
Dies ist im Prinzip auch der Fall; dazu kommt aber, daf auch bei
einer geraden Anzahl von Placenten eine ungleiche Verteilung der-
selben bei der Teilung des Tieres moglich ist. In Textfig. 13 w. 14
sind zwei Geschwister, Exconjuganten nach der ersten Teilung, dar-
gestellt, von denen eines eine Placente, das andere drei solche ent-
hilt. Es sind also in diesem Falle die vier Placenten ungleich ver-
teilt worden, die Zahl der Micro. ist bei beiden vier. Tiere mit nur
einer Placente habe ich sonst unter den Exconjuganten nach der

Fig.13. P. multi. Fig. 14. P.multi. Fig.15. P.multi. Fig. 16. P.multi.
Exconjugant Exconjugant Exconjugant Exconjugant
nach der ersten nach der ersten uach der ersten nach der ersten
Teilung. Eine Teilung. Drei Teilung. Sechs Teilung.  Drei
Anlage, vier Anlagen, vier Anlagen, drei Anlagen, vier
Micro. Micro. Micro. Micro.

ersten Teilung nicht gefunden. Textfig. 15 stellt einen Exconjuganten
desselben Stadiums mit sechs Placenten, der groften vorkommenden
Zahl, und drei Micro. dar, einer davon ist nicht typisch.

Aus der Tatsache, daB bei der ersten Teilung der Exconjuganten
eine ungleiche Teilung der Placenten vorkommen kann, wird man
ein dhnliches Verhalten auch von den Micro. erwarten diirfen. Ein
entsprechender Fall liegt uns fiir einen Exconjuganten nach der
vierten Teilung vor. Aus diesem Grunde glaube ich, kann aus den
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Kernbildern solcher Tiere nur mit groBem Vorbehalt ein Schlufl ge-
zogen werden. Ks sei deshalb nur mitgeteilt, dal der Besitz von
zwei Placenten und vier Micro. weitaus am h#ufigsten ist, und daf
drei Placenten mit ein, zwei, drei und vier Micro. zusammen vor-
kommen., Textfig. 16 stellt einen solchen Exconjuganten mit drei
Placenten und vier Micro. dar, der zugehorige Partner besitzt drei
Placenten und zwei Micro., so daB die Ausgangsform wahrscheinlich
sechs Placenten und sechs Micro. gehabt haben diirfte. In diesem
Falle miifte man annehmen, daf die Teilung der Micro., die nor-
malerweise der Zellteilung vorausgeht, unterblieben ist.

Es erhebt sich jetzt die Frage, wodurch die Unterschiede in
den Kernverhiltnissen der von Lanxpis untersuchten und diesen
Tieren bedingt sein kann. Zunéichst wird man daran denken miissen,
daf Auflenfaktoren, Erndhrung, Temperatur usw. eine Rolle spielen
konnen, eine Vermutung, die mir anf Grund meiner Préparate sehr
wahrscheinlich ist.

Tabelle 2.
Zahl Anzahl Verteilung auf die einzelnen Zuchten
der der Tiere
Placenten in Proz. |Kultur K |Kultur 80 |Kultur 72 | Kultur 78 | Kultur 80
1 2 3 4 ) 6 7
2 7,5 1 0,5 1 2 3
3 2,5 — 0,5 1,5 0,5 —
4 61,5 12,5 7 7 23 12
5 7 0,5 2,5 15 1 1,5
6 10,5 3 1 15 3 2
7 5 1 2,5 1 — 0,5
8 2,5 — 1 0,5 0.5 0,5
10 1 — — — 0,5 0,5
11—14 | 2,5 b= 1.5 1 — —
Sa. ' 100 18 16,5 15 30,6 20
4 Placent.: 61,59, 69,5 9/, 42,49/, 46,6 9/, 75,4, 609/,

In Tab. 2 sind noch einmal fiir die Zahl der Placenten die
Prozentwerte eingetragen, dabei ist in den Spalten 3—7 angegeben,
wie sich diese Werte auf die einzelnen Zuchten, aus denen die Ex-
conjuganten gewonnen wurden, verteilen. Die Tabelle zeigt, daf
der Prozentsatz der Tiere mit vier Placenten in den verschiedenen
Zuchten sehr verschieden grof ist: bei der Kultur K betrigt er
69,5 Proz., in der Kultur 80 einmal 42,4 Proz., bei Tieren, die einige
Tage spéter der Zucht entnommen wurden, 60 Proz., in der Kultur 78
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75,4 Proz. und in der Kultur 72 46,6 Proz. Es scheint mir aus-
geschlossen, daf diese Unterschiede rein zufillig zustande kommen,
ich glaube vielmehr, daf sich hierin der Einflu von Aufenfaktoren
geltend macht, in erster Linie der Reichtum an Nahrung, der den
jungen Exconjuganten wihrend der Zeit nach der Conjugation zur
Verfiigung steht. Darauf deutet auch der GrdBenunterschied, der
unter Textfig. 2—11 dargestellten Exconjuganten hin. Wie man bei
einem Vergleich dieser Abbildungen sieht, wichst die KorpergroBe
dieser Tiere im groBen Ganzen mit der Zahl der gebildeten Placenten.
Es wire moglich, daf die Zahl der Placenten direkt von der Menge
der zu ihrem Aufbau vorhandenen Nahrung abhinge. Doch kann
eine solche Parallelitit nur durch neue Versuche ermittelt werden,
die es gestatten, die Auflenbedingungen zu variieren.

Zusammenfassend wird man also sagen koénnen, daB die von
Laxpis untersuchten Tiere unseren gegeniiber eine ganz geringe
Variationsbreite des Kernapparats aufweisen, wihrend die von PowErs
. MrrcEELL untersuchten sich darin &hnlich wie die unserigen ver-
halten haben diirften. Aber auch Lanpis hat die Moglichkeit einer
Variation der XKernverhiltnisse in den KExconjuganten erwogen.
»There is always the possibility or probability of a certain degree
of individual variation®, er diskutiert sogar den Fall, daf auf dem
Stadium K weniger als sieben Micro. degeneriert sein kénnten
(S. 133): ,the four functional micronuclei . .. might have arisen
merely by the degeneration of four of the eight micronuclei produced
by the third division of the syncarion“, jedoch lehnt er diese An-
nahme im néchsten Satz wieder ab und fithrt dementsprechend auch
kein einziges Beispiel fiir eine solche Variation an.

Die eingangs gestellte Frage, ob eine Variation der Kernver-
hdltnisse oder verschiedene Rassen bei den untersuchten Tieren vor-
liegen, muBl daher auf Grund dieser Untersuchungen zugunsten der
ersten Annahme entschieden werden. Der Kernapparat von P. multi-
micronucleatum, wie er in den Exconjuganten aufgebaut wird, weist
eine auBerordentliche Plastizitit auf. Dabei spielt die Entstehungs-
weise von Mikro. und Placenten fiir den definitiven Kernapparat
keine Rolle. Bei der Teilung werden die Placenten gleichmiBig
oder ungleichmifig auf die Abkommlinge verteilt; die urspriinglich
vor der ersten Teilung vorhandene Zahl von Micro. wird so ab-
gedndert, da im normalen Tier bis zu sieben auftreten kénnen. Der
hierbei waltende Mechanismus — Unterbleiben von Kernteilungen
und ungleiche Verteilung der Kerne —, lie§ sich im einzelnen nicht
feststellen.
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Ahnliche Verhiltnisse wie die hier geschilderten hat DoeIEL
fiir Paraisotricha beschrieben. Er faBt seine Ergebnisse in dem Satz
zusammen: ,Die Anzahl und die Beschaffenheit der dem Macro.
bildenden Placenten hat bei der Wiederherstellung des Kernapparats
keine entscheidende Bedeutung.“

b) Es ist klar, daB die Kenntnis der Variationsbreite einer Art
Vorbedingung fiir eine Analyse der bei einer moglichen Bastardie-
rung auftretenden Formen ist. Es soll daher hier noch kurz auf
die Variationsbreite von P. caudatum eingegangen werden.

Bei P. caudatum entstehen durch dreimalige Teilung des Syn-
caryons acht Kerne, von denen vier zu Placenten werden: von den
vier iibrigen degenerieren nach Maupas drei und einer liefert durch
zweimalige Teilung vier Micro., so daB vor der ersten Teilung ein
Stadium mit vier Placenten, vier Micro. entsteht. Nach Carkivs und
Curn entwickeln sich von den urspriinglichen Kernen alle weiter,
so daB dasselbe Stadium entsteht. Krrrzxr (1914) hat die Angabe
von Maupas bestitigt, daB die vier definitiven Micro. aus einem
der urspriinglich vorhandenen hervorgehen; er hat dann weiter fest-
gestellt, da die drei anderen sich ebenfalls weiter entwickeln, einer
davon sich sogar teilen und mehrere Teilungen des Exconjuganten
mitmachen kann. Es liegt hier ein interessanter Parallelfall zu den
bei P. multimicronucleatum beschriebenen Verhiltnissen vor. Krirzre
bezeichnet einen solchen bei P. caudatum anormalen Fall als eine
»Art Atavismus®. , Urspriinglich entwickeln sich bei den Ciliaten
alle Micro.-Anlagen zu Micro. (P. aurelia, P. bursaria), als sekun-
dire Erwerbung ist es aufzufassen, wenn einige der Micro.-Anlagen
resorbiert werden, wie bei P. caudatum, P. putrinum.“ Nach dieser
Auffassung wire P. multimicronucleatum als eine Form, bei der sich
alle Anlagen zunichst entwickeln, dann aber in wechselnder, nicht
konstanter Zahl zugrunde gehen, zwischen beide Gruppen zu stellen.

Als Abweichungen von der normalen Entwicklung gibt Maupas
unter hunderten von untersuchten Tieren nur zwei an, die beide
einmal vorkamen. Im ersten Falle waren anstatt acht 16 Micro.
vorhanden, die alle gleich aussahen. Als Erklirungsmoglichkeiten
gibt er an: erstens eine iiberzihlige Syncaryonteilung, zweitens je
dreimalige Teilung von nichtverschmolzenen Pronuclei. Die zweite,
hier wichtigere Ausnahme stellt ein Exconjugant mit sechs Placenten,
einem normalen und einem degenerierenden Kern dar, also 641
-1 deg. anstatt 44143 deg. Uber dieses Tier sagt er: ,L’existence
de six nouveaux noyaux chez l'une d’elles me parait, en effet, dé-
montrer quil peut arriver dans certains cas que des corpuscules
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nucleaiers d’origine postérieur (Micro.) évoluent et se développent
dans le méme sans que ceux d’origine antérieur (Macro.). Le cas
est anormal, mais il n’en preuve pas moins qu’il n’existe pas une
difference absolument essentielle entre les corpuscules antérieurs et
postérieurs.“ Also auch Mauras schreibt den Micro. von P. caudatum
auf dem Stadium nach der dritten Syncaryonteilung keine feste
Differenzierung zu. Einen #hnlichen Fall, fiinf Placenten und einen
Micro., hat Krirzxe bei seinen Wiederconjuganten in mehrfacher
Zahl gefunden; ein anderer, vier Placenten und zwei Micro., diirfte
vielleicht auf Grund der von ihm fiir die von Carkins und CuLL
beschriebenen Formen herangezogenen Deutung seine FKErklirung
finden. Auch Kurrzge weist in diesem Zusammenhang auf die
prinzipielle Gleichwertigkeit von Micro.- und Macro.-Anlagen hin.
Alle Autoren geben iibereinstimmend an, daB Abweichungen vom
normalen Kernbild nur bei Tieren auftreten, die am Ende einer
Conjugationsperiode conjugierten.

Ich selbst habe an dem mir von P. caudatum zur Verfiigung
stehenden Material keine solchen Abweichungen finden koénnen. Im
Gegensatz zu P. multimicronucleatum ist also unter denselben Zucht-
bedingungen die Variationsbreite des Kernapparats in den frithen
Exconjuganten von P. caudatum gleich Null.

I1. Physiologische Unterschiede
zwischen P. madtimicronucleatum und P. cavdatum.

a) Nachweis der Unterschiede mit Hilfe der Methode
der Vitalfarbung.

Es sollen zunichst die physiologischen Unterschiede mit Hilfe
der Vitalfirbung nachgewiesen werden, d. h. es soll untersucht
werden, wie beide Arten unter vorgeschriebenen duferen Bedingungen
sich Vitalfarbstoffen gegeniiber verhalten, und ob und wie sich die
Farbungsbilder voneinander unterscheiden. Zu diesem Zwecke muf
auf das Problem und die Methoden der Vitalfirbung selbst kurz
eingegangen werden. Im AnschluB daran soll der Vorgang der
Vitalfirbung bei den Versuchstieren beschrieben, neue Beobachtungen
mitgeteilt und &ltere Untersuchungen kritisch betrachtet werden.
Auf dieser Basis wird es moglich sein, Unterschiede in der Firbung
beider Arten festzustellen. Im zweiten Abschnitt sollen die Ver-
suche iiber den EinfluB von Giften und hohen Temperaturen auf
beide Arten mitgeteilt, sowie ein Vergleich zwischen Giftwirkung
und Vitalfirbung gezogen werden.
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1. Theorien der Vitalfdrbung.

Bei der Farbung lebender Zellen mit Vitalfarbstoffen hat man
zwel Prozesse zu unterscheiden: erstens den Vorgang des Ein-
dringens des Farbstoffes in die Zelle (Permeabilititsproblem),
zweitens den Vorgang der Speicherung des Farbstoffes in der Zelle
selbst (Speicherungsproblem). Die Losung des Permeabilitidtsproblems
ist von der Grundlage dreier verschiedemer Theorien aus versucht
worden. Die modifizierte Lipoidtheorie (NIRENSTEIN) macht die
Farbefihigkeit eines Farbstoffes von seiner Loslichkeit abhingig;
entgegen den NIRENSTEIN’Schen Beobachtungen und den Grundlagen
der Theorie, die im Prinzip gleiches Verhalten fiir basische und
saure Farbstoffe fordert, haben neuere Untersuchungen (Barr, 1927;
Kowo, 1930) gezeigt, daf nur basische Farbstoffe vital firben. Die
Adsorptionstheorie (TrRaUBE und KOHLER, KREBS und NACHMANNSOHN)
sieht einen unspezifischen Oberflichenprozef als wesentlichen Faktor
an, wihrend die Reaktionstheorie (Berer) in ihrer neueren Form
(Beno1st, GoLBLIN, KorACZEWSKI, 1927) eine elektrostatische Adsorption
fiir die Farbstoffaufnahme verantwortlich macht.

Bei den Speicherungsvorgéngen mufl man eine granulire Farbung,
bei der der Farbstoff in kleinen, meist kugeligen Gebilden auftritt,
von einer diffusen Féirbung, bei der die Grundsubstanz des intra-
granuliren Protoplasmas geférbt wird, unterscheiden. Bei den unter
Anwendung saurer Vitalfarben sichtbar werdenden Granula handelt
es sich nach voN MOELLENDORFF, SCHULEMANN U. a. um eine einfache
Ablagerung des Farbstoffes ohne Bindung chemischer oder physiko-
chemischer Art mit den Zellbestandteilen, bei den nach Einwirkung
von basischen Farbstoffen in Erscheinung tretenden Granula jedoch
nach voN MoELLENDORFF und HERzZFELD um préformierte Zellbestand-
teile mit Reservestoffcharakter, an die der Farbstoff elektrochemisch
gebunden ist. Die Entstehung normaler (ungeférbter) Granula stellt
sich von MoELLENDORFF in derselben Weise vor wie die der sauren
Granula, besonders deshalb, weil sich beide zu basischen Farbstoffen
ganz gleich verhalten.

Uber die Morphologie der Diffusfirbung, die als vital iber-
haupt erst von NIRENSTEIN und von voN MOELLENDORFF erkannt
worden ist, ist nichts weiter bekannt, als daB das Plasma von dem
betreffenden Farbstoff gleichméfBig diffus gefirbt wird; bei der
Bindung des Farbstoffes hat man an chemische Verankerung an
ultramikroskopische Partikel, an Adsorption und an Liésung gedacht.



380 Warter MULLER

2. Vitalfdrbungsversuche bei Paramécien.

Unter den Arbeiten iiber Vitalfirbung bei Paramicien speziell
interessiert uns vor allem die Arbeit von NIRENSTEIN, aus deren
Resultaten so zahlreiche und wichtige Schliisse fiir die Lipoidtheorie
der Vitalfirbung gezogen wurden. Die experimentellen Grundlagen
dieser Untersuchungen sind von allen, die sich mit der Vitalfirbungs-
theorie beschiftigt haben, ungepriift itbernommen worden, obwohl
sich in der Literatur verschiedene Hinweise darauf finden, daf Teile
dieser Untersuchungen nicht bestitigt worden sind (s. Barr, Kowo),
oder die Resultate zum wenigsten auch anders gedeutet werden
konnen. Aus diesem Grunde mufl auf die NirensTeEINSche Arbeit
ndher eingegangen werden.

Die von NirensTEIN zur Untersuchung verwendeten Paramiicien
,waren von zweierlei Art: erstens normale Tiere, d. h. solche, deren
vitalfirbbare Granula den fiir normale Tiere charakteristischen Um-
fang besaBen, zweitens Paramicien, deren vital firbbare Endoplasma-
kornchen zun ganz enormen Kugeln vergrofiert waren“. Kr erhielt
diese Verdnderungen dadurch, daf er geringe Mengen einer dichten
Paraméciensuspension in eine flache Schale brachte und diese 4 bis
24 Stunden ruhig stehen lief. Im Laufe dieser Zeit konnte er be-
obachten, dafl sich der ganze Zellkorper der Paramicien allm#hlich
mit zundchst kleinen, dann immer groBer werdenden Vakuolen an-
fiillte, die, wenn sie leer, eine klare Fliissigkeit, wenn nicht, stark
lichtbrechende, fetttropfenartige, kugelige Gebilde in Ein- oder Mehr-
zahl enthielten, die einen Durchmesser bis zu 10 # aufwiesen. Die
Entstehung dieser grofen Gebilde — Vakuolen und fetttropfenartige
Kugeln — aus kleinen Vakuolen und Kornchen von der Grifle eines
normalen Granulums konnte hiufig beobachtet werden. NIRENSTEIN
gibt an, daf dieser Vorgang, von ihm als Quellung gedeutet, nach
5—10 Minuten wieder vollstindig verschwinden kann, wenn die
Vergrofierung von Vakuolen und Kornchen sich in engen Grenzen
hilt, daB aber auch hochgradig verfinderte Tiere (mit grofen
Kugeln in den Vakuolen) — in welcher Zeit, ist leider nicht an-
gegeben — wieder vollig normal werden konnen. Seex (1924) weist
darauf hin, daB die beiden von NIRENSTEIN beobachteten Erschei-
nungen keineswegs immer zusammengehoren, daf die Vakuolisierung
(Strukturvergroberung) und das Auftreten der fettihnlichen Tropfen
zwei getrennte Vorginge sind. Die Vakuolisierung ist schon von
verschiedenen Autoren beobachtet worden, sie tritt erstens — offenbar
immer, wie WALLENGREN (1901) zeigen konnte — bei hungernden
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Tieren auf, sie kann aber auch zweitens bei normal erndhrten Tieren
plotzlich auftreten und ist, wie SpEr nachweisen konnte, experi-
mentell dadurch zu erreichen, da man bestimmten Salzlosungen, in
denen man die Tiere hilt, kleine Mengen gewisser EiweiBstoffe zu-
filgt. Das Auftreten der fettartigen Kugeln, die sich mit vielen
Vitalfarbstoffen, z. B. Neutralrot, firben, scheint dagegen ein Vor-
gang zu sein, der nur schwer zu analysieren ist. WALLENGREN fand
,erofere und kleinere runde Korperchen im Endoplasma“, die sich mit
Neutralrot (N.R.) gut firbten in der sog. ersten Hungerperiode, wihrend
die Vakuolisierung erst spéiter auftrat. Sie diirften nach der be-
treffenden Abbildung etwa von der GroBenordnung sein, wie die
von NIRENSTEIN beschriebenen, die nach sehr kurzer Zeit wieder
verschwinden konnen. Spex hat ebenfalls mit Nilblausulfat firb-
bare Tropfchen derselben Grofenordnung beobachtet, wendet sich
aber mit Entschiedenheit gegen die Auffassung, daB diese groBeren
Tropfchen aus normalen Endoplasmakornchen hervorgegangen sein
konnten, nicht zuletzt aus dem Grunde, ,weil er in normalen Tieren
keine ebenso firbbaren Lipoidtropfchen findet“. Der Sinn dieses
letzten Satzes ist mir nicht klar, Nilblausulfat ist doch ein bekannter
Granulafarbstoff, und ich habe selbst gute Férbungen der Granula
— und das sind doch wohl die Lipoidtropfchen — erzielt. Schlie-
lich hat sich BozrLer (1924) noch genauer mit solchen grofien, fett-
tropfenartigen Gebilden bei P. caudatum befafit. Er beschreibt, daB
durch Infektion mit Kernparasiten aus normalen Granula entstehende,
bis 20 u grofie, fetttropfendhnliche, runde, mit N. R. stark firbbare,
in Vakuolen eingeschlossene Kugeln auftreten, und seine Abbildungen
stimmen mit den von NIRENSTEIN gegebenen genau iiberein. Er
nimmt an, daf die Entstehung dieser Gebilde als eine ,direkte
Wirkung der unter dem EinfluB der Parasiten erfolgten Degene-
ration des Macronucleus aufzufassen ist“. Nach 5—7 Tagen, von
dem ersten Auftreten der Verinderungen an gerechnet, waren die
Tiere tot. BozLer glaubt, daf es sich in beiden Féllen (ebenso wie
bei WALLENGREN) um ganz verschiedene Erscheinungen handelt,
denen nur die Farbbarkeit durch N. R. gemeinsam ist. Ich selbst
habe bei meinen Farbungsversuchen, sowohl bei Hungertieren als
auch bei normalen, Vakuolisierung sehr hiufig festgestellt, in keinem
einzigen Falle aber sind mir, weder nach genauer Nachahmung der
NirensteIN’schen Versuche, noch durch Ziichten in den verschiedensten
Medien, solche fettihnlichen Tropfen von der von NIRENsTEIN und
BozrLer angegebenen Grofenordnung zu Gesicht gekommen. Wohl
traten unter bestimmten Bedingungen — darauf werde ich noch
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eingehen — vergriBerte Granula auf, sie sind aber in der Grofen-
ordnung iitberhaupt nicht mit den von NIRENSTEIN und BozrLer be-
schriebenen zu vergleichen. Ich bin daher geneigt, besonders im
Hinblick auf Bozrer’s Untersuchungen, das von NIRENSTEIN be-
schriebene Auftreten der grofen fetttropfenéhnlichen Gebilde, ebenso
wie in den bei BozLer beschriebenen Fillen, als pathologischen Vor-
gang anzusehen, der hier vielleicht nicht so schwere, oder nicht so
schnell wirkende Zellschidigungen zur Folge hatte.

Es hat bisher noch nicht festgestellt werden konnen, ob sich
die grofen fetttropfenartigen Gebilde chemisch von der Granulum-
substanz unterscheiden (BozrLer). NIRENSTEIN selbst glaubt, daB es
sich bei diesen Gebilden um einen Zerfall lipoider Verbindungen
handelt, wobei diese Granula den normalen gegeniiber durch einen
hoheren Gehalt an Fettsiure ausgezeichnet sind. Von einer genauen
Analyse dieser Gebilde wird es abhingen, ob die Folgerungen, die
NirensTEIN aus dem férberischen Verhalten gerade dieser Gebilde
zieht, noch in vollem Umfang giiltig sind.

Farbungsversuche. Zunichst seien einige Worte iiber die
Technik vorausgeschickt. Von den einzelnen Farbstoffen wurden
1proz. Stammlosungen in aq. dest. angesetzt, die dann mit aq. dest.
oder Leitungswasser weiter verdiinnt wurden (die Messungen wurden
mit einer 1 ccm fassenden hundertteiligen MeBpipette vorgenommen).
Es wurde dann in Salznidpfchen zu 1 ccm Paramicien enthaltender
Kulturlosung die Farblosung der gewiinschten Konzentration in
Mengen von 1 ccm oder 0.1 cem zugefiigt; wenn moglich, wurde
immer das erste Verfahren mit Riicksicht auf eine gleichmé#Bigere
Verteilung gew#hlt, nur bei Hungertieren, die gegen eine Ver-
diinnung 1:1 mit aq. dest. oder Leitungswasser sehr empfindlich
waren, oder in einigen besonderen Fillen wurde das letztere Ver-
fahren bevorzugt. Bei den angegebenen Konzentrationen ist in
gleicher Weise die Verdiinnung der Farblosung bei der Zugabe zur
Kulturfliissigkeit mitberiicksichtigt worden.

Die Beobachtung der sehr beweglichen Tiere hat vielen Autoren
Schwierigkeiten bereitet. Von der Ubertragung der Tiere in zihe
Medien, wie Quittenschleim und Gelatine muBte abgesehen werden,
da die Tiere durch die osmotischen Verinderungen des umgebenden
Mediums anormal beeinflufit wurden (es trat sehr hiufig die oben
besprochene Vakuolisierung oder Strukturvergréberung ein). Auch
das von NIRENSTEIN angegebene Verfahren, das thigmotaktische
Haften der Tiere an Bakterienballen zur Beobachtung auszunutzen,
konnte wenig befriedigen. Gewi mogen auf diese Weise zufillig
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die Tiere mit stirkeren Vergroferungen beobachtet werden konnen,
fiir Serienbeobachtungen ist das Verfahren, wie NIRENSTEIN selbst
angibt, zu zeitraubend. Ich habe daher ein Verfahren angewendet,
das in Folgendem besteht: Die Tiere werden in einem kleinen
Tropfen Kulturfliissigkeit auf einen Objekttriger gebracht, mit einem
Deckglasstiickchen, ungefihr von der Grofe eines Kubikzentimeter,
von meist unregelméBiger Form, bedeckt, das mit Stiitzen von der
gleichen Dicke, wie der Durchmesser der Tiere, abgestiitzt wird.
Als Stiitzen wurden kleine Stiickchen kéuflicher Glaswolle mit gutem
Erfolg benutzt. Mit einiger Ubung gelingt es bald, die Fidchen
von geeigneter Dicke auszuwihlen. Nach Auflegen des Deckglases
schwimmen die Tiere zundchst noch frei herum, wird dann aber mit
einer Mikropipette das iiberfliissige Wasser sehr vorsichtig ab-
gesaugt, so kann man erreichen, daf das Tier ganz leicht am Deck-
glas haftet. Die Beobachtung unter dem Mikroskop zeigt, daB die
Gestalt des Tieres unverdndert ist und die Organe ganz normal
funktionieren. Die Cilien bewegen sich wie immer, die Bildung der
Nahrungsvakuolen geht vor sich wie im beweglichen Tier, ist so-
gar, wenn das Cytostom seitlich liegt, besonders schon zu beob-
achten; die Plasmastromung geht ungehindert weiter, die Pulsations-
frequenz der kontraktilen Vakuolen zeigt freischwimmenden Tieren
gegeniiber keinen Unterschied. Bei geschickter Handhabung des
Verfahrens ist es moglich, die Tiere mit Immersionsvergréferungen
einige Minuten zu beobachten, ohne daf sie sich im geringsten be-
wegen. Nach dieser Zeit -reiflen sich die Tiere meist los, sie
schwimmen nach Wasserzugabe wieder ganz normal davon. Diese
Methode unterscheidet sich von der vieler Autoren, die die Tiere
einfach durch Deckglasdruck festlegten, und gegen die mit Recht
sehr viele Bedenken geltend gemacht werden, sehr wesentlich; ich
mochte nochmals betonen, daf — Stiitzen von richtiger Dicke und
vorsichtiges Absaugen vorausgesetzt — von einer Verinderung der
Korperform oder der Téatigkeit der Organe nicht das Geringste zu
bemerken ist. Sollten die gleichen Tiere mehrmals untersucht
werden, so wurden sie auf dem Objekttriger nach Zugabe von etwas
Wasser in einer feuchten Kammer aufbewahrt.

Gibt man eine stark verdiinnte Losung von N. R. zu einer Para-
micien enthaltenden Kulturlosung hinzu, so erreicht man bei sehr
geringen Konzentrationen, z. B. bei P. caudatum geringer als 1:10 Mill,
nur eine Firbung der N.V. wihrend man bei stirkeren Konzen-
trationen, etwa 1:1 Mill. oder 1: 500000 nach kurzer Zeit auch eine
Granulafirbung erhidlt. (Die geringste| Konzentration, bei der iiber-
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haupt eine Firbung der N. V. stattfindet, ist fir P. caudatum un-
gefihr 1:25 Mill.)

Der Vorgang der Bildung der N. V. ist sehr genan von NIREN-
sTEIN (1905) und spiter von Kmamnsky (1911) und Bozier untersucht
worden. Der Bildung der N.V. geht eine Einbuchtung des Cyto-
plasmas am Grunde des Schlundes voraus. Sie fiilllt sich mit
Nahrungspartikeln und das Entoplasma umschlieBt die so gebildete
Vakuole; diese 16st sich vom Schlunde ab, wird durch eine Plasma-
stromung den von Bozrer beschriebenen Schlundfiden angeprefit
und in der Richtung des Hinterendes nach innen ins Plasma be-
fordert. Inzwischen ist schon eine neue Vakuole gebildet, diese 1ost
sich ab, und so fort. Bei einer Konzentration der Farbstofflosung,
die oberhalb des fiir die Granulafirbung charakteristischen Minimums
liegt, also etwa 1:1 Mill, ist der Saum der sich bildenden N. V.
sehr dicht mit sehr kleinen, rot gefirbten Entoplasmatropfchen be-
setzt, die aus der Umgebung von allen Seiten auf die junge Vakuole
zustromen. Das Schicksal dieser Kérnchen ist von NIRENSTEIN sehr
genau verfolgt worden?). Sie haften zunéchst fest an der Ober-
fliche der sich ins Innere bewegenden Vakuole, deren Inhalt sich
kurz nach Ablosung vom Schlunde allmihlich rot gefdrbt hat (wenn
nicht iberhaupt schon gefirbte Nahrungsstoffe eingestrudelt wurden),
dringen dann plotzlich, wéihrend die Vakuole etwas schrumpft, in
diese ein und ballen sich dort zusammen, wobei eine Scheidung
zwischen primérem Vakuoleninhalt und Kornchen h#ufig nicht mehr
moglich ist. Nach dieser von NIRENSTEIN als ersten bezeichneten
Periode tritt zu Beginn der sog. zweiten Periode eine Vergroferung
der Vakuole auf das urspriingliche Maf ein, dabei entfdrbt sich der
Nahrungsballen, wihrend die Farbe der Kornchen, die jetzt wieder
sichtbar sind und sich meist vergrofiert haben, noch intensiver ge-
worden ist. Sie konnen sich zu mehreren zusammenballen, nehmen
bald an Grofe wieder ab, um sich in der Fliissigkeit der Vakuole,
die sich jetzt wieder etwas verkleinert hat, anfzulosen. Die Dauer
der beiden Perioden wird von NIRENSTEIN fiir verschiedene Arten
von Nahrung und verschiedene Nahrungsdichte in den Vakuolen
unterschiedlich angegeben. So soll die erste Periode von 4 Min.
bis 1 Stunde (bei reichlicher Nahrung), die zweite bis zur Ausschei-
dung in der Analregion von 6 Min. bis zu mehreren Stunden dauern.
Aus der Entfarbung des Vakuoleninhalts zu Beginn der zweiten

) Von der Richtigkeit der Angaben Dunmaue’s (1931), die denen NIRENSTEIN’S
entgegenstehen, habe ich mich nicht tiberzeugen kénnen.



Paramaecium multimicronucleatum und Paramaecium caudatum. 385

Periode schlieBt NirensTEIN, daf die Reaktion in der N. V. wihrend
der ersten Periode sauer, wiahrend der zweiten alkalisch ist. Die
saure Beschaffenheit des Vakuoleninhalts — freie Mineralsiure —
soll dabei u. a. die Bedeutung haben, die eingefangene Nahrung,
meist Bakterien, abzutoten, wihrend die eigentliche Verdauung erst
wahrend der zweiten Periode stattfindet. Den in die N. V. ein-
dringenden Entoplasmakérnchen, die sich nachher wieder auflésen
sollen, spricht NIRENsTEIN die Bedeutung eines Verdauungsfermentes
zu. Die gleiche Ansicht ist auch von v. PRowazek gedufiert worden.
Hinsichtlich des Schicksals der eingedrungenen Entoplasmakérnchen
kommt KHAINSKY zu einem anderen Resultat. Er beschreibt, daf
sich in der zweiten Periode die neu entstandenen intensiv gefirbten
Kornchen der Vakuolenwand anlegen und durch diese hindurch ins
Entoplasma dringen, wéhrend sich der iibrigbleibende Vakuolen-
inhalt entfirbt. Auch Kmamnsky glaubt, da wéihrend der ersten
Periode ein Ferment in die N. V. abgeschieden wird, hingegen sieht
er nicht die Entoplasmakornchen als Fermenttriger an; die wihrend
der zweiten Periode ins Plasma iibertretenden Granula sieht er als
Assimilationsprodukte an: ,Sie sind den“ — frei im Plasma liegen-
den — ,Entoplasmakornchen, die sich mit basischen Farbstoffen
firben lassen, vollkommen gleich und sind die ersten Produkte des
Assimilationsprozesses in der N. V. sie sind Produkte der Proteo-
lyse, die in den N.V. unter Einwirkung des sauren Fermentes er-
folgt, welches eine gewisse Zeit nach der Ablosung der N. V. vom
Schlunde in ihr auftritt.“ Auflerdem soll der unverdauliche Rest
der N.V. in Beziehung zur Kristallbildung stehen. SchlieBlich hat
sich Koerinag (1930) noch eingehend mit den durch N. R. farbbaren
Entoplasmakornchen beschiftigt. Sie glaubt annehmen zu diirfen,
daf tiberall, wo sich N.R. mit Zellbestandteilen verbindet, es sich
um Anwesenheit von Enzymen handelt: Neutralrot folge der Nahrung
durch den tierischen Korper, es zeige die Anwesenheit von hydro-
lytischen Prozessen innerhalb der Nahrungsvakuolen und von syn-
thetischen, an die lipoiden Entoplasmakornchen gebundenen Pro-
zessen an.

Bei meinen eigenen Versuchen habe ich die Angabe KHAINSKY’S,
daB die wihrend der zweiten Periode neu hervortretenden Kérnchen
durch die Vakuolenwand hindurch ins Plasma wandern, in vielen
Fillen bestdtigen konnen, und zwar am besten bei Tieren, die in
ein nahrungsarmes Medium iiberfithrt worden waren. Bei Tieren,
denen reichlich Nahrung zur Verfiigung steht, wo sich dement-
sprechend in kurzer Zeit viele Vakuolen bilden, die schnell durch
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den Koérper hindurchwandern, sich nach kurzer Zeit entfirben und
ausgeschieden werden, kann man den Verbleib der Entoplasmakorn-
chen wihrend der zweiten Periode schlecht verfolgen. Zu diesem
Zwecke eignen sich Tiere, denen nicht viel Nahrung zur Verfiigung
steht, weit besser. Verfihrt man praktisch so, daB man Tiere aus
einer alten Heukultur, die an sich schon kein besonders gutes Nihr-
medium bietet, entfernt, in Leitungswasser iibertrigt und mit einer
schwachen Farblosung farbt, so kann man nach etwa einer halben
Stunde beobachten, wie die Bildung neuer N.V. immer seltener er-
folgt, bis sie nach kurzer Zeit fast ganz aufhort. Dabei liegen immer
eine Reihe gefirbter N. V. im Tier, wiahrend man entfirbte N.V.
hiufig iiberhaupt nicht findet. Nach dem Aussehen dieser Vakuolen
muB ich schlieBen, daf sie sich am KEnde der ersten Verdauungs-
periode befinden und das auch von NIRENSTEIN beschriebene, hiufig
mehrere Stunden dauernde, Ruhestadium durchmachen. Von GREEN-
woop (1894) ist fiir diese Ruheperiode eine Zeit bis zu 20 Stunden
angegeben; ich habe dhnliche Zeiten oft beobachtet. Taf.4 Fig. 1
zeigt eine Vakuole dieses Stadiums, es entspricht etwa den von NIREN-
sTerN unter Fig. 3c—3d abgebildeten. Nach lingerer Zeit, meist
von 5—24 Stunden — das hingt von dem Ernihrungszustand, in
dem das Tier vor Beginn des Versuches war, ab — sieht man an
einigen Vakuolen charakteristische Verinderungen auftreten. Text-
fig. 17 zeigt eine Partie des Entoplasmas eines Tieres 24 Stunden
nach Beginn des Versuches. Es waren nur noch zwei unveriinderte
N.V. in dem Tiere vorhanden, eine (a) zeigt das Aussehen einer
Vakuole zu Beginn der zweiten Periode (nach Entfirbung des In-
halts, NirEnsTEIN Fig. 4d), die fibrigen zeigten mehr oder weniger
zahlreiche, intensiv rotgefirbte Kugeln, die teilweise der Wand an-
liegen, teilweise sich in der Vakuole bewegen. Kiigelchen desselben
Formates liegen auch frei im Entoplasma, vorzugsweise in der Nihe
der N.V., teilweise isoliert. In seltenen Fillen sieht man diese
frei im Plasma liegenden Kiigelchen von einer Vakuole umschlossen
(Textfig. 17, bei b), eine Erscheinung, auf die ich unten zuriickkomme.
Es kann keinem Zweifel unterliegen, daB es sich bei diesen Ge-
bilden um durch die Vakuolenhaut ins Plasma getretene Kugeln
handelt. In einigen giinstigen Fillen habe ich den Durchtritt, der
sehr schnell erfolgt, auch direkt beobachten konnen. Die Grofe
der Kugeln ist dabei, bei verschiedenen Tieren und verschiedenen
Versuchen, durchaus nicht gleich. Textfig. 18 stellt etwa die untere
Grenze der Grofe dieser Gebilde dar, wihrend grofere als in Text-
fig. 17 dargestellte nur selten beobachtet wurden.
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Es kann nach dieser Beobachtung nicht zweifelhaft sein, daB
es sich um dieselben Zerfallsprodukte der N. V. handelt, die
Kuamnsky beschrieben hat, und die er als die ersten Produkte der
Assimilation (Resorption) betrachtet. Sind aus einer Vakuole alle
Kugeln ausgewandert, so 1d8t sich iiber den Verbleib des h#ufig
sehr kleinen, ungefarbten Restes wenig sagen; ich halte KEaINskY’s
Annahme, daf er zu den Exkretkristallen in Beziehung steht, in
gewissem Sinne fiir moglich; ich werde in meinen weiter unten
mitzuteilenden Versuchen mit Diffusfirbern auf eine #hnliche Er-
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24 Stunden nach Einwirkung von Neutral-
rot 1:100000. (Die
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Fig. 18. Vergr. 1:1730.

18 Stunden nach Einwirkung von Neutral-

rot 1:10 Mill. Ek = Exkretkristalle.
(Die schwarz wiedergegebenen Granula
sind in Wirklichkeit rot entsprechend

rot wie in Taf 4 Fig. 1.) Taf. 4 Fig. 1)

scheinung zuriickkommen. Auch die Abhéngigkeit der Férbung
vom Ernihrungszustand soll in anderem Zusammenhang besprochen
werden.

Die ersten gefirbten Granula bei einer Farbstoffkonzentration,
bei der iiberhaupt Granulafirbung moglich ist, — sicher schon bei
1:10 Mill. — sind die in der Umgebung des Schlundes, die den
Saum der sich bildenden N. V. einnehmen und in diese eindringen.
Es sind dieses die kleinsten Granula, die, gefirbt oder ungefirbt,
itberhaupt im Tier vorhanden sind. Ilhre Grofe wird etwa durch die
in Taf. 4 Fig.1 dargestellten gefirbten Granula angegeben (Granula
erster GroBenordnung). Bei lingerer Farbstoffeinwirkung oder bei
hoherer Konzentration treten auch im ganzen Tier, zuerst im Hinter-
ende, diese kleinen Granula auf; sie liegen, wovon man sich im
Mikroskop leicht iiberzeugen kann, in den peripheren Schichten des
Entoplasmas. Wenn man gewissen Arten von Granula eine Be-

Archiv fiir Protistenkunde. Bd. LXXVIII, 25
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ziehung zur Atmung zusprechen will, wie dies z. B. PtrTer (1900)
tut, so hat man, wie Roskin und LeviNsorN (1926) hervorheben, in
erster Linie an diese in den oberflichlichen Plasmaschichten zer-
streuten Kérnchen zu denken. Wie die Firbung dieser Kornchen
zustande kommt, ist bei der Kleinheit der Gebilde nicht zu er-
kennen. Bei einer stirker konzentrierten, fiir die Tiere unschid-
lichen Losung, treten dann iiberall im Entoplasma kleinere und
grofere Granula auf, die obere Grenze wird etwa durch die in
Taf. 4 Fig. 1 dargestellten ungeférbten Granula angegeben (Granula
zweiter Grofenordnung). NIRENSTEIN beschreibt fiir diesen Grad der
Farbstoffwirkung das Auftreten einer diffusen Firbung des Plasmas.
Ich habe weder bei N. R. noch bei Nilblausulfat — unbeschidigte
normale Tiere vorausgesetzt — jemals eine diffuse Férbung des
Plasmas feststellen konnen. Allerdings hatte ich auch h#ufig bei
schwicheren VergroBerungen (Lerrz Obj. 5, womit NIRENSTEIN be-
obachtete), besonders, wenn die Tiere sich etwas bewegten, den
Eindruck, da8 das Plasma einen diffusen Farbton angenommen
hatte, in allen Féllen lief aber die Beobachtung mit Immersion an
ruhig liegenden Tieren den Irrtum sofort erkennen: bei noch so
dichter Granulafirbung war das durchschimmernde Plasma voll-
stindig ungefirbt. Das gilt auch fir das Féarbungsbild mit noch
héheren Konzentrationen.

Bei einer Konzentration von mindestens 1:2 Mill. bei P. multi-
micronucleatum, 1:500000 bei P. caudatum treten auch im Ecto-
plasma gefirbte Granula auf, die, wie schon PtTrER feststellen
konnte, in reihenférmiger Anordnung dicht unter der Pellicula
liegen. Sie sind seither von vielen Autoren beobachtet worden
(MAYER, NIRENSTEIN, BozLERr). Dabei wird meist angegeben, daf
diese ,Perlgranula“, wie sie PENarD bei Frontonia parvule genannt
hat, besonders am Vorder- und Hinterende auftreten, sich mit der
Dauer der Farbstoffeinwirkung vergroBern, durch die Pellicula nach
auflen treten und gelegentlich abfallen. Die Beobachtung mit
Immersion zeigt, daf es sich um eine Anordnung der Perlgranula
in Doppelreihen handelt (Textfig. 19); diese entsprechen der Felderung
in der Pellicula (Textfig. 20, in gleicher VergriBerung). In einigen
wenigen Féllen konnte ich nun beobachten, wie beim Beginn des
Auftretens der Perlgranula unter der Pellicula das Vorderende,
etwa /,—'; der L#ngenausdehnung des Tieres, von Perlgranula
vollstindig frei war, wihrend sich im iibrigen Ectoplasma die
Perlgranula in Doppelreihen angeordnet fanden (Taf. 4 Fig. 2).
Dabei war die Grenze zwischen dem geféirbten und .ungefirbten
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Teil vollstindig scharf, in den meisten Fillen (Taf. 4 Fig. 2) ein
Kreis, in weniger héufigen Fillen eine Ellipse, wenn die Grenze
schrig zur Lingsachse des Tieres verlief. Bei tieferer Einstellung
werden die Granula des Entoplasmas iiberall sichtbar. In diesem
Zustand konnen die Tiere bis zu einer Stunde verbleiben, dann
treten plotzlich die Granula durch die Pellicula hindurch, vergroBern
sich und haften auBen an der Pellicula, wobei die regelmiifige An-
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ordnung meistens gestort wird. Inzwischen sind auch unter der
Pellicula des Vorderendes Granula erschienen, ihre Anordnung weist
meist nicht die Regelm#Bigkeit der anderen auf, sie treten schnell
durch die Pellicula hindurch, vergroBern sich stérker als die des
iibrigen Tieres, so daf jetzt die am Vorderende unregelmifiig an-
geordneten Granula die des Hinterendes und der Mitte an Grofe
ibertreffen (Textfig. 21). Damit ist dann allerdings der Zustand
erreicht, den andere Autoren auch beschrieben haben: das Auftreten

der Perlgranula besonders am Vorderende. Man kann diese zonale
25%
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Verteilung der Perlgranula etwas bequemer und haufiger beobachten,
wenn man hohere Farbstoffkonzentrationen, die die Tiere innerhalb
weniger Stunden toten, wenn sie darin verbleiben (etwa 1:50000),
die sie aber anstandslos vertragen, wenn man sie nach kurzer Zeit
(10 Min.) daraus entfernt, verwendet. So kann man bei der ge-
nannten Konzentration die zonale Verteilung bei vielen Tieren —
bei weitem nicht bei allen — beobachten, allerdings ist sie von
kurzer Dauer. Innerhalb weniger Minuten erfolgt meist schon der
Durchtritt nach auflen und damit das KEnde der regelmifigen An-
ordnung. Die Angabe von Nirewsteiy, da die Perlgranula ge-
legentlich abfallen, kann ich dahin erweitern, daf sie bei nicht
todlichen Konzentrationen regelmifig, bei hoheren héufig, meist
innerhalb einer Stunde verschwunden sind. Zwingt man mit Perl-
granula behaftete Tiere, an den Deckglasstiitzen vorbei zn schwimmen,
was von selbst geschieht, wenn die sie umgebende Fliissigkeit ver-
dunstet, so kann man die Perlgranula bei der Berithrung mit dem
Fremdkorper in Massen abfallen sehen. Sie bewegen sich in Spiralen
fort und entfirben sich kurz, nachdem sie die Pellicula verlassen
haben; eine ungefirbte Kugel bleibt zuriick.

Threr Natur nach wurden die Perlgranula meist fiir Basalkorner
der Wimpern gehalten, ein Irrtum, der schon von MaYER berichtigt
wurde, was aber Kormring nicht daran hindert, sie trotzdem noch
als solche anzusehen. BozrLer hilt sie, ebenso wie schon v. Pro-
wazEk (1898), fiir Exkretkérner; ich glaube diese Ansicht bestitigen
zu konnen; da sie in ungefirbten Zellen bisher noch nicht beobachtet
worden sind, aunch nur bei stirkeren Konzentrationen auftreten,
halte ich sie fiir die einfachste Einrichtung der Zelle, sich schéd-
lich wirkender Farbstoffmengen auf die schnellste Weise zu ent-
ledigen. Dabei scheint diese Einrichtung aber auf Entfernung von
N. R. beschrinkt zu sein; in der Literatur sind immer nur Perl-
granula bei N. R.-Firbung beschrieben worden, ich selbst habe in
einem einzigen Falle bei Nilblausulfat in todlicher Dosis eine An-
ordnung der Granula auf der AuBenseite der Pellicula am Vorder-
und Hinterende beobachten konnen, dabei funktionierten die Organe
des Tieres aber schon nicht mehr normal. Eine Erklirung fiir diese
spezifische Wirkung von N. R. 148t sich bislang noch nicht geben.
Pexarp, der bei Frontonia das Auftreten von Perlgranula beob-
achtete, glaubt, daB es sich um Verteidigungsorgane, sog. Protricho-
cysten handelt; auch Carkins sieht sie als solche an.

Bei der Frage, wodurch das Vorderende des Tieres vor den
iibrigen Teilen ausgezeichnet ist, konnte man zunichst an eine
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histologisch oder physiologisch unterschiedliche Beschaffenheit der
Pellicula denken. Bresspav-Priéparate beider Paramiicien zeigten
nichts Auffélliges, auch aus den Arbeiten von Kien iiber die Silber-
liniensysteme von P. caudatum waren keine Anhaltspunkte zu ge-
winnen. Uberhaupt ist es mir nicht wahrscheinlich, daf die Pellicula
eine groBe Rolle bei diesem Vorgang spielt, denn bei der schlieB-
lichen Durchdringung 148t sie ja auch durch das Vorderende Granula
hindurch. Es bleibt daher vorldufig nichts anderes iibrig, als eine
physiologische Differenzierung des KEcto- oder Entoplasmas — ver-
mutlich peripherer Schichten -— fiir die Aufnahme und Abgabe von
N. R. bestimmter Konzentrationen festzustellen, in der Weise viel-
leicht, daf die Zelle die Fahigkeit besitzt, den Farbstoff von den
peripheren Schichten des Entoplasmas des Vorderendes eine gewisse
Zeit fernzuhalten, wenn dieses aber nicht mehr moglich ist, ihn aus
diesem ausgezeichneten Teil besonders schnell zu entfernen.

Zum Vergleich mochte ich noch einige Arbeiten iiber ein unter-
schiedliches Verhalten des Vorderendes von Paramaecium bei der
Einwirkung von Zellgiften erwéhnen. CHiLp und DEvINEY (1926)
konnten zeigen, daf bei P. caudawutum eine unterschiedliche Aufnahme-
fahigkeit hinsichtlich der Einwirkung von Basen und Séuren, von
N. R. in sofort tédlichen Dosen, ultravioletter Bestrahlung und O,-
Mangel besteht, und zwar zeigt das Vorderende die grofite Empfind-
lichkeit gegen diese Einwirkungen. Die Stoffe dringen dort am
schnellsten ein und zerstéren das Vorderende zuerst, hier werden
zuerst die Trichocysten abgeschossen, auch der Abbau von N. R. soll
im Ectoplasma des Vorderendes zuerst erfolgen. PEEBLES konnte
bei Versuchen iiber Regeneration und Regulation bei P. caudatum
zeigen, daB das Vorderende von P. caudatum stirker differenziert
ist und die Regenerationsmoglichkeit bei der Entfernung des Vorder-
endes sich verringert.

Wir haben bisher nur die Granulafirbung zu Beginn der Farb-
stoffeinwirkung betrachtet, wir miissen jetzt den weiteren Verlanf
dieser Farbung untersuchen, und zwar soll sie zunichst an solchen
Tieren betrachtet werden, die in einer Farblosung, die fiir sie noch
gerade unschéidlich ist, verbleiben, ohne daf der Farbstoff entfernt
oder Nahrung hinzugegeben wird. Betrachten wir z. B. P. caudatum
unter der Einwirkung einer Konzentration von 1:500000. Es werden
N. V. und alle Arten von Granula gefirbt, nach etwa 1 Stunde ist
das Firbungsmaximum erreicht. Eine Beobachtung nach 6 Stunden
zeigt eine Verdnderung nur insofern, als die Zahl der N. V. ab-
genommen hat. Nach 24 Stunden ist, je nach dem Nahrungsgehalt
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der Kulturfliissigkeit, die Zahl der N. V. zuriickgegangen, zuweilen
sind iberhaupt keine mehr oder nur deren Zerfallsprodukte vor-
handen, die Zahl der gefirbten Granula ist zuriickgegangen, die
Farbung des Tieres erscheint dementsprechend schwécher. Dabei
fallt auf, daf die gefirbten Granula in kleinen Gruppen beisammen-
liegen, wie es Textfig. 22 zeigt. Ks handelt sich meist um kleine
Granula (etwas grofer als die mit erster Grofenordnung bezeichneten).
Der Umfang einer solchen Gruppe ist
etwa der einer N. V. Man konnte zu-
nichst glauben, daB es sich um die oben
beschriebenen Zerfallsprodukte der N. V.
handelt, die weiter verarbeitet worden
sind ; moglicherweise trifft dieses fiir einige
Gruppen zu, sicherlich aber nicht fiir alle.
Nach 2 (bis 4) Tagen, wenn alle N. V. ver-
schwunden sind, hat sich das Bild erheblich
gedndert: bei schwacher Vergroferung er-
scheinen die Tiere nur schwach gefirbt,
das Plasma weist hiufig Vakuolisierung
auf; bei stidrkerer Vergrofierung erkennt
man zahlreiche mattrot gefirbte Blischen,
grofer als die Granula zweiter Grofen-
ordnung, in Einzelféillen bis zu dreifacher
Granulagrofe. Sie unterscheiden sich von
den Granula sofort durch ihre geringere
Fig.22. P.caud. Vergr.1:400. Dicllte, auﬁerd.em sind sie. am Rande stﬁrkgr
28 Stunden nach Einwirkung gefirbt als in der Mitte, so daB sie
von Neutralrot 1:500000. (Die Schirfer umrandet als die Granula er-
schwarz und dunkelgrau wieder- scheinen.  Ungeférbte Fliissigkeitshofe,
gegebenen  Nahrungsvakuolen wie sie NirExsTEIN bei den groBen fett-
““d(iran.“l"’? S“f‘[‘d ;nzvgkh‘ﬂl‘ke‘t tropfenartigen Gebilden beschreibt, waren

rot wie in Taf. 4 Fig. 1) in keinem Falle vorhanden. Hé#ufig kann
man nun beobachten, besonders bei Tieren, die die Strukturver-
groberung des Plasmas zeigen, wie in ganz schwach gefiarbten
Bldschen kleinere und grofere stirker gefirbte Kornchen von
Granulagréfe und Granulaaussehen darinliegen und sich heftig
bewegen (Taf. 4 Fig. 3). Eine Beobachtung mit den stirksten Ver-
groferungen zeigt, dal sie allmihlich kleiner werden und sich auf-
losen, so daf dann ein mattrot gefirbtes Blidschen zuriickbleibt.
Kleine gefirbte Granula liegen neben ungefirbten auch noch frei
im Plasma. Es kann wohl keinem Zweifel unterliegen, daf es sich
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hier um die Auflésung der Granula handelt, ein Vorgang, der hier
dank der weniger groBen Dichte des Plasmas und der damit zu-
sammenhéngenden Strukturvergréberung direkt beobachtet werden
kann. Man kann diese Auflésung der Granula regelmiBig auch an
Hungertieren beobachten, wenn man einige Zeit nach der Farbzugabe
beobachtet. Taf. 4 Fig. 3 ist nach einem solchen Tier, das 20 Tage
ohne Nahrungszufuhr gehalten und dann mit einer Konzentration
von 1:2 Mill. gefirbt wurde, 1%/, Stunden nach der Farbzugabe
gezeichnet. An anderen Einschliissen weisen die Tiere zahlreiche
Kristalle, frei oder in Vakuolen, auf; dieselben sind neben unge-
firbten Granula auch nach mehreren Tagen die einzigen auffilligen
Einschliisse des Plasmas.

Es entstand hiernach die Frage, ob dieselbe Erscheinung auch
an Tieren, die unter guten Ernéhrungsbedingungen stehen und die
normale Menge von Granula aufweisen, zu beobachten ist. Dazu
mufiten sich am besten Tierc eignen, bei denen sich eine Struktur-
vergroberung kiinstlich hervorrufen lie. In
der Tat war es moglich, bei mit Nilblausulfat @ ©@ (@]
gefirbten Tieren, bei denen diese Struktur-
vergroberung hédufig — bei weitem nicht
immer — durch Zugabe der Farblosung auf-
tritt, die Granula enthaltenden Bléschen zu finden. Dabei eignete
sich am besten F. multimicronucleatum und eine Losung Nilblau-
sulfat von 1:1 Mill. zu diesen Versuchen. Untersucht man solche
vakuolisierten Tiere 1 Stunde nach Zugabe der Farblosung, so
sieht man in schwach blaugefirbten Bldschen intensiv gefirbte
Granula von verschiedener GréfBe sich bewegen. Dabei mufBte ich
feststellen, dafl, umgekehrt wie bei den Hungertieren die Granula
sich meistens nicht auflosten, sondern vergréferten. Der Vorgang
verliuft im einzelnen folgendermafBen (Textfig. 23): Beobachtet man
ein leeres, ganz schwach geférbtes Blischen von zwei- bis dreifacher
GroBe der Granula zweiter Grofenordnung, so sieht man plotzlich
ein winziges, aber gleich intensiv gefdrbtes Kornchen darin auf-
tauchen. Es vergrofert sich rasch, wobei es sich dauernd im Blédschen
hin und her bewegt. In demselben MaBe, wie sich das Koérnchen
vergroBert, verkleinert sich das Blischen; ist dessen Durchmesser
etwa doppelt so groB wie der des Kornchens geworden, so verliuft
die weitere VergroBerung erheblich langsamer als bisher. Schlief-
lich aber ist das Bldschen nur noch wenig groéBer als das jetzt zur
Grofe eines Granulums zweiter GroBenordnung herangewachsene
Kornchen, bis man zuletzt die Hiillle des Blischens iiberhaupt nicht

Fig. 23. Erklirung im
Text. Schematisch.
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mehr unterscheiden kann: das Koérnchen ist zu einem frei im Plasma
liegenden Granulum zweiter GroBenordnung geworden. Der ganze
Vorgang ist in etwa 2 Min. beendet.

Bisweilen kommt es vor, daf der Farbton eines Bléischens
dunkler wird, ohne daf man im Inneren ein Kornchen auftreten
sieht. Der Farbton kann dabei an den normaler freier Granula
heranreichen; das Bldschen verkleinert sich nur wenig, so daB es
als Gebilde von bis zu dreifacher Granulagréfe und Granulafarbton
im Plasma liegt. Dabei 148t sich aber im Gegensatz zum normalen
Granulum noch deutlich eine intensiver gefirbte Randzone von einer
helleren Zentralzone unterscheiden.

Den umgekehrten Vorgang, die Auflésung eingeschlossener Gra-
nula, habe ich bei diesen Tieren nur hochst selten beobachtet, wenn
ich von den Féllen absehe, bei denen es sich um Tiere, die kurz
vor dem Absterben standen, handelt. Es sei noch darauf hingewiesen,
daB bereits v. Prowazek (1899) bei mit N. R. gefirbten Tieren
,Kiigelchen, die h#ufig ein dunkles Korn bergen“, beobachtet hat;
er hielt sie fiir Exkretkorner, da sie nur bei pathologischen Tieren
auftreten.

Vergleicht man diesen Vorgang der Entstehung und Auflésung
der Granula bei den hier verwendeten basischen Farbstoffen mit
der von v. MOELLENDORFF beschriebenen Entstehung saurer Vital-
granula (siehe unten), so zeigt sich, daf die Bildungsvorgéinge voll-
kommen gleich verlaufen, ein Unterschied besteht nur hinsichtlich
des Aufbaues der beiden Granulaarten. Nach v. MOELLENDORFF
handelt es sich bei.den sauren Granula einfach um eine Ablagerung
des Farbstoffes, wihrend der basische Farbstoff an Zellsubstanzen
gebunden ist. Daf hier keine einfache Ablagerung des Farbstoffes
stattfindet, ist schon daraus zu erkennen, dafl beim Zerdriicken der
Tiere die betreffenden Granula ihre Farbe sofort verlieren, wihrend
fir Farbablagerungen (saure Granula) eine Auflssung durch allmih-
liche Verdiinnung als charakteristisch angegeben wird (v. MoELLEN-
porFF, 1920). Man muf also zu dem Schluf kommen, daf der
basische Farbstoff sich hier mit der Grundsubstanz des Granulum
schon wihrend der diffusen Verteilung irgendwie verbunden hat,
bevor das Granulum sichtbare GroBenordnung annahm. KEs scheint
mir deshalb nicht angingig, von Firbung priexistenter Gebilde zu
reden, gewil ist der Farbstoff an Zellsubstanzen gebunden, aber
eine sichtbare Speicherung im Granulum tritt doch erst wihrend
dessen Entstehung, gleichzeitig mit der Farbstoffeinwirkung auf.
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Natiirlich kann keine Rede davon sein, da8 bei Farbung mit
N.R. 1:500000 alle gefdrbten Granula auf die oben beschriebene
Weise entstehen; dies ist sicher nur zu einem kleinen Prozentsatz
der Fall. Zum groften Teil wird es sich einfach um eine Anlage-
rung des Farbstoffes an préformierte Granula handeln, wie das von
v. MOELLENDORFF beschrieben ist, um eine direkte Entstehung viel-
leicht nur in dem Mafe, als dies normalerweise im Zelleben auch
der Fall ist. Ob dabei minimale Farbstoffmengen an vorhandene
Granula oder an neu entstehende gebunden werden, ist nicht zu
entscheiden. Immerhin wéire es denkbar, eine Konzentration aus-
findig zu machen, bei der gerade soviel Farbstoff in die Zelle ge-
langt, als durch Neubildung von Granula verbraucht wird: in diesem
Falle wiirde man die Firbung im Rahmen des normalen Zell-
geschehens verlaufen sehen. Es sei in diesem Zusammenhang noch
auf die Beziehung der Granulaentstehung zu den Vorgingen im
Gorer-Apparat bei Nieren- und Leberzellen hingewiesen, die in den
neueren Arbeiten immer mehr betont wird. Dabei nimmt man an,
daf es sich bei der Bildung saurer Vitalgranula und der Sekret-
bildung im Gorei-Apparat um ganz &hnliche Vorginge handelt.
Nassivov (1926) gibt an, daB es sich bei dieser Sekretbildung,
ebenso wie bei der Entstehung saurer Vitalgranula, um einen rein
physikalischen Prozefl, eine Konzentrierung der im Plasma vor-
handenen Stoffe handelt. Nun sind aber auch mit N. R. Granula,
die ihre Entstehung zweifellos der Titigkeit des Gorei-Apparates
verdanken, von verschiedenen Autoren gefirbt worden. Das ist
auch zu erwarten, wenn es sich um fertige, vom GoLeI-Apparat
abgeschiedene Sekretgranula handelt, es mufite aber iiberraschen,
als unter dem Einflu einer basischen Farbe Neubildungen von ge-
farbten Granula hervortraten. So hat CELoPIN (1927) (bestitigt von
Luprorp, 1931) solche Neubildungen beobachtet, so daf dieser Ver-
fasser zu dem Schluf kommt, da8 ,neben der einfachen Tingierung
der préexistenten Kinschliisse mit N. R. diese Farbe in einigen
Fillen als Neubildung — als Resultat der sekretorischen Tétigkeit
der Zelle — auftreten kann®.

Ich glaube, dal man aus diesen Erscheinungen auch einen
Schluf auf die Bedeutung der Granula zweiter GréBenordnung ziehen
kann. Aus der Tatsache, daf ein Aufbau aus fliissigen Zellsub-
stanzen bei gut ernihrten Tieren, eine Auflosung bei Hungertieren
zu beobachten ist, scheint mir mit grofer Wahrscheinlichkeit her-
vorzugehen, daf es sich bei den Granula zweiter Grofenordnung
um Reservestoffgranula handelt, wie dies schon von WALLENGREN
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vermutet wurde. Hingewiesen sei auch noch darauf, daf die Zer-
fallsprodukte der N. V. ofters in Bléschen eingeschlossen liegen
(Textfig. 17, bei b); ich mochte annehmen, daB es sich auch hier —
beobachten lieB sich das leider nicht — um eine Auflosung der ersten
Produkte der Assimilation handelt, der dann — sicherlich nach tief-
greifenden Verinderungen — ein neuer Aufbau zu Reservestoffen
folgt. Uberhaupt wird in allen Fillen Auflésung und Aufbau gleich-
zeitig erfolgen, bei schlecht ernihrten Tieren wird aber ersterer,
bei gut ernéhrten Tieren letzterer weit iiberwiegen und damit der
Beobachtung zuginglich sein.

Erwihnen mochte ich noch, daf ich eine Entstehung oder Auf-
losung ungefirbter Granula nicht habe beobachten konnen. Ob das
unmittelbar daran liegt, daB eine Beobachtung am ungeférbten
Material sehr viel schwieriger ist, oder ob durch Farbzutritt noch
besondere Verhéltnisse in der Zelle geschaffen werden, vermag ich
vorldufig nicht zu entscheiden; die gezogenen Schliisse sollen auch
nur fiir mit Neutralrot und Nilblausulfat gefirbte Granula etwa
zweiter GroBenordnung gelten, ob fiir alle dieser Art und nur fiir
diese, miissen Untersuchungen anderer Art ergeben. Zu demselben
Resultat, daB die Produktion und Resorption der azidophilen Granula
in Beziehung zum Reservestoffwechsel steht, ist auch Forr~ER (1928)
gekommen ; er konnte durch Auszihlen der Granula eines bestimmten
Plasmabezirkes feststellen, daf die Zahl der Granula bei unter-
bundener Nahrungsaufnahme - und ebenso bei Sauerstoffmangel
zuriickgeht.

Diffusfdrbung. Wir haben uns jetzt noch kurz mit der
Diffusfarbung zu befassen. Wie NIRENSTEIN (1918) schon beschrieben
hat, werden bei niederen Konzentrationen von Diffusférbern, z. B.
Akridingelb, auch nur die N.V. bei hoheren das ganze Plasma
diffus gefirbt. Die Firbung beginnt am Vorderende, breitet sich
dann iiber das ganze Tier aus, jedoch keineswegs homogen, sondern
man kann sehr deutlich stérker gefirbte Komplexe zwischen schwicher
gefirbten unterscheiden. Gefidrbte Granula irgendwelcher Art treten
nicht auf, es kann keine Rede davon sein, daf, wie NIRENSTEIN an-
gibt, die Granula ebenso stark gefirbt sind wie das Plasma; sie
sind vielmehr vollstindig farblos. L&8t man die Tiere lingere Zeit
in der Losung unter den gleichen Bedingungen, wie bei den Granula-
farbstoffen, so ist man iiberrascht, etwa vom 3. Tage ab, die gleichen,
hier gelbgeférbten Blischen wie bei N. R.-Firbung zu finden,
ebenfalls am Rande intensiver gefarbt als im Zentrum, ebenfalls, etwa
vom 6. Tage ab, sind in ihnen intensiv gelbgeférbte Kiigelchen
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vorhanden (Textfig. 24 u. Taf. 4 Fig. 4). Der Unterschied gegen-
iiber den Verhéltnissen bei N. R.-Farbung besteht einmal darin, daf
der Vorgang der Bildung oder Auflosung so langsam verlduft, daB
er in keinem Falle beobachtet werden konnte, dal niemals freie
Granula im Plasma_liegen, dann aber darin, da8 die Farbungs-
intensitdt der Blédschen und der in solchen vorhandenen Granula
mit der Dauer der Farbstoffeinwirkung wéichst (etwa bis zum
8. Tage), wihrend bei N. R. oder Nilblausulfat spitestens am 6. Tage
jegliche gefdrbten Gebilde aus der Zelle ver-
schwunden sind. Dazu kommt, dafi diese
Bldschen immer in Gesellschaft von freien
oder in Vakuolen liegenden Exkretkristallen
vorkommen. Die in Vakuolen liegenden Kri-
stalle haben h#ufig einen diffusen Farbton.
Angesichts dieser Unterschiede wird man die
Vermutung, es handele sich in diesem und
in den bei N.R.-Wirkung beschriebenen Fillen
um  denselben

7 . | c o,
Vorgang, fallen oo O“U‘b"‘?EK
lassen miissen. “s o 2
. . - o 2O
Was in beiden N O >
o . . V- } o . ~o
Fillen iiberein- N Ceo 0
stimmt, istledig-  ° % O o
lich der physi- u jooffo O Q- -
kalischeVorgang oo e O %o e
o v c )
— Konzentra- 0.0
tion innerhalb Fig. 24. P.caud. Vergr.1:1730. Fig. 25. P. caud. Vergr.
einerVakuole —. 3 Tage mnach Einwirkung von 1:400. 1 Tag nach Ein-
)

. Akridingelb 1:200000. Ek =Ex- irku n Akridingelb
die ~Bedeutung klztkrisfalle, V = Vakuole. (Die Y:rfoonogogo (Die graugge-
diirfte eine ganz oray getonten Blischen sind in tonten Blischen sind in
verschiedene Wirklichkeit gelb entsprechend Wirklichkeit gelb wie in
sein. Es diirfte Taf. 4 Fig. 4) Taf. 4 Fig. 4.)

sich hier um eine Ausscheidung des Farbstoffesin Gestalt von Kristallen
handeln; dabei wéire die Konzentrationserhohung in den Bldschen
als Vorstufe zur Auskristallisation anzusehen. Eine &hnliche Be-
ziehung habe ich noch unter anderen Bedingungen bei Akridingelb
feststellen konnen. Textfig. 25 zeigt ein Tier 1 Tag nach einer Fiar-
bung mit Akridingelb (A. G.) 1:100000. Die meisten N.V. sind zer-
fallen, man sieht unscharf begrenzte gelbe Bezirke, die Diffusfirbung
des iibrigen Plasma ist verschwunden. Textfig. 26 zeigt solche Bezirke
bei stirkerer Vergroferung. Die Lage zu den Exkretkristallen ist so



Fig. 26. P. caud. Vergr. 1:400.
1 Tag nach Einwirkung von Akri-
dingelb 1:100000. Ek = Exkret-
kristalle. (Die grau getonten Be-

zirke sind in Wirklichkeit gelb wie
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charakteristisch, da man kaum zwei-
feln kann, daf hier irgendwelche amor-
phen Reste der gefirbten N. V. aus-
kristallisieren. Weitere Beobachtun-
gen fiiber Férbungen mit Sudan III
diirften diese Vermutung bestitigen.
Aus einer schwach verdiinnten Losung
von Sudan IIT (alkoholldslich) fillt der
Farbstoff kristallinisch aus. L&t man
eine Konzentration von 1:80000 (2 proz.
Alkohol) auf P. caudatum einwirken, so
findet man nach kurzer Zeit im Tier

Taf. 4 Fig. 4.)

A

Fig. 27. P. caud. Vergr.
1:400. 1 Stunde nach Ein-
wirkung von Sudan III
1: 80 000. (Die grau-
schwarz wiedergegebenen
Kristalle sind in Wirklich-
keit braun wie die Exkret-
kristalle in Taf. 4 Fig. 5.)

eine Menge Farbstoffkristalle ange-
héuft (Textfig. 27). Nach 4 Stunden findet
man ebenfalls noch Kristalle, doch hat die
Zahl erheblich abgenommen; dafiir findet man
aber jetzt am Grunde des Salznipfchens eine
groBe Anzahl. (Aus einer Vergleichslosung
derselben Konzentration, die keine Tiere ent-
hélt, sind nach derselben Zeit noch keine
Kristalle ausgefallen.) Die direkte Beobach-
tung zeigt, daf die Sudankristalle unmittelbar
aus dem Tier entfernt werden, sie durch-
dringen die Pellicula auBerordentlich rasch
und in kurzer Aufeinanderfolge, augenschein-
lich ohne die Pellicula nachhaltig zu schidigen.
Wihlt man einen giinstigen Zeitpunkt fiir die
Beobachtung, so kann man sehen, wie ein
Kristall nach dem anderen entfernt wird. Die
Tiere zeigen dabei keine sichtbaren Schidi-
gungen irgendwelcher Funktionen. L&t man
die Tiere weiter in derselben Farblosung —
N.V. werden bei Sudan IIT nicht gefirbt —
so findet man nach einer Reihe von Stunden
schwach gefirbte gelbe Blischen (Textfig. 28),
nach 2 Tagen stark gelbgefirbte Kugeln in
diesen und ebenfalls wieder die schwach gelb-
gefirbten Exkretkristalle in Vakuolen (Taf.4

Fig. 5). Da8 es sich bei den Blischen nicht um Fettropfchen handelt,
zeigt ihr Verhalten beim Zerdriicken des Tieres; sie zerfallen ebenso

wie die Granula.
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Durch diese Versuche scheint mir der Beweis dafiir geliefert,
daf die Paraméicienzelle aus relativ konzentrierten Ldsungen von
Sudan II1 den Farbstoff innerhalb sehr kurzer Zeit gegeniiber der
Umgebung enorm konzentrieren, in die Kristallform umwandeln und
in dieser Form direkt aus der Zelle entfernen kann. Bei schwiicheren
Konzentrationen und bei lingeren Farbstoffwirkungen dauert dies
entsprechend lidnger; aus der Farbe und Form der auf die letzte
Weise entstandenen Kristalle darf man schlieBen, daB es sich nicht
um reine Sudankristalle handelt, daB hier sich vielmehr Zellabbau-
produkte und Farbe zu einem kom-

2

plizierten Exkretstoff vereinigt haben. oy ° o 8
Nach ScHEWIAKOFF (1894) soll die Ent- s @ 7
fernung normaler Kristalle aus dem ,° Q PR
Zelleib von Paramécien durch Auf- oo ° o © o o
losung in der Nidhe der kontraktilen ¢ 4,0 b@ @ °
Vakuole geschehen; hier ist jeden- e o c, %0
falls ein Beispiel vorhanden, welches o o o & Oo o
zeigt, daB in besonderen Fillen Kri- o, . G“ >

stalle auch durch die Pellicula nach
auBen geschafft werden konnen. Wie f’g' 28. F.oaud. Vergr. 1:1190,

. L. . . 8 Stunden nach Einwirkung von
es sich hinsichtlich der bei A. G. und  gyq45 11T 1:800000. (Die dunkel-
Sudan III in schwécheren Konzentra- grau geténten Blischen sind in
tionen auftretenden Kristalle verhilt, Wirklichkeit rot-braun wie in Taf.4
vermag ich nicht zu entscheiden. Fig. 5.)
Ich halte es fiir moglich, daf auch sie durch die Pellicula entfernt werden.

Der Vorgang der Exkretkristallbildung nach Einwirkung vitaler
Farbstoffe ist an tierischen Zellen bisher nur selten beobachtet
worden, so von FiscHEL in den Epithelzellen von Salamanderlarven,
von Ivans und Scorr in Bindegewebszellen und von GICKELHORN
und Kerrer (1929) bei Daphnia magne. In pflanzlichen Zellen sind
Exkretkristalle nach Farbstoffeinwirkung viel héufiger gefunden
worden, es sei hier auf die Arbeit von GICKELHORN verwiesen, die
eine Zusammenstellung enthélt. Nach GickermOrRN ist fiir Kristalle,
die nach Einwirkung von Vitalfarben entstehen, eine unregelméfBige
Begrenzung charakteristisch, welche daher riihrt, daB diese ,Soma-
toiden Kristallformen® durch die ,wihrend ihrer Bildung herrschen-
den Bedindungen der Umgebung eine andere individuelle Korper-
ichkeit erfahren, als die durch Kristallisation aus homogenen Mutter-
laugen entstandenen*.

Es fragt sich nun, ob diese Einzelbeobachtungen bei Granula-
und Diffusfirbern zu einem einheitlichen Bild zusammengefafBt
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werden konnen. Wir haben gesehen, daf v. MoELLENDORFF die
normalen Zellgranula mit kiinstlich entstandenen sauren Granula
vergleicht, und daB hinsichtlich ihres Verhaltens zu basischen Farb-
stoffen vollkommene Ubereinstimmung besteht. Die Entstehung der
sauren Granula durch allmihliche Konzentration innerhalb von
Vakuolen (siehe oben) ist oft beobachtet worden; man sollte daher
auf Grund des obigen Vergleichs annehmen diirfen, da8 die nor-
malen Zellgranula auf #dhnliche Weise entstehen. Nun ist dieser
Vorgang der direkten Beobachtung bisher verschlossen geblieben;
meine oben angefiihrten Versuche haben aber gezeigt, dafl unter
der Einwirkung basischer Farbstoffe, denen man bisher nur eine
Firbung priexistenter Gebilde zugesprochen hat, in besonderen
Fillen die Entstehung gefirbter Granula zu beobachten ist, und
zwar entstehen diese Granula ganz auf dieselbe Weise wie die
kiinstlich erzeugten sauren Granula. ,Dabei tritt nimlich der Farb-
stoff zunéchst diffus in der Zelle auf, ist hier aber wegen der grofien
Verdiinnung unsichtbar; erst wenn der vorhandene Farbstoff in
Vakuolen, die sich im Plasma bilden, konzentriert wird und eine
Aggregation der Farbstoffteilchen zu mikroskopisch sichtbaren Ge-
bilden stattgefunden hat, tritt er in Form von sichtbaren Granula
hervor. Die jungen Granula befinden sich in lebhafter BRown’scher
Molekularbewegung, wachsen heran und gelangen schlieflich frei
ins Plasma, wobei der Vakuolenhof schwindet“ (zitiert nach Hirscw).
Da normalerweise mit basischen Farbstoffen gefirbte Granula mit
Zellgranula zu identifizieren sind. so darf man wohl aus dieser
Entstehung der basischen Granula auf die normaler Zellgranula
schliefen. Da aber andererseits saure und basische Granula, wie
wir gesehen haben, physikochemisch ganz verschieden sind (die
einen eine Farbstoffablagerung, die anderen eine Verbindung mit
Zellsubstanzen), so darf man vermuten, daf der einheitliche physi-
kalische Proze, dem so verschiedene Gebilde ihre Entstehung ver-
danken, ein im Zelleben ganz allgemein vorkommender ProzeB ist.
Diese Vermutung wird bestirkt durch die Beobachtungen iiber
Diffusfarbung. Hierbei tritt wieder derselbe physikalische Proze8
(Konzentration oder Auflosung innerhalb eines Bldschens) auf, der
hier, wie wir gesehen haben, eine ganz andere Bedeutung hat
(Konzentrationserhéhung, die zur Exkretkristallbildung in Beziehung
steht). Aus allen diesen Erwé#gungen geht hervor, daf man die
Bldschen, in depen sich der physikalische ProzeB abspielt, als ein
Grundelement des Plasmas zu betrachten hat. Diese Forderung
entspricht der Ansicht, die man sich in neuerer Zeit iiber den Bau
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des Protoplasmas gemacht hat. Spek betrachtet das lebende Plasma
als ein zweiphasiges System, dessen disperse Phase aus unzihligen
Wasserblischen besteht, die, von einer derberen Hiille umgeben, mit
dem hyaloplasmatischen Dispersionsmittel eine typische Emulsion
bilden. Wie Spek gezeigt hat, sind diese gewdhnlich wegen ihrer
Kleinheit bei P. caudatum unsichtbar, sie vergrofern sich aber unter
bestimmten Bedingungen infolge von Dispersititsverminderung: das
Plasma zeigt Strukturvergroberung (siehe oben). Dieser Fall liegt
beim Auftreten unserer Bldschen gerade vor (es wurde darauf hin-
gewiesen, daB mit dem Auftreten derselben h#ufig eine Struktur-
vergroberung des ganzen Plasmas verbunden ist). Die Struktur-
vergroberung bewirkt, daf die Entstehung der Granula und Exkret-
kugeln iiberhaupt zu beobachten ist, ihr relativ seltenes Auftreten
erklirt, warum sie normalerweise nicht beobachtet werden kann.
Da diese Wasserbldschen als stindig vorhandenes Zellelement an-
zusehen sind, darf man sie als Triger sich fortlaufend abspielender
physikalischer Prozesse ansehen. In Grundelementen des Plasmas
lauft ein physikalischer Elementarproze8 ab, der die verschiedensten
Aufgaben im Zelleben zu erfiillen hat, wie z. B. Bildung von Reserve-
stoffgranula und Exkretkugeln. Man wird sich demnach vorstellen
diirfen, daf im normalen Zelleben die Granula diesen Blidschen ihre
Entstehung verdanken, daf vorhandene Granula in ihnen aufgelist
und Exkretstoffe, vielleicht alle Ablagerungsprodukte des sich im
intragranuliren Plasma abspielenden Stoffwechsels in ihnen an-
gereichert werden.

Wie stehen nun die Angaben der Literatur zu diesen Vor-
stellungen? Schon v. MoELLENDORFF hat die Moglichkeit einer
solchen Entstehung der basischen Granula in Erwigung gezogen,
er verwirft sie aber, weil schon die allgemeine Betrachtung des
Férbevorganges gegen eine solche Annahme spreche. Seine Ansicht
war zweifellos solange giiltig, als man nur eine Férbung priexistenter
Gebilde mit basischen Farbstoffen kannte. Derselbe Autor nimmt
aber weiterhin selbst an, dall Abbauprodukte der Eiweile und Fett-
sduren (das sind Bestandteile der Granula), falls sie in kolloidaler
Form auftreten, als Granula durch Konzentrierung in Vakuolen ent-
stehen konnen. Dann spricht auch schon die Bestitigung der Auf-
fassung ArnorD’s, daB die Granula sich mit der Dauer der Farb-
stoffeinwirkung vergréBern, zu der v. MOELLENDORFF und NIRENSTEIN
gelangen, zugunsten der angefilhrten Entstehungsweise. Schlie8lich
sei noch auf die Vorginge im Gownei-Apparat der Metazoen hin-
gewiesen. Wie oben erw#hnt, haben CrLOPIN und LuUDFORD die
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Entstehung gefirbter Granula unter der Einwirkung basischer
Farben beobachtet. Luprorp kommt daher zu dem Schluff, daB es
keinen grundlegenden Unterschied zwischen der Vitalfirbung mit
basischen und sauren Farbstoffen gibt, eine Ansicht, die in der
neueren Literatur iitber Vitalfirbungen bei Metazoen vorwiegend
vertreten wird. Somit haben diese Untersuchungen also zu dem-
selben Resultat gefithrt wie die hier mitgeteilten an Protozoen.

Wir haben hiermit die Férbungserscheinungen bei Granula- und
Diffusfarbstoffen kennengelernt und konnen uns jetzt den Unter-
schieden in der Farbung von P. caudatum und P. multimicronucleatum
zuwenden, dabei miissen wir zundchst noch einmal auf die Ab-
hingigkeit der Farbung von der Ernihrung eingehen, die wir jetzt
schon ofters gestreift haben.

3. Nachweis der physiologischen Unterschiede.

«) Abhingigkeit der Farbung von der Ernihrung.

Versuchsgruppe [ Um den Einflul der Ernéhrung auf die
Firbevorginge zu ermitteln, wurde in der Weise vorgegangen, daf
Tiere, die demselben Kulturmedium entnommen waren, in ver-
schieden gute Nahrlosungen iibertragen wurden. KEs wurden Tiere
aus Heukulturen in eine 0,025proz. Losung von Liesia’s Fleisch-
extrakt gebracht, dort 1—2 Tage belassen, so da sich konstante
Nahrungsbedingungen einstellen konnten, dann in Losungen, die den
Fleischextrakt in groBeren Verdiinnungen enthielten, iibertragen.
Eine solche Losung von Fleischextrakt bietet, wie Losmva-LosINsky
(1931) festgestellt hat, fiir die Paramécien fiir kurze Zeit ein vor-
ziigliches Ndhrmedium, bald aber stellen sich ungiinstige Liebens-
bedingungen ein, die zu einem Aussterben der Kultur fithren. Hier-
auf wird spéter noch einzugehen sein. Die Tiere wurden mit
Neutralrot, in verschiedenen Konzentrationen gefirbt. Der Grad
der Farbung wurde mehrere Tage hindurch gemessen — die Tiere
verblieben in der Farblosung — und die Resultate tabellarisch ver-
merkt. Um diese besser vergleichen zu kénnen, wurden sie graphisch
aufgezeichnet; dabei ergeben sich zwei Moglichkeiten: die Intensitéit
der Firbung kann in Abhéingigkeit von der Zeit bei verschiedenen
Konzentrationen oder als Funktion der Konzentration zu ver-
schiedenen Zeiten dargestellt werden. Hier sollen nur Zeitkurven
gezeichnet und diskutiert werden. Zunichst muf jedoch eine Ein-
heit fiir die Farbintensitit festgelegt werden. Dal eine einfache
kolorimetrische Vergleichung hier nicht zum Ziele fithren kann, ist
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aus der Darlegung des Firbevorganges im vorigen Abschnitt ohne
weiteres klar; es sollen daher die verschiedenen Stufen der Firbung,
wie sie bei verschiedenen Konzentrationen oder bei relativ hohen
Konzentrationen in zeitlicher Reihenfolge auftreten, als Grundlage
fiir eine Intensitidtsvergleichung genommen werden. Verschiedene
Intensititsstufen seien wie folgt festgelegt:

1 = ungefirbt,

2 = sehr schwach gefirbte N. V.,

3 = schwach geférbte N. V.,

4 = deutlich gefirbte N. V. oder deren Zerfallsprodukte,

b = schwache Granulafirbung (geringe Zahl gefirbter Granula),

6 — mittlere Granulafirbung,

7 = starke Granulafirbung (maximale Zahl gefirbter Granula),

8 = starke Granulafirbung mit iiber das ganze Tier verteilten

Perlgranula.
Diese einzelnen Intensititsgrade werden — natiirlich ganz will-
kiirlich — #quidistant auf der Ordinatenachse aufgetragen. Die

. A1}
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Fig. 29. Abhingigkeit der Firbung von der Erndhrung bei P. multi. (Fleisch-

extrakt 0,025 Proz., Neutralrot), Tiere in der Farblosung verblieben. Fett gezeichnete

Kurven: Tiere in normaler Nihrlésung, diinn gezeichnete Kurven: Tiere in ver-
diinnter Nahrlosung.

Beurteilung des Firbegrades muB auf subjektive Weise erfolgen,
nach einiger Ubung gelingt es aber leicht, die Einordnung mit
grofler Sicherheit vorzunehmen.
Die Resultate eines solchen Versuches sind in Tabelle 3 und
Textfig. 29 aufgezeichnet. Aus einer Fleischextraktlosung von
Archiv fiir Protistenkunde. Bd. LXXVTIIL 26
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0,025 Proz., die P. multimicronucleatum in Reinzucht enthielt, wurde
eine Anzahl Tiere in eine Losung, die gegeniiber der ersten mit
Leitungswasser 1:1 verdiinnt war, gebracht und nach 3 Tagen
gefirbt; die Resultate wurden verglichen mit solchen, die ge-
wonnen waren an Tieren, die in der Ausgangslosung verblieben und
mit denselben Konzentrationen gleichzeitig gefirbt waren. Dabei
wurden bei jeder Konzentration in mehreren Salznépfchen Versuchs-
losungen angesetzt; angegeben ist immer der Mittelwert, gemessen
jeweils an mindestens zehn Tieren. Auf diese Weise glaube ich
Unterschiede, die auf einem verschiedenen Alter des Einzeltieres
nach der Teilung beruhen, geniigend eliminiert zu haben ; Conjuganten
und Exconjuganten wurden zu solchen Versuchen nicht verwendet.

Tabelle 3.

P. multimicronucleatum.

Zeit Konzen-

trationen Lésung 0,025 9/, Losung 1:1 verdiinnt
1 2 3 4
30 500000 | mittlere Granulafirbung N. V.| mittlere Granulaf. keine N.V.
40 1 Mill. |schwache ” » |schwache y
45 2, schwache " » |schwache PR
50/ 5 , ganz schwache ,, » |ganzschw. y o

6 Std. | 500000 |starke Granulaf. Perlgr. N.V.| mittlere Granulaf. keine N.V.

6 1 Mill. |starke ” ” » | mittlere ” w o

6 2, starke » » , |sehrschw. ” ”

6 , 5 , mittlere ” » | ungefirbt ” ”
24 Std. | 500000 |starke Granulafirbung N.V.|schwache Granulaf.keineN.V.
24 1 Mill. |starke ” ,» |sehrschw. »o»
24 2, starke ” » | ungefiarbt w o o»
24 5 schwache ” ,» | ungefirbt w o»

48 Std. | 500000 |starke Granulaf. wenige N. V.| ungefirbt keine N. V.

48 1 Mill. |starke ” ” » |ungefirbt »
48 2, mittelst. keine

48 5 , mittlere ” »

64 Std. | 500000 |schwache Granulaf.keineN.V.

64 1 Mill. |schwache ” y o

64 2, ungefiarbt n

64 5 ungefirbt w

84 Std. farblos

Tabelle 4 und Textfig. 30 stellen dieselben Verhéltnisse bei
P. caudatum dar.

Betrachten wir zunichst das Verhalten von P. multimicronucleatum.
Die Spalten 1—3 der Tabelle 3 zeigen uns noch einmal den Ver-
lauf der Firbung bei verschiedenen Konzentrationen des Farbstoffes;
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Tabelle 4.
P. caudatum.
7.+ | Konzen- .
Zeit trat%n en Lgsung 0,025°9/, Losung 1:1 verdiinnt
1 2 3 4
30 500 000 | mittelst. Granulafirbung N. V.| mittelst. Granulaf. keine N.V.
40 1 Mill. | schwache ” » | schw.-mittl. ” ”
45’ 2, schwache » » | schwache " ” »
50 5 schwache » » | schwache ” ” ”
6 Std. | 500 000 | starke Granulaf. Perlgr. N. V. tot
6 , |1 Mill. |mittlere ” » |ungefirbt, keine N.V.
6 , [2 , mittlere » , | ungefirbt, »
6 , |5 , mittlere ” » |ungefarbt, ”
24 Std. | 500 000 | mittlere Granulaf. keine N. V.
24 , |1 Mill. |schwache ” »
24 ) 12 schwache ” ” tot
24 , |5 schwache ” »”
48 Std.| alle |ungefirbt, keine N. V.
Konz.

z. B. bei 1:500000 ist das Férbungsmaximum nach 6 Stunden,
wahrscheinlich schon friiher erreicht, nach 24 Stunden sind keine
Perlgranula mehr vorhanden;

dieser Zustand ist nach 48
“ %y Stunden nur insofern verin-
dert, als die Zahl der N.'V. be-
deutend abgenommenhat. Nach
64 Stunden sind keine N. V.

500000

1%
1: 1000000
1:2000000 t
1:5000000

10 20 30 40 50 60 Std.

Fig. 30. Abhingigkeit der Farbung von der Ernihrung bei P. caud. (Fleisch-
extrakt 0,025 Proz., Neutralrot), Tiere in der Farblgsung verblieben. Fett gezeichnete
Kurven: Tiere in normaler Nihrlssung, diinn gezeichnete Kurven: Tiere in ver-

diinnter Néhrlosung.

mehr vorhanden, und die Zahl der gefirbten Granula hat sich erheb-

lich verringert, nach 84 Stunden waren alle Tiere farblos.

Dem-

gegeniiber zeigen die Tiere, die in der weiter verdiinnten Fleisch-
extraktlosung (Fl. E.) gehalten wurden (Spalte 4), und von Anfang

26*
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an keine N. V. enthielten, den eben betrachteten gegeniiber nach
6 Stunden schon geringere Farbintensititen, besonders bei den
schwicheren Konzentrationen. Nach 24 Stunden haben sich die
Unterschiede verstirkt, bei der hdochsten Konzentration nur noch
mittlere Granulafirbung, bei den beiden unteren schon ungeférbte
Tiere. Nach 48 Stunden vollends sind alle Tiere ungeférbt?).

Es zeigt sich also, daf bei normal ernihrten Tieren das bei
einer bestimmten Konzentration erreichbare Maximum der Firbung
(abgesehen von den Perlgranula) solange erhalten bleibt, als N. V.
in geniigend groBer Zahl gebildet werden, daf die Zahl der ge-
firbten Granula aber abnimmt, sobald die Bildung neuer N. V. nach-
148t oder schlieflich unterbleibt. Bei den Tieren, die bei Beginn
des Versuches schon keine N. V. mehr bilden, wird das den normal
ernihrten Tieren zukommende Maximum nicht mehr erreicht, die
Zahl der gefirbten Granula nimmt in viel stirkerem Mafe ab als
bei normal erndhrten Tieren; zu einer Zeit (48 Stunden), wo bei
diesen die hoheren Konzentrationen noch Maxima liefern, sind hier
schon alle Granula ungefirbt. Dies diirfte wohl am einfachsten so
zu erkliren sein, daf bei den schlecht ernihrten Tieren, nachdem
keine N. V. mehr gebildet wurden, die Granula in den Stoffwechsel
des Tieres hineingezogen, verbraucht worden sind, und dafB dabei
der Farbstoff abgebaut worden ist, eine Annahme, die nahe liegt,
wenn man diesen Granula Reservestoffcharakter zuschreibt (s. oben).

Die Tabelle 4 fiir P. caudatum zeigt im Prinzip genau dasselbe.
(Die Versuche sind natiirlich gleichzeitig ausgefiihrt.) Auch hier
sinkt die Zahl der gefirbten Granula, sobald die Bildung der N.V.
aufhért, sowohl bei normal erndhrten Tieren als auch bei schlecht
ernihrten im Vergleich zu diesen. Dazu tritt aber hier schon ein
erster Unterschied zwischen P. caudatum und P. multimicronucleatum
hervor: zu einer Zeit (24 Stunden), wo P. multimicronucleatum noch
ausnahmslos in 0,025 Proz. Fleischextraktlosung N. V. bildet, sind
bei P. caudatum in derselben Losung schon keine mehr vorhanden,
dementsprechend sinkt die Zahl der gefidrbten Granula hier frither
bis zu Null herab (48 Stunden), und ebenso tritt bei den in der
verdiinnten Losung geziichteten Tieren die vollige Entfirbung (und
auch der Tod) erheblich friiher ein.

) Bei der graphischen Darstellung kommen in den Fillen, wo von vornherein
keine N. V. vorhanden sind, die Intensitdtsstufen 2—4 natiirlich iiberhaupt. nicht
vor, im Interesse einer einheitlichen Darstellung durfte aber von der einmal ge-
troffenen graduellen Verteilung der Intensitdt nicht abgewichen werden; deshalb
mull dieser Nachteil hier in Kauf genommen werden.
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Zur Erklirung des unterschiedlichen Verhaltens in der N. V.-
Bildung der beiden Arten konnen zwei Moglichkeiten herangezogen
werden. FEinmal wire es moglich, daf in der Nahrflissigkeit ent-
standene zellschidigende Stoffe (siehe unten) lihmend auf die bei
der N. V.-Bildung beteiligten Organellen wirken konnten, und daB
P. caudatum hiervon in stirkerem MafBe betroffen wiirde als P. multi-
micronucleatum, oder aber, daf sich die beiden Arten grundsitzlich
hinsichtlich der Féhigkeit, N. V. zu bilden und die damit in einer
Kulturfliissigkeit enthaltene Nahrung auszunutzen, unterscheiden
wiirden. Nun 148t sich leicht zeigen, daB zu einer Zeit, wo die
Bildung der N. V. aufgehort hat, die Organe nicht nachhaltig ge-
schidigt sind; denn nach Ubertragen in ein nahrungsreiches Medium
werden sofort N. V. gebildet. Zugunsten der letzten Moglichkeit
148t sich folgender Versuch deuten. Tiere beider Arten werden aus
der Kulturflissigkeit in Leitungswasser gebracht, in welchem sie
nach spétestens 3—5 Stunden keine neuen N. V. mehr bilden. Stellt
man nach 2—3 Tagen fest, daB die Tiere frei von N.V. sind, so
werden sie in neue, nahrungsreiche Kulturfliissigkeit zuriickgebracht,
und die in einer bestimmten Zeit neugebildeten Vakuolen gezihlt?).
Praktisch wurden innerhalb der ersten Stunde abwechselnd bei je
einem Tier von P. multimicronucleatum und P. caudatum die N. V.
gezihlt und die Zahlen addiert. Als Durchschnittswerte fiir je zehn
Tiere ergaben sich folgende, an verschiedenen Tagen ermittelte, je
nach Giite des Ndhrmediums verschiedene Zahlen.

Tabelle 5.
P. multi-

micronucleatum P. caudatum
26. 9. 12,8 3,9
28. 9. 20,3 11,2
29. 9 28,4 10,1
5. 10. (NG 51
7. 10. 12,2 5,6
8. 10. 10,6 6,1
9. 10. 9,5 4,2
14. 10. 16,6 3,6
14. 10. 21,0 3.8
15. 10. 11,3 3,6
Mittel 15,4 | 5,72

= 2,6 : 1

1) Dieselbe Methode ist schon von Losiva-Losinsky zur Feststellung des ,Ein-
flusses des Ndhrwertes des Mediums auf die Beziehung der Infusorien zur Nahrung®
angewendet worden. Einzelheiten siehe dort.
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Aus der Zusammenstellung geht hervor, da8 P. multimicronucleatum
durchschnittlich in derselben Zeit und derselben N&hrlosung mehr
als doppelt soviel N.V. bildet als P. caudatum. Dieser Versuch
spricht zugunsten der zweiten Erkldrungsmoglichkeit (vgl. jedoch
auch die Versuche iiber Giftwirkung, siehe unten). P. multimicro-
nucleatum kann sehr vielmehr Nahrung in einer bestimmten Zeit
aufnehmen, bzw. in einer nahrungsarmen Kulturfliissigkeit linger
N. V. bilden, als P. caudatum. KEs liegt nahe, diesen Unterschied
mit dem morphologischen Bau des Cytostoms in beiden Arten in
Zusammenhang zu bringen. Lanpis weist darauf hin, daB die Mund-
bucht von P. multimicronucleatum grofer ist als bei P. caudatum und
nach der aboralen Seite hinausgebogen ist: ,The curve of the buccal
groove is slightly greater and its tip is bent towards the aboral
side.“ Es wire denkbar, daf diese Unterschiede im Bau des Cyto-
stoms die Geschwindigkeit der Nahrungsvakuolenbildung beeinflussen.

Versuchsgruppe 2. Bisher ist bei den Versuchen so verfahren
worden, daB die Tiere in der Farblosung verblieben. Es fragt sich
jetzt, was geschieht, wenn die Tiere, nachdem das Farbungsmaximum
erreicht ist, aus der Farblosung entfernt und in ungeféirbte Kultur-
losung zuriickgebracht werden. Bei solchen Versuchen zeigte es
sich zun#chst, daf die Férbungsmaxima der beiden Arten zeitlich
nicht zusammenfallen, und daB es schwierig ist, festzustellen, wann
das Maximum fiir eine bestimmte Konzentration gerade erreicht ist.
Es wurde daher so verfahren, daB die Tiere zu einem Zeitpunkt
aus der Farblosung entfernt wurden, wo die Maxima bei hoheren
Konzentrationen fiir beide Arten, bei mittleren Konzentrationen
wenigstens fiir eine Art erreicht waren, wihrend sie bei schwachen
Konzentrationen schon vor Erreichung der Maxima aus der Losung
entfernt wurden. Nachdem mehrmals ausgewaschen und abzentri-
fugiert war, wurden die Tiere in eine nicht iiber 12 Stunden alte
FIL. E.-Losung zuriickgebracht.

Die Ergebnisse eines solchen Versuches sind in Tabelle 6 und
Textfig. 31 zusammengestellt, und zwar zugleich fiir beide Arten.

Man ersieht aus dieser Tabelle zunéchst, da viel hohere Farb-
stoffkonzentrationen verwendet werden konnen als bei der ersten
Versuchsserie. Will man diese Ergebnisse mit denen in den Ta-
bellen 3 und 4 verzeichneten vergleichen, so darf man daher nicht
gleiche Konzentrationen miteinander vergleichen, sondern solche
Konzentrationen, die dieselben Intensititsmaxima hervorbringen,
also, wie man aus den graphischen Darstellungen am leichtesten
sieht, ungefdhr 1: 500000 bei der ersten Versuchsgruppe mit 1:50000
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Tabelle 6.
Fl. E.-Losung 0,025 Proz.
Zeit t{_‘&?ﬁ;gﬁ P. multimicronucleatum P. caudatum
1 2 3 4
15 entf. | 50000 |starke Granulafirbung N. V.|starke Granulafirbung N. V.
Perlgranula Perlgranula
30", 100000 |starke Granulafirbung N. V.| mittlere Granulafarbung N. V.
60’ 200000 | mittlere ” ” ” ” »
3Std.entf.| 1 Mill. |schwache ” » | schwache » »
5 Std. | 100000 |starke Granulafirbung N. V.| mittlere Granulafirbung N. V.
6 200000 | schwache ” » |ganz schw. ”
7, 1 Mill. |ungefdrbt N. V. ungefirbt N. V
15, 50000 | mittelst. Granulafirbung N. V.| mittlere Granulafirbung N. V.
15 100000 | mittlere ” , | schwache ” ”
15 200 000 |schwache ” , |ganz schw. ”
26 50000 | mittelst. Granulafirbung N. V.| mittlere Granulafirbung N. V.
26 100000 |schwache , |ungefirbt N. V.
26 200000 | ungefarbt N. V. " »
40 50000 | mittelstarke Granualfirbung | mittlere Granulafirbung N. V.
40 100000 |ungefarbt N. V. ungefiarbt N. V.
64 50000 | mittelst. Granulafirbung N.V. tot
9 50000 tot
J)
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N
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Fig. 81. Firbungskurven bei Entfernung der Tiere aus der Farblosung (Fleisch-

extrakt 0,025 Proz., Neutralrot).

----- Kurven: P. multi., + 4+ -+ Kurven: P. caud.

bei der zweiten Versuchsgruppe, 1:1 Mill. mit 1:100000, 1:5 Mill.
mit 1:200000. Man erkennt, daf die Farbungsintensitit bei dieser
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Versuchsgruppe viel schneller abnimmt als bei dem entsprechenden
Versuch der ersten Gruppe, wo die Tiere in der Farblosung ver-
blieben waren; besonders tritt dies beim Vergleich der Textfig. 29
w 31 fiir P. multimicronucleatwm (normal erndhrte Tiere) zutage.
DaB hier nach 15 Stunden noch gefirbte N. V. zu sehen sind, kann
erstens daran liegen, daB beim Zentrifugieren und Auswaschen ge-
firbte Nahrungspartikel an den Tieren hingengeblieben sind, die
dann nachher eingestrudelt wurden; bei den héheren Konzentrationen
ist aber auch daran zu denken, daB die kleinen Granula, die bei
der Ablosung der N.V. in diese eindringen, fiir die Féarbung ver-
antwortlich zu machen sind. In allen diesen Féllen handelt es sich
auch immer nur um eine schwache Firbung der Nahrungsballen.
Vergleicht man die Farbungsintensititen bei P. multimicronucleatum
und P. caudatum, so findet man, daf die Intensititen bei P. multi-
micronucleatum grofer sind, daf die Kurven fiir P. multimicronucleatum
iiber denen von P. caudatum liegen (Textfig. 31). Beriicksichtigen
muB man aber dabei, daf die Ausgangsintensititen bei der Ent-
fernung aus der Farbe fiir P. multimicronucleatum auch schon be-
deutend héher liegen als bei P. caudatum. Subtrahiert man diese
Differenz, indem man z B. bei den Konzentrationen 1:100000 den
Anfangspunkt der -+ —+4-4-4-Kurve parallel zur Abszisse bis zum
Schnittpunkt mit der —————- Kurve verschiebt (durch Pfeile
angedeutet), so sieht man, wie der Abstand der beiden Kurven
im Verhéltnis zu der ersten Lage sehr viel enger geworden ist.
Die anderen Kurven gleicher Konzentration, bei denen die Awus-
gangsintensititen gleich sind, liegen schon ohnehin sehr nahe zu-
sammen. Man kommt also hier zu dem Schluf, daf die Entférbung
von P. multimicronucleatum und P. caudatum nach der Entfernung
aus der Farblosung in iibereinstimmender Weise erfolgt.

Wie kommt nun in diesem Falle die Entfirbung der Granula
zustande, und welche Zusammenhénge bestehen mit dem Ablauf der
Stoffwechselvorginge ? Wir hatten bei der ersten Versuchsreihe ge-
sehen, daf eine Verminderung der Zahl der Granula einsetzt, sobald
keine neuen N. V. mehr gebildet werden, sobald also die Zahl der
neu entstehenden Granula verschwindend klein gegen die der ver-
brauchten Granula ist. Hier liegen die Verhéltnisse komplizierter.
Es werden hier daunernd N.V. gebildet, also darf man annehmen,
daf auch dauernd neuwe Granula entstehen. Daneben miissen auch
immerfort Granula verbraucht werden, denn sonst konnte die Zahl
der gefirbten Granula nicht abnehmen. Was wir beobachten konnen,
ist in beiden Fillen das Abnehmen der Zahl der gefirbten Granula.
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Bei dieser Versuchsgruppe beginnt diese Abnahme, sobald die Tiere
aus der Farblosung entfernt werden, da dann keine neuen gefirbten
Granula mehr gebildet werden konnen; bei der ersten Versuchs-
gruppe aber beginnt diese Abnahme, sobald keine N. V. mehr ge-
bildet werden. Daher sind die Kurvenscharen der Textfig. 29 u. 30
erst von diesem Zeitpunkt an mit denen der Textfig. 31 vergleichbar,
es miissen also in den Textfig. 29 u. 30 neue Ordinaten eingefiihrt
werden, die in den beiden Textfiguren durch die senkrechten
Geraden angedeutet sind. Sie schneiden die Abszisse an der
Zeitmarke, zu der bei den betreffenden Konzentrationen zuletzt
N. V. beobachtet worden sind; zum Vergleich benutzt werden
also nur die abfallenden Teile der Kurven. Dabei muf die Ordi-
nate der Textfig. 31 nur ganz wenig nach rechts verschoben
werden, da die Entfernung aus der Farblosung ja schon kurz
nach Beginn des Versuchs erfolgte. Durch einen Vergleich der
Textfig. 29 u. 30 mit Textfig. 31 erkennt man, dafl die Kurven
fiir beide Arten in beiden Versuchsreihen ganz #hnlich verlaufen,
daB also die Geschwindigkeit der Abnahme der gefirbten Granula
bei beiden Versuchsgruppen ungefihr dieselbe ist. Damit ergibt
sich die gleiche Abhéingigkeit der Zahl der gefdrbten Granula von
den Ernihrungsbedingungen: in beiden Féllen beginnt diese Ab-
nahme, sobald die Bildung geférbter N. V. unterbleibt; hervorgerufen
wird dies in beiden Féllen auf ganz verschiedene Weise: bei der
ersten Versuchsgruppe durch Nahrungsmangel, bei der zweiten Ver-
suchsgruppe durch Zufuhr reichlicher Nahrung nach der Entfernung
aus der Farblosung. Natiirlich koénnen aus dieser Ubereinstimmung
keine Schliisse auf die Geschwindigkeit der Granulaentstehung und
-Auflosung bei normal und unternormal ernidhrten Tieren gezogen
werden, denn die gefirbten stellen ja nur einen Teil des Gesamt-
bestandes der Zelle an Granula dar, und iiber die zahlenmifige
Verdnderung ungefirbter Granula 148t sich bisher noch nichts aus-
sagen.

Es bleibt noch festzustellen, wie die Geschwindigkeit der Ab-
nahme der geféirbten Granula von dem Nahrungsreichtum der ver-
wendeten Kulturfliissigkeit abhingt. Man muB erwarten, daf die
Entférbung um so schneller erfolgt, je nahrungshaltiger die Kultur-
fliissigkeit ist. Es wurden Tiere, die starke Granulafdrbung zeigten,
aus einer Heulosung entfernt und ein Teil in dieselbe, aber unge-
farbte Heulosung, ein anderer Teil in Leitungswasser gebracht.
Tabelle 7 zeigt das Ergebnis, das den gestellten Erwartungen ent-
spricht.
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Tabelle 7.
P. multimicronucleatum.
Zeit Leitungswasser Kulturfliissigkeit
Zu Beginn | starke Granulafirbung N. V. starke Granulafirbung N. V.
7 Std. mittelstarke |, wenig N. V. | mittelstarke "
20 » ” » ”» ” ganz SChw' ” »
48 ” . ” ” »” ” ” . » »
2, mittlere » keine farblos N. V.

Wihrend die in die Heulosung gebrachten Tiere nach 72 Stunden
farblos waren, zeigten die in Leitungswasser gebrachten noch eine
mittlere Granulafirbung.

Es sei noch ein Beispiel angefiithrt, bei dem die geschilderte
Abhingigkeit besonders schon und einwandfrei zum Ausdruck kommt:
in der Firbung von Exconjuganten und Conjugationspérchen. Be-
kanntlich wird wéhrend der Conjugation von den conjugierenden
Partnern keine Nahrung aufgenommen, vorhandene Nahrung, wie
sich leicht durch einen Férbungsversuch feststellen 148t, innerhalb
der ersten Stunden vollstindig verdaut. Exconjuganten hingegen
nehmen nach Wiederherstellung des Cytostoms Nahrung in reich-
licherem MaBe auf, als normale, nicht conjugierende Tiere. Daher
rithren auch die bedeutenden GroBenunterschiede zwischen Excon-
juganten und normalen Tieren. Zum Versuch verwendet wurde P.
multimicronucleatum wegen seiner grofieren Neigung zur Conjugation.
Aus drei Heukulturen, in denen Conjugation aufgetreten war, wurden
bei Beginn derselben jeweils Conjugationspirchen und Nichtconju-
ganten isoliert. Wéahrend der Dauer der Conjugation wurden aus
den Néipfchen, die Pdrchen enthielten (A) in den ersten 6 Stunden
alle Einzeltiere entfernt, aus dem Népfchen mit Nichtconjuganten (B)
alle auftretenden Conjugationspirchen. Wenn sich in dem Nipf-
chen A eine grofere Menge von Exconjuganten gegen Ende der
Conjugation angesammelt hatte, wurden diese gleichzeitig mit
Tieren aus dem Né#pfchen B mit N. R. 1:100000 eine halbe Stunde
gefirbt, so daf sie starke Granulafirbung aufwiesen, dann mehr-
mals ausgewaschen und in aus der Stammkultur abfiltrierte Kultur-
16sung zuriickgebracht. Kine Beobachtung nach 10 Stunden zeigte,
daB die auch an dem Kernbild erkennbaren Exconjuganten sehr
schwache bis schwache Granulafirbung, ungefirbte N. V., die nor-
malen Tiere mittelstarke Granulafirbung, ungefirbte N. V. aufwiesen.
Dieser einfache Versuch zeigt also unmittelbar, wie bei den Ex-
conjuganten, die mehr Nahrung aufgenommen haben, die Zahl der
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gefirbten Granula sehr viel rascher abgenommen hat, als bei Tieren,
deren Nahrungsaufnahme in normalen Grenzen verlief.

Zusammenfassend 148t sich also iiber die Abh#ngigkeit der
Granulafirbung von der Ernihrung sagen, daB bei beiden Arten
die Zahl der gefirbten Granula abnimmt, und damit eine Anderung
des Firbungsbildes eintritt, sobald die Bildung von gefiirbten N.V.
aufhort. Die beiden Arten unterscheiden sich darin, daB P multi-
micronucleatum in einer gegebenen Kulturfliissigkeit lingere Zeit
N.V. zu bilden und die Nahrungsquelle besser auszunutzen vermag
als P. caudatum, ein Unterschied, der moglicherweise auf morpho-
logischen Eigentiimlichkeiten des Cytostoms beruht. Wir sahen, da8
der Einfluf der Ernihrung sich besonders bei der Entfirbung gel-
tend macht; wir werden im folgenden Abschnitt die Wasserstoffionen-
konzentration als einen Faktor kennenlernen, der die Anfirbung
weitgehend beeinfluBt.

f) Abhingigkeit der Farbung von der Wasserstoffionen-
konzentratoin (pg).

Nach den Untersuchungen von BereE, ENDLER, RUMIANTZEW und
KEeprowskY u. a. steht die Abhidngigkeit der Férbung vom pg aufer
Zweifel, dabei erhoht eine wachsende Alkalitit der Auflenlosung die
Aufnahmeféhigkeit fiir basische Farbstoffe. Es blieb daher nur zu
untersuchen, ob diese Abhéingigkeit innerhalb des Versuchsbereichs
von Bedeutung war, und beim Vergleich der Farbbarkeit von P. multi-
micronucleatum und P. caudatum zu beriicksichtigen ist. Zu diesem
Zwecke wurde zunéchst das pg in Heukulturen verschiedenen Alters
gemessen. BopiNe (1921) hat den Verlauf der py-Kurven in Infu-
sorien-Kulturen gemessen und festgestellt, daf diese zuerst sauer
und spéter alkalisch reagieren. Ich kann diese Ergebnisse bestitigen?).
In Tabelle 8 sind fiir diejenigen zwolf Paramécien-Kulturen, in denen
die Tiere in der groBten Dichte vorhanden waren, die py-Werte zu
verschiedenen Zeiten eingetragen. Die erste Messung erfolgte, wenn
die Kulturen schon gut florierten; das war meist 3 Wochen nach
der Ubertragung einer geringen Menge von Tieren in eine 6—8 Tage
alte Heulosung der Fall.

Die Tabelle zeigt, daf die Kulturen im Anfang schwach sauer,
dann mehr und mehr alkalisch reagieren, und zwar bevorzugt
P. multimicronucleatum ein schwach saures Medium, das hiufig erst

1) Die pu-Messungen wurden ausgefiihrt mit dem Doppelkeilkalorimeter nach
BierruM-ARRHENIUS.
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Tabelle 8.
PH am
Nr. Art Kult. | angesetzt
| 11.2.29.6.(19.9.|5. 11.
1 | P. multimicronucleatum | 22 20.1.1931 | 6,60 | 7,60 | 7,80 | 8,06
2 ,, 51 » 6,25 | 6,72 | 7,66 | 7,90
3 » 52 " 6,25 | 6,90 | 766 | 7,80
4 ” K 15.4.1931 | — | 742 | 730 | 7,90
5 » 78 1.5.1931 | — |697 | 7,16 | 7,70
6 ; 79 . — |12 | 717 | 770
7 ” 80 . — |08 | 71,77 | 7,80
8 P. caudatum 10 ] 10.10.1930 | 7,37 | 7,95 | — —
9 » 25 20.1.1931 | 7,06 | 7,41 | 7,62 | 8,00
10 - 60 1.5.1931 | — | 7,566 | 71,72 | 7,90
11 ,, 61 ,, — | 7,28 | 7,67 | 790
12 . 63 , — | 742 | 772 | 7,90

Temperatar 18—20°,

nach mehreren Monaten alkalisch wird, wihrend die besten Kulturen
von P. caudatum solche sind, die schon nach kurzer Zeit alkalisch
reagieren. In sauren Kulturen habe ich P. caudatum nicht lingere
Zeit in groferen Mengen halten konnen, andererseits vertrigt
P. multimicronucleatum pg-Werte von acht ohne Schaden. Das Inter-
vall der Wasserstoffionenkonzentration, in dem die Tiere am besten
leben konnen, ist also fir P. multimicronucleatum bedeutend grofer
als fiir P. caudatum

Da bei den Firbeversuchen mit Kulturlosungen, die aus Heu-
kulturen abgefiillt waren, gearbeitet wurde, war es von Interesse,
den Verlauf der py-Werte in solchen abgefiillten Kulturen innerhalb
der Firbezeit festzustellen; desgleichen den Verlauf bei FL E.-
Kulturen.

Tabelle 9.

Alter pH nach
Art Klt}it" der
) Kult. |bei Beg. | 1. Tag | 2. Tag 3. Tag| 4. Tag |7. Tag
P.omdt. | Bl |uw |[BMon| 674 | 775 | 855 |845| 850 | 870
) 51 |b. |5 , | 674 | 762 | 855 |860| 850 | 870
, 80 |u |2 .| 740 | 790 | 885 |887| 880 | —
, 80 |b.|2 o | 740 | 790 | 88 |885| 880 | —
P. caud. 25 |u |b 7,45 7,90 8,80 8,80 | 8,80 9,20
,, 2 |b.|b5 . | 745 | 790 | 880 |880| 875 | 9.20
; 63 |u. |2 .| 745 | 790 | 880 |880| 860
i 63 |b |2 . | 745 | 790 | 880 |880| 860 | —
Gehalt an v 0,002 9/(0,0080 %7, 0,0083 0)p| — [0,0085 7| —
NH, b. 0,0080 %(0,0028 %, 0,0028 9| —  (0,0085 % —

u. = unbewohnt, b. = bewohnt.



Paramaecium multimicronucleatum und Paramaecium caudatum. 415

Tabelle 10.
Fl. E.-Losung 0,025 °/,, 6 Stunden alt.
N Kult.- PH nach
rt Nr
’ bei Beg.| 1. Tag | 2. Tag | 3. Tag | 4. Tag | 5. Tag
FL E. — ju| 705 7,45 7,38 7,45 7,50 7,50
P. mult. 80 |b.| 742 8,00 7.86 7,72 7,88 8,40
” 51 |[b.| 742 7,85 7,93 7,85 7,88 8,80
P. caud. 60 |[b.| 742 8,12 8,08 7,85 7,80 8,90
N 63 |b.| 742 8,00 §,10 8,04 8,03 8,80
Gehalt an u. — 10,0024 ©/,' 0,0020 ;| 0,0018 /5| 0,0018 %,|0,0018 %,
NH; b. 10,0021 °/,10,0026 °/0! 0,0033 ¢/,0,0030 ©/,10,0033 ¢/,|0,0023 ¢/,

u. = unbewohnt, b. = bewohnt.

Die Temperaturen wurden bei jeder py-Messung natiirlich auch
gemessen, konnten aber aus Platzmangel in den Tabellen nicht ver-
merkt werden; die Schwankungen sind gering.

Dabei wurde darauf geachtet, ob zwischen Kulturlgsungen, aus
denen die Tiere entfernt, und solchen, die bewohnt waren, Unter-
schiede bestehen, wie dies von BopiNe angegeben wird. In Textfig. 32
u. 33 sind die Ergebnisse graphisch dargestellt. Textfig. 32 zeigt,
dal bei abgefiillten Heulosungen (die verschlossen gehalten wurden)
innerhalb der ersten 2 Tage ein steiler Anstieg der pyg-Werte von
6,7—8,8 bei Kulturen von P. multimicronucleatum, von 7,4—8,8 bei
solchen von P. caudatum erfolgt. Der Wert von 88 stellt dabei
einen oberen Grenzwert dar, der nur selten noch iiberschritten wird.
Hochstens nach 6—7 Tagen tritt noch eine kleine Steigerung ein.
Ein Unterschied zwischen unbewohnten und bewohnten liel sich
dabei nicht feststellen. Textfig. 33 zeigt einen &hnlichen Anstieg
der py-Werte bei Fl. E-Kulturen. Hier erfolgt der Anstieg in zwei
Etappen, innerhalb des 1. Tages etwa bis 8,0, dann vom 4. Tage
ab bis zu Werten von 88. Werte von 88 und dariiber werden
von den Tieren nicht lingere Zeit hindurch ertragen, nach wenigen
Tagen 148t sich schon eine Verlangsamung der Bewegung erkennen.
In unbewohnten Fl1. E.-Kulturen ist nur ein geringer Anstieg des
pa-Wertes (von 7,00—7,50) zu beobachten; héhere Werte wurden
auch nach lingerer Zeit nicht erreicht. Um die Ursache der py-
Steigerung zu erkennen, wurde eine Analyse der Losungen vor-
genommen und es zeigte sich, daf das Auftreten von Ammoniak als
eine Ursache der pg-Steigerung anzusehen war.
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Ammoniakanalyse. 200 cm® Kulturfliissigkeit wurden in einem
ErLENMEYER-Kolben auf 60 © erwidrmt, sodann durch eine Waschflasche
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1 | | 1 | | !
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7.0

1 2 3 4 5 6 Tage
Fig. 32. pu-Werte bei abgefiillten Heukulturen.
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Tig. 33. pu-Werte bei Fleischextraktkulturen (0,025 Proz.).

1 2 3 4 5 6 Tage

mit ziemlich kon-
zentrierter Schwe-
felsdure ammoniak-
freie Luft zugelei-
tet, und der freie
. . n
Ammoniak in 100
HCl  angefangen.
Durch Titrieren mit
i—gaNaOkurdedie
Menge von NH,OH
festgestellt, und der
Gehalt in der Kul-
turlosung in Pro-
zenten ausgedriickt.
Die Ergebnisse sind
unter den Tabellen
9 u. 10 vermerkt.
Es liegt nahe, fiir
das Auftreten von
Ammoniak die Bak-
terienflora in den
Kulturen verant-
wortlich zu machen.
Es zeigt sich auch
an Ausstrichpripa-
raten, die mit Me-
thylenblau gefirbt,
oder als Negativ-
priparate  mit
schwarzer Tusche
hergestellt wurden,
daf die groBte
Dichte der Bak-
terienflora zeitlich
mit dem Maximum

der Ammoniakproduktion zusammenfillt. Die Anwesenheit groBerer
Ammoniakmengen in bewohnten FI. E.-Kulturen gegeniiber unbe-



Paramaecium multimicronucleatum und Paramaecium caudatum. 417

wohnten kann einmal auf direkter NH,-Produktion der Paramiicien
oder aber auf der Anwesenheit von solchen Bakterien beruhen, die
die von den Infusorien abgeschiedenen, stickstoffhaltigen Exkretstoffe
zu NH; abbauen. DaB bei bewohnten und unbewohnten abfiltrierten
Heukulturen keine wesentlichen Unterschiede hervortreten, diirfte wohl
in der Anwesenheit von zahlreichen Colpidien, die in den unbewohnten,
abfiltrierten Heukulturen vorhanden waren, zu suchen sein. Wie oben
schon angefiihrt wurde, bieten die Fl. E.-Kulturen den Paramiicien nur
kurze Zeit ein giinstiges N&hrmedium. Die griBte Dichte zeigen
solche Kulturen vom 4.—7. Tag (groBter Reichtum an Bakterien),
nach dieser Zeit nimmt die Zahl der Paramicien sowie die der
Bakterien sehr rasch ab. Diirfte so die Verminderung der Zahl der
Tiere einmal auf Nahrungsmangel beruhen, so ist andererseits eine
schidliche Wirkung des NH; nicht zu verkenmen. Untersucht man
durch Zugabe von NH,; zu frisch bereiteter Kulturlosung den schid-
lichen EinfluB dieses (iftes, so findet man (Methode s. u.), daB ein
Gehalt von 0,0035°, NH;, wie er normalerweise in den FIl. E.-
Kulturen vorkommt, von beiden Arten nicht lingere Zeit ohne Schaden
vertragen wird.

Zu &hnlichen Resultaten beziiglich der summierenden Wirkung
von Nahrungsmangel und Exkretstoffen in abgefiillten N&hrlosungen
im Alter von 3—8 Tagen sind auch Wooprurr (1912), FINE und
MyEers gekommen, wenn auch eine exakte Analyse der durch die
Anwesenheit der Bakterien geschaffenen Verhiltnisse noch nicht
moglich war.

Man darf aus den bisherigen Versuchen schon schlieBen, daf
die h-Konzentration, da sie so hohen Schwankungen unterworfen ist,
auf die Firbungsergebnisse den allergroBten Einfluf haben wird,
und daB nur bei Losungen von gleichem py die Farbwirkungen
verglichen werden diirfen. Es soll deshalb die Anderung des py
innerhalb eines kleinen Bereichs auf die Farbewirkung untersucht
werden. Dabei wurde das py zunéchst ohne eine Pufferlosung durch
Zugabe einiger Tropfen verdiinnter Essigsiure oder Natronlauge
verdndert; das sich einstellende pg wurde in jedem Falle empirisch
bestimmt. Tabelle 11 und Textfig. 34 stellen das Ergebnis eines
solchen Versuchs fiir P. multimicronucleatum dar. Eine abgefiillte
Heuldsung, die ein py von 7,0 aufwies, wurde mit einer aus derselben
Mutterkultur stammenden (gleiche Ernihrungsbedingungen!), die durch
Zugabe von drei Tropfen pro Kubikzentimeter NaOH auf ein pg von 7,3
gebracht war, hinsichtlich des Férbeergebnisses bei gleichen Kon-
zentrationen verglichen. Die Betrachtung der Kurven der Textfig. 34
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Tabelle 11.

P. multimicronucleatum

Farbung bei

pu="170
3

PH= 7v3
4

Zeit Konz.
1 2
30’ 200 000
5b' 500 000
75 2 Mill
80' 10

5 St. 200 000

5 500 000

6 2 Mill.

6 ” 10 ”

24 St. 200 000
24 500 000
24 2 Mill.
24 10

48 St 200 000
48 500 000
48 2 Mill.

3 Tg. 200 000

3, 500000

4 Tg. 200 000

4 500 000

5 Tg. 500 000

mittlere Gr. Fg. N. V.
stark gefirbte N. V.
schwach ”

” »” ”

starke Gr. Fg. N. V.
mittelstarke Gr.Fg. N.V.
stark gefarbte N. V.
schwach gefiarbte N. V.

starke Gr. Fg. N. V.
mittelstarke Gr. Fg. N. V.

sehr schwach gefirbte N.V.

ungefirbt

starke Gr. Fg. N. V.
un,éefﬁrbt,,7keine "N. V.
starke Gr. Fg. N. V.

”» ”» ”»

starke Gr. Fg. N. V.
viele tot
starke Gr. Fg. N. V.

mittlere Gr. Fg. N. V.
e = 8,98

mittlere Gr. Fg. N. V.
schwache ”
stark gefirbte N. V.
schwach ,, ”

starke Gr. Fg. N. V. Perlgr.
stark gefirbte N.'V.

”» ” ”

starke Gr. Fg. N. V.
mittlere , »

sehr schwach gefidrbte N. V.
ungefirbt

starke Gr. Fg. N. V.
un’éefﬁrbt,,’keine N. V.
starke Gr. Fg. N. V.

” ” ”

starke Gr. Fg. N. V.
viele tot
starke Gr. Fg. N. V.

mittlere Gr. Fg. N. V.
pE=19,13

\\\\ V. .\\-’\\--
! V) 1:10000000 = T==-X} 1. 2000000
I 1 1 1 1 1 1 1 t
10 20 30 40 50 60 70 Std.

Fig. 34. Abhingigkeit der Fiarbung von der Wasserstoffionenkonzentration (Heu-
kulturen, Neutralrot). Diinn gezeichnete Kurven: py = 7,0, fett gezeichnete Kurven:

pH =13,
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zeigt, daf bei der Anfirbung die Intensititskurven héheren pg’s
ausnahmslos hoher liegen als die niederen pg’s, und zwar um gut
mefBbare Betrige. Im weiteren Verlauf tritt eine Anniherung der
zugehorigen Kurven ein, bei denen hoherer Konzentration eine
Uberschneidung (S). Da es sich um eine ungepufferte Losung handelt,
kann iiber die pg-Werte zu jedem Zeitpunkt der Firbung nichts
ausgesagt werden, immerhin lassen die erreichten Endwerte 898
bzw. 9,13 sowie die grofe RegelmiBigkeit im Verlauf der Kurven
die Erwartung zu, daf8 nicht gerade eine Umkehr in der Anordnung
der pg-Kurven beziiglich ihres Anfangswertes eingetreten ist. Fiir
die Anfirbung (ungefihr bis zu 6 Stunden) ist dies ganz sicher
nicht zu erwarten, und es kaun somit aus der Lage dieser Kurven
geschlossen werder, daf die zu erwartende GesetzmiBigkeit, Pro-
portionalitit von Farbungsgrad und Alkalitit, auch fiir kleine Diffe-
renzen der py-Werte giiltig und meBbar ist.

Es wird also bei einem Vergleich der Farbwirkung bei P. cau-
datum und P. multimicronucleatum darauf zu achten sein, daB neben
gleichen Ern#hrungsbedingungen auch eine Gleichheit des py vor-
handen ist.

Es sei nachtréiglich noch auf einen Punkt hingewiesen, den
StrELNIROW zum Gegenstand einer Untersuchung gemacht hat,
nimlich den Vorgang der Reduktion des Farbstoffes bei Infusorien.
Wir hatten ja gesehen, dafl die Zahl der gefirbten Granula, sowohl,
wenn die Tiere in der Farbstofflosung verbleiben als auch, wenn
sie daraus entfernt werden, abnimmt. Der letzte Fall liegt insofern
einfacher, als der Abbau des Farbstoffes ohne Anwesenheit weiterer
Farbstofflosung vor sich geht; wie aber ist es im ersten Falle, ist
von dem Augenblick an, wo der Abbau der gefirbten Granula be-
ginnt, kein Farbstoff mehr in der Losung vorhanden, oder ist das
doch der Fall? SrtreLnikow glaubt, bei Versuchen mit Methylen-
blau, das letztere annehmen zu diirfen. Er stellt fest, daB die In-
fusorien sich nach einigen Tagen bei einer Konzentration, bei der
sie es vorher taten, nicht mehr firbten, wohl aber in stirkeren
Konzentrationen. Bringt er dagegen ungeférbte Paramicien in eine
solche Losung, so nehmen sie sofort Farbe an. Andererseits firben
sich Tiere, die in einer Farblosung nach einigen Tagen ungefirbt
sind, sofort, wenn sie in eine farblose Kulturlosung von gleichem
pu gebracht werden. SrtrELNiKOW gelangt auf Grund dieser Ver-
suche zu der Annahme, daB eine Oxydation und eine Rekonstitution
des Farbstoffes unter Bildung von Leukoverbindungen vor sich geht.
Bei N.R. verlaufen, wie auch theoretisch zu erwarten ist, beide
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Versuche negativ, man darf also annehmen, daf zu der Zeit, wo
sich die Paramécien in einer Losung entfirbt haben, kein Farbstoff
mehr in dieser vorhanden ist.

y) Wir kommen nun zum endgiiltigenVergleich zwischen
den Fiarbewirkungen bei P. multimicronucleatum und
P. caudatum, nachdem wir festgestellt haben, dafl hierbei Gleich-
heit von Ernihrungsbedingungen und Wasserstoffionenkonzentration
notwendig ist. Die Abhéingigkeit der Farbung von der Temperatur
ist nicht besonders festgestellt worden, da diese wihrend eines Ver-
suchs, der immer bei beiden Arten gleichzeitiz begonnen wurde,
ziemlich konstant war, vorhandene Schwankungen aber beide Arten
in gleicher Weise betrafen. Zun#chst sei ein solcher Vergleich mit
einer gepufferten Losung durchgefiihrt. Fiir unseren pg-Bereich
kam ein Puffer aus primérem und sekundirem Phosphat in Frage.
Bei diesem Puffer hingt der Dissoziationszustand des zweiwertigen
Phosphates ziemlich stark von seiner Verdiinnung ab (MrcEHAELIs,
p. 39). Es muBte also zunéchst der Einfluf dieser Verdiinnung ge-
prim. Phosphat _ 1-8
sek. Phosphat )
ergaben sich folgende pu-Werte bei Verdiinnung mit Leitungswasser:

messen werden. Bei einem Verh#ltnis von

Tabelle 12. Tabelle 13.
1 Teil Puffer P Gesamt- PH
zu Teil. Wasser verd. bei Beg.
ohne Puffer | 2ach 40 Std.

1:2 8,05 1:5 7,9 8,01 tot
1:4 7,93 1:10 7,9 7,90 leb.
1:10 7,80 1:20 7,9 7,80 ”
1:20 7,50 1:40 7,9 7,50 »
1:40 7,50 1:100 79 7,50 ”
1:100 7,50

Nunmehr wurde die Pufferwirkung bei diesen Verdiinnungen
bei demselben Verhéltnis1:8 an F1. E.-Kulturen gemessen (Tabelle 13).
Die Tabelle zeigt, dafl die pg-Werte bei den einzelnen Verdiinnungen,
wie sie nach Tabelle 12 zu erwarten waren, bei einer Beobachtung
nach 40 Stunden ziemlich gut mit diesen iibereinstimmen. Die Ver-
diinnung 1:5 erweist sich als schédlich fiir die Tiere, die nichste
1:10 weist die geringste Schwankung auf; da die Tiere in dieser
Losung auch noch nach einigen Tagen keine Schéidigungen auf-
wiesen, erwies sich diese Verdiinnung als am geeignetsten. KEs sei
aber hier auf einen grundsétzlichen Nachteil bei der Verwendung
von Pufferlosungen zu Firbeversuchen aufmerksam gemacht: d.1i. der
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Einfluf der Salze auf die Férbewirkung und auf das Plasma. Auch bei
Verwendung groferer Verdiinnungen als 1:10 tritt hdufig die schon
ofters erwdhnte Vakuolisierung des Plasmas auf, wenn auch meistens
nur fiir kurze Zeit und ohne die Tiere sichtbar zu schidigen.

In Tabelle 14 und Textfig. 30 sind nunmehr die Ergebnisse
eines Versuchs mit gepufferter Liosung mitgeteilt. Das Verhiltnis

Tabelle 14.

Zeit g:ﬁggg;l P. multimicronucleatum P. caudatum
1 2 3 4
10’ 200000 | mittelst. Granulafdrbung N. V. | mittlere Granulafdrbung N. V.
Perlgranula
20° 500000 | mittlere Granulafirbung N. V. | schwache Granulafirbung ,,
1 Std. | 1 Mill. |stark gefirbte N. V. schwach gefdrbte »
1, (10 schwach gefiarbte N. V. ” ” »
24 Std. | 200000 |starke Granulafirbung N. V.|starke Granulafirbung N. V.
Perlgranula
24 500000 | mittlere Granulafirbung N. V. | mittelst. » ”
24 1 Mill. |schwache ” » | schw.-mittl. Granulaf. N.V.
24 , |10 ungefirbt, keine N. V. ungefirbt, keine N. V.
2 Tage | 200000 tot tot
2 500000 | mittlere Granulafdrbung N. V. | schwache Granulaf. N. V.
2 ” 1 Mlll‘ ” ” ” ”» ” ”
3 Tage | 500000 tot tot
” 1 Mill. |schw.-mittl. Granulafirbung |schwach gefirbte N. V.

4 Tage | 1 Mill.  ungefdrbt, keine N. V. schwach gefirbte N. V.

}'3]'— .. —21:200000

-"/.
7k /.-'/ .H—____‘,+..A-I:200000
6. -"*—~'\*<LH\ . . — A 1:500000
¥ 3
e T “A1:500000
shee ¥ ’ 1:1000000

SN}\ 1:1000000
2 -
o
1 Y
%) 1:10000000

] S— 1 1 1 4 1 t

10 20 30 40 50 60 70 Std.
Fig. 85. Féarbungskurven bei P. caud. und P. multi. (Neutralrot). ----- Kurven:

P. multi, +++ + Kurven: P. caud. (Fleischextrakt 0,025 Proz.; gepufferte Kultur-

lésung pH = 7,75).
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prim. Phosphat
sek. Phosphat

war 1:8, die Verdinnung 1:10. Der nach Hinzu-

gabe des Puffers zu der Kulturlosung gemessene py-Wert war 7,75.
Es sei gleich die Tabelle 15 und Textfig. 36 angeschlossen, die einen
anderen Versuch mit einer ungepufferten Loésung darstellen.

Tabelle 15.

: Konzen- pH = 8,02
Zeit trationen
) 0 P. multimicronucleatum P. caudatum
3 4
40’ 500 000 | mittelst. Granulafirbung N. V.| mittlere Granulafdrbung N. V.
50‘ 1 Mill' ” ”» ” ” ” ”»
60' 2 ”» ” ” ” ” ” ”
70‘ 10 ” Sta’rke ” ” ” ”» ”
6 Std. | 500000 |starke Granulafirbung Perlgr. | starke Granulafiarbung Perlgr.
6 1 Mill. ” " , | mittlere " N. V.
6 ” 2 ) ” ” N.V.|schwache » Jkeine N. V.
6 , |10 mittlere ” , | ungefirbt, keine N. V.
gi Std ?0(13\1000 mittlere Granulafirbung N. V.| schw. Granulaf. keine N.V.
ill' 2 77 ”
24 : 2 ., z : :, sehr schw. Granulaf. k. N.'V.
24 , |10 ” ” , | ungefirbt
2 Tage | 500000 | schw.-mittl. Granulafirbung |sehr schw. Granulaf. k. N. V.
2 1 Mill. |mittlere Granulafirbung N. V. |stark gefirbte N. V.
2 2 stark gefiarbte N. V. schwach »
2 10 mittlere Granulafirbung N. V. | ungeférbt
3 Tage | 2 Mill. |schw. Granulaf. keine N. V. N. V. stark gefdrbt
» 10 mittlere " » | ungefirbt, keine N. V.
g
J
8

1:1000000
9N

—_— e Y

54k 3 T ——2 1:500000 :
s TR 11333999 1:10000000
4_1 e e ————— 2
1 i 2 1:1000000 1:2000000
t - - i P N
3k 3 T -+ 12000000
o ¥
x’&
1+ +1:10000000
L | 1 1 | L |- !
10 20 30 40 50 60 70 Std.
Fig. 36. Fiarbungskurven bei P. caud. und P. multi. (Neutralrot). ----- Kurven:

P. multi., ++++ Kurven: P. caud. (Fleischextrakt 0,025 Proz., ungepufferte

Losung, pu = 8,0).
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Die beiden Tabellen und Figuren zeigen in gleicher Weise, da8
unter gleichen Bedingungen deutlich mefibare Unterschiede in der
Firbung bei P. caudatum und P. multimicronucleatum vorhanden sind.
Bei einer gegebenen Farbstoffkonzentration speichert P. multimicro-
nucleatum in der gleichen Zeit mehr Farbstoff als P. caudatum; die
Zahl der gefidrbten Granula ist bei ersteren groBer, dementsprechend
auch der Grad der Farbintensitit.

Diese Unterschiede gelten streng bis zur Erreichung der Maxima,
bei der Entférbung werden sie hiufig verwischt durch das unter-
schiedliche Vermogen der beiden Arten, Nahrung aufzunehmen. Des-
halb ist bei allen Kurven vermerkt, ob N. V. vorhanden sind oder
nicht (/\ = N. V. vorhanden, \/ = N. V. fehlend). So sind die Kurven
der Textfig. 36 von 24 Stunden an unter diesem Gesichtspunkt zu
werten. Wir hatten schon oben bei der Abhingigkeit der Férbung
von der Krndhrung gesehen, daf die Entfirbung bei beiden Arten
gleichméBig verliuft, wenn man sie auf gleiche Ausgangsintensitit
bezieht, anderenfalls miissen die Kurven parallel verlaufen.

Es sei hier noch auf ein merkwiirdiges Verhalten aufmerksam
gemacht, das besonders in Textfig. 35, aber auch sonst in den
Tabellen zum Ausdruck kommt, daf Tiere, die mit Konzentrationen
unter Granulafirbung oder mit solchen, bei denen die Granulafirbung
im Maximum nur schwach ist und daher rasch wieder verschwindet,
gefirbt sind, zu viel fritheren Zeitpunkten keine N. V. mehr bilden,
als die mit hoheren Konzentrationen gefirbten. Daf bei diesen die
gefirbten N. V. eine lange Ruheperiode im Tier durchmachen und
neugebildete vielleicht den kleineren Teil des Gesamtbestandes dar-
stellen, beseitigt diesen Unterschied nicht vollkommen. Man konnte
vermuten, daf hier eine spezifische Wirkung des Farbstoffes auf
die N. V.-Bildung oder die Dauer der Ruheperiode, die sie durch-
machen, vorliegt.

b) Nachweis der Unterschiede mit Hilfe von Giften
und hoher Temperatur.

1. Nachdem es sich gezeigt hatte, daf P. caudatum und P. multi-
macronucleatum sich gegeniiber Vitalfarben physiologisch unterschied-
lich verhalten, wurde nunmehr untersucht, ob sich dieselben physio-
logischen Unterschiede auch hinsichtlich der Wirkung von Giften
auf die beiden Paramicienarten nachweisen liefen. Es wurde die
Wirkung von zwei, ihrer Natur nach ganz verschiedenen Giften,
arseniger Siure und Athylalkohol beobachtet, sowohl die abtitende
Wirkung bei relativ hohen Konzentrationen als auch der Einflu8
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auf die Teilungsrate bei untertodlichen Konzentrationen, Schlieflich
wurde hiermit noch der Einflul hober Konzentrationen von Neutralrot
auf die Teilungsrate verglichen, ein Versuch, der den Zusammenhang
zwischen Giftwirkung und Vitalfirbung herstellt und die gegen-
seitigen Beziehungen erkennen 1iBt.

Die Wirkung, die die arsenige S#ure auf lebendes Protoplasma
ausiibt, ist eine spezifische Giftwirkung; sie stellt ebenso wie stirkere
Sduren und Basen, deren FEinfluf auf Paramécien BarraT genau
untersucht hat, einen irreversiblen ProzeB dar; Paramicien, die tod-
lichen Konzentrationen ausgesetzt waren, konnen sich nach Uber-
tragen in ein giftfreies Medinum nur unvollkommen und fiir kurze
Zeit erholen.

Demgegeniiber stellt die Wirkung des Athylalkohols einen bis
zu einem gewissen Grade reversiblen Prozefl, eine Narkose dar.
Werden Paramécien, die infolge der Alkoholeinwirkung bewegungslos
am Grunde des Zuchtgefifles liegen, in alkoholfreies Wasser iiber-
tragen, so erlangen sie, falls die Narkose nicht zu lange gedauert
hat, ihre Bewegungsfihigkeit in vollem Mafe wieder?). Die chemische
Natur der Prozesse ist in beiden Féllen nicht vollkommen g<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>