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Mit 1 Abbildung im Text.

1. Einleitung.

Die Sexualstoffe von Chlamydomonas eugametos und verwandten
Arten bestehen aus bestimmten Mischungen von cis- und trans-
Crocetindimethylester (Morwus, 1938 a, 1939 ; KuEN-M0OEWUS-JERCHEL,
1938). Die Gameten sind kopulationsfihig, wenn sie diese Stoffe
ausscheiden. Zellen, die ihre Kopulationsfihigkeit verloren haben,
konnen im Dunkeln in Losungen der genannten Carotinoide ihre
Reaktionsfdhigkeit wiedererlangen. Die Kopulationen gehen in der
Regel unter Gruppenbildung vor sich. KEs wird angenommen, daB
chemotaktische Wirkungen im Spiele sind, welche die Gameten zur
Gruppenbildung veranlassen. Deshalb erhebt sich die Frage, ob cis-
und trans-Crocetindimethylester zugleich als Chemotaktika wirken.
Auflerdem ist zu untersuchen, ob andere Rassen und Arten den-
selben , Beweglichkeitsstoff“ ausscheiden wie Chlamydomonas eugametos
f. simplex.

I1. Die Beweglichkeit der Chlamydomonas-Zellen.

a) Die untersuchten Rassen und Arten.

Die Rassen und Arten, die zur eugametos-Gruppe gehoren, sind
bereits beschrieben worden (Morwus, 1938b). Es sind: Chl. euga-
metos f. typica, Chi. eugametos f. simplex, Chl. eugametos f. synoica,
Chl. eugametos f. subheteroica, Chl. dresdensis und Chl. Braunii. Diese
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Rassen und Arten unterscheiden sich durch morphologische Merk-
male, durch die Art der Geschlechtsbestimmung sowie durch die
Gametenvalenz (Morwus, 1938 b, 1939). Alle Stimme sind auf Kvoe-
Agar geziichtet worden. KEs handelt sich in allen Féllen um abso-
Iute Reinkulturen.

b) Die Wirkung des Lichts auf unbegeiflelte Zellen.

Die Zellen aller Rassen und Arten sind, wenn sie auf Agar
kultiviert werden, unbegeiBelt. Bringt man sie in 0,05 proz. K~op-
Losung und belichtet sie, dann werden alsbald die Geifleln aus-
gebildet, und die Zellen werden beweglich. Mit Chl. eugametos £. sim-
plex, f. synoica, f. subheteroica, Chl. dresdensis und Chl. Braunii konnen
diese Versuche auch in destilliertem Wasser ausgefithrt werden.
CHl. eugametos f. typica braucht dagegen unbedingt eine bestimmte
Menge von Néhrsalzen (etwa 0,01 Proz.). Die Wellenlénge des sicht-
baren Lichts spielt fiir das Beweglichwerden keine Rolle. Ich habe
die gleichen Lichtquellen verwendet, die in der Sexualstoffarbeit
angegeben sind (Morwus, 1938a, p. 766—767, Tab. 5). Die Priifung
erstreckte sich auf Wellenlingen von 4358—6430 A. Alle Rassen
und Arten verhielten sich gleich.

c) Die Wirkung verschiedener Zucker
auf unbegeibelte Zellen.

Es ist festgestellt worden (MoErwus, 1938a), dal unbegeiBelte
Zellen von Chl. eugametos f. simplex — im Dunkeln und unter aéroben
Bedingungen — in bestimmten Zuckerlosungen beweglich werden.
Unter den verwendeten Zuckern erwiesen sich als wirksam: Gentio-
biose, d-Glucose, Cellobiose, Cellotriose, Maltose, Lactose, Saccharose,
Raffinose. Die fiir diese Rasse angegebenen Zucker wurden auch
an den anderen Rassen und Arten ausprobiert. Die Konzentration
der Zucker betrug wieder 1 Proz. Als Zelldichte wurden etwa
2.108 Zellen pro 1 ccm gewéhlt. Die Ergebnisse sind in Tab. 1 zu-
sammengestellt. Die 4 eugametos-Rassen verhalten sich gleich: der
wirksamste Zucker ist Gentiobiose, dann folgen d-Glucose, Cellobiose,
Cellotriose usw. Der wirksamste Zucker fiir Chl. dresdensis ist Cello-
biose, fiir Chl. Braunii Cellotriose. An zweiter Stelle steht bei
Chl. dresdensis Cellotriose, dann folgt d-Glucose, bei Chl. Braunii
Cellobiese, dann auch d-Glucose. Jeder Versuch wurde fiinfmal mit
dem gleichen Ergebnis wiederholt. An der Sicherheit der zeitlichen
Unterschiede ist nicht zu zweifeln. In Tab. 1 sind die extremen
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Tabelle 1.
Das Beweglichwerden unbegeiflelter Zellen unter aéroben Bedingungen im Dunkeln
in verschiedenen Zuckerlosungen. Die Zahlen geben an, nach wieviel Minuten die
Zellen beweglich sind (5 Versuchsserien). Fett gedruckt sind die kiirzesten Zeiten.

Chl. eugametos

f. f. f. f.
typica | simplex | synmoica | subheteroica

Chl. Chl.
dresdensis| Braunii

d-Glucose 21—23 | 20—22 | 22—24 21—23 22—24 | 2325
Gentiobiose 10—12 | 10—12 | 10—12 10—12 30—32 | 34—36
Cellobiose 30—32 | 30—32 | 30—32 30—32 10—12 | 20—22

Maltose 34—36 34—36 34—36 34—36 42—44 40—43
Lactose 46—50 | 46—b50 | 46—50 46—50 51—bH4 | 48—b1
Saccharose 52—55 | b4—5b6 | Hb4—b6 b4—56 59—63 | H7—5H9
Raffinose 85—90 | 85—90 | 85—90 85—90 83—88 | 82—86

Cellotriose 30—32 | 30—32 | 30—32 30—32 15—18 | 11—13
1-Arabinose
d-Ribose
d Xylose
d-Mannose
d-Galactose
d-Fructose
1-Sorbose

FEEr
LT
LErrrn
LT
LT
FLETTT

Werte der 5 Versuche angegeben. Fiir d-Glucose sind die Einzel-
werte :
1. eugametos f. typica: 21', 21', 22/ 22/ 23';
2. ” f. simplex: 20/, 21, 21/, 21') 22';
3. ” f. synoica: 22', 22! 23‘ 23') 24';
4. ” f. subheteroica: 21' 21/, 22+ 23/, 23';
. Chl. dresdensis: 22/, 22' 23' 23', 24';
6. Chl. Braunii: 23/, 23', 24‘, 24, 25",

Vollkommen wirkungslos sind 1-Arabinose, d-Ribose, d-Xylose, d-Man-
nose, d-Galactose, d-Fructose und 1-Sorbose.

Welche ausschlaggebende Rolle fiir das Gelingen der Versuche
geniigende Sauerstoffmengen spielen, zeigen die néichsten 3 Versuche
mit 1 Proz. d-Glucoselosungen und unbegeifielten Zellen von Chl.
eugametos f. typica.

1. Uberschichtet man nach dem Zugeben unbegeifelter Zellen
die Losung, die sich in Reagenzglisern befindet, mit Paraffindl,
so bleiben die Zellen unbegeifielt.

2. Man fiillt EsmarcE-Schilchen mit d-Glucoseldosung, gibt un-
begeifielte Zellen hinzu, stellt die Schélchen in einen Exsikkator
und evakuiert auf 150 mm Hg-Druck. Dann 1i8t man absolut O,-
freien Stickstoff ein- und durchstréomen. Die Zellen bleiben un-
begeifelt.

ot
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3. Man fillt Reagenzgliser mit d-Glucoselosung, bringt un-
begeifelte Zellen hinzu und leitet in die Losung O,-freien Stickstoff.
Wieder bleiben die Zellen unbegeiBelt.

Von Versuchsbeginn an, d. h. nach dem Uberschichten mit Pa-
raffinél bzw. nach Herstellung der Stickstoffatmosphére herrscht
vollige Dunkelheit. Die Zellen assimilieren demnach nicht. Aus
diesen Versuchen ist zu entnehmen, daf unter Bedingungen, die
praktisch als anaérob anzusehen sind, Begeifelung und Beweglich-
keit stets ausbleiben. Wenn im folgenden von anaérob gesprochen
wird, so sind darunter, wie in den bereits verdéffentlichten Arbeiten,
die unter 1.—3. geschilderten Versuchsbedingungen zu verstehen.
Aérob bedeutet, da es sich um luftgesittigte Losungen handelt.

d) Die Wirkung von Crocin auf unbegeifelte Zellen.

Bringt man unbegeifielte Zellen von Chl. eugametos f. simplex
im Dunkeln und unter anaéroben Bedingungen in eine 0,0001 proz.
Crocinlosung, so werden die Zellen nach 4—5 Minuten beweglich,
wihrend Zucker nur in luftgesittigten Losungen wirksam ist. Wie
f. simplex verhalten sich auch die anderen 3 eugametos-Rassen. Die
unbegeiBelten Zellen von Chl. dresdensis und Chl. Braunii zeigen
dagegen ein anderes Verhalten (Tab. 2). Die dresdensis-Zellen werden
erst nach 14—16 Minuten, die Braunii-Zellen nach 18—20 Minuten
beweglich. Crocin wirkt bei diesen Arten schlechter als Cellobiose
bzw. Cellotriose.

Tabelle 2.

Die Wirkung von Crocin, Crocin + Cellobiose, Crocin + Cellotriose, Cellobiose und
Cellotriose auf das Beweglichwerden unbegeielter Zellen.

0,0001 9/, 0,0001 ¢/,
0,0001 ¢/, Crocin Crocin 19, 19,
Crocin + 19, + 19, Cellobiose Cellotriose
anaérob | Cellobiose | Cellotriose aérob agérob
anaérob anaérob
Chl. eugametos
f. typica 45 45 4—5 30—32 30—32
Chl. eugametos
f. simplex 45 4—b 4-5 30—32 30—32
Chl. eugametos
f. synoica 45 4—bH 4—5 30—32 30—32
Chl. eugametos
f. subheteroica| 4—5 4—5 4—5H 30—32 30—32
Chl. dresdensis | 14—16 7—8 10—13 10—12 15—18
Chl. Braunii 18—20 10—13 6—8 20 —22 11—13
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Jetzt wurde den Crocinlésungen Cellobiose und Cellotriose zu-
gegeben. Diese Mischungen wirken auf die dresdensis- und Brawunii-
Zellen erheblich besser. Die dresdensis-Zellen sind in der Crocin-
Cellobiose-Mischung schon nach 7—8 Minuten, die Braunii-Zellen
in der Crocin-Cellotriose-Mischung nach 6—8 Minuten beweglich.
Diese Mischungen wirken auch ohne Sauerstoff und sind besser
wirksam als die Zucker allein

e) Die Wirkung von Beweglichkeitsstoff-Filtraten
auf unbegeifielte Zellen.

Algen in wisseriger Suspension wurden 3 Stunden lang an einer
kiinstlichen Sonne belichtet. Dann wurden die Zellen abfiltriert.
In die Filtrate wurden — im Dunkeln und unter Sauerstoffabschluff —
unbegeibelte Zellen gebracht. Die Ergebnisse sind in Tab. 3 zu-

Tabelle 3.
Die Wirkung von Beweglichkeitsstoff-Filtraten auf unbegeiBelte Zellen.

Beweglichwerden unbegeiSelter Zellen von

Filtrat aus )
beweglichen Chl. eugametos

Chl. Chl.
Zellen von f. f. f. f. . ..
typica | simlpex | symoica | subheteroica dresdensis| Braunii

Chl. eugametos

f. typica 45 4—5 4—5 45 14—16 | 18—20
Chl. eugametos

f. simplex 4—5 4—5 4—5 4—5 14—16 | 18—20
Chl. eugametos

f. synoica 45 45 4—5 4—5H 14—16 | 18—20
Chl. eugametos

f. subheteroical 4—5 4—5 4—5 45 14—16 | 18—20

Chi. dresdensis | 17—19 | 17—19 | 17—19 17—19 4—5 16—17
Chl. Braunii 21—23 | 21—23 | 21—23 21—23 13—15 4—5

sammengestellt. Alle eugametos-Zellen werden in den eugametos-
Filtraten nach 4—5 Minuten beweglich, im dresdensis-Filtrat da-
gegen erst nach 17—19 Minuten, im Braundi-Filtrat nach 21—23
Minuten. Die dresdensis-Zellen erlangen im dresdensis-Filtrat nach
4—5 Minuten ihre Beweglichkeit, im Braunii-Filtrat nach 13—15
Minuten, in den eugametos-Filtraten nach 14—16 Minuten. Die
Braunii-Zellen werden im Braunii-Filtrat nach 4—5 Minuten be-
weglich, im dresdensis-Filtrat nach 16—17 Minuten, in den eugametos-
Filtraten nach 18—20 Minuten. Die arteigenen Filtrate wirken
also am giinstigsten!
Archiv fir Protistenkunde. Bd. XCIL 32
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f) Unwirksame Verbindungen.

AuBer den in Tab. 1 angegebenen, nicht wirkenden Zuckern er-
wiesen sich folgende Verbindungen als unwirksam: Methylalkohol,
Athylalkohol, n-Propylalkohol, Isopropylalkohol, n-Butylalkohol, tert.
Butylalkohol, Isoamylalkohol, tert. Amylalkohol, Allylalkohol, Glycerin,
Dulcit, Mannit, Benzylalkohol, Formaldehyd, Acetaldehyd, Aceton,
Athylither, Natriumformiat, Essigsiure, Natriumazetat, Natrium-
propionat, Oxalsiure, Natriumoxalat, Malonsiure, Kaliumsuccinat,
Apfelsiure, Zitronensiure, tert. Natriumzitrat, Milchsiure, Natrium-
lactat, Glykokoll, d,1-a-Alanin, Asparagin, Formamid, Acetamid, Gly-
oxal, Chloralhydrat, Phenol, Hydrochinon, Kresol, Pikrinsdure, Salizyl-
sidure, ferner gesittigte wisserige Losungen von Benzol, Toluol,
Xylol. Je nach dem Grad der Schédlichkeit betrug die Konzentration
dieser Verbindungen 0,001—1 Proz. Brenztraubensiure wirkte noch
in einer 0,001 proz. Losung auf die Zellen aller Rassen und Arten
todlich, eine 0,0001 proz. Losung war unwirksam. Auflerdem waren
folgende Carotinoide ohne jede Wirkung: Crocetin, cis-Crocetin-
dimethylester, trans-Crocetindimethylester, trans-Bixin, cis-Bixin,
Azafrin, Azafrinmethylester, Decapentaen-1.10.-dicarbonsiure-dime-
thylester, 1.4.8-Trimethyloctatetraen-dicarbonsiure - dimethylester,
Octatetraen-dicarbonsiure, Oxalo-tetradeca-hexaensiure-didthylester,
ferner auntoxydiertes Lutein, Violaxanthin, g-Carotin und Carotin
»aus Mutterlangen®.

Auch eine Reihe anorganischer Salze wurde gepriift: NaCl,
Na,S0,, NaHSO,, NaNOQ,, Na,CO4, KCl, KNO,, K,S0,, K,CO,, K,HPO,,
KH,PO,, NH,OH, NH,Cl, NH,NO,, (NH,),S0,, (NH,),CO,, MgCl,,
MgS0,, CaCl,, CaSO,, FeCl,, FeCl,. Alle diese Salze waren in den
verschiedensten, physiologisch in Betracht kommenden Konzentra-
tionen auf die Beweglichkeit der Zellen aller Rassen und Arten
ohne KinfluB.

g) Die Wirksamkeit des Crocins.

Crocin wirkt auf die unbegeiflelten Zellen von Chl. eugametos
f. simplex noch in einer Verdiinnung von 1:250 Billionen (MorEwus
1938a, p. 765—766). Da diese Versuche von grundsitzlicher Be-
deutung sind, sollen sie an dieser Stelle ausfithrlich geschildert
werden.
1. Kulturen und Zelldichte.

Die unbegeifielten Zellen stammen von Agarkulturen, die be-
sonders sorgfiltig vorzubereiten sind. 3—4 Wochen vorher wird
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Kwor-Agar (Agarkonzentration 5 Proz.) in PerrI-Schalen ausgegossen.
3 Tage vor Beginn des Versuchs werden zentrifugierte, bewegliche
Zellen in einer gleichm&Big griinen Schicht auf die Agaroberfliche
gebracht. Nach einigen Stunden ist bereits das Wasser in den
Agar eingedrungen. Die Zellen liegen jetzt recht gleichmifig auf
der Agaroberfliche verteilt. Die Kulturen bleiben 3 Tage unter
einer kiinstlichen Sonne bei 20—21°C. Die Zellen sind dann am
Versuchstag ohne Geifeln, wie stets vorgenommene Stichproben
ergaben.

Am Versuchstag kommt nun in jedes Reagenzglas, das mit
5 cem der zu prifenden Crocinlosung gefiillt ist, ein ungefihr 1 qem
groBes Stiick der griinen Flidche, das mit einem Spatel vorsichtig
abgehoben wird. Beschickt man z. B. 20 Reagenzgliser auf diese
Weise mit Zellen und bestimmt man nach kréftigem Schiitteln mit
einer Zgeissschen Blutzdhlkammer die Zelldichte, so erhdlt man
folgende Werte: 2,14 10%—159.10—1,77.10°—2,05.10%—2,11.105—
2,41.108—259 . 10°—3,20 - 10—1,46 - 10°—1,99.10%—2,02.10°—1,88.
106—1,44 . 10%—219.10—1,95.10—2,33. 10—2,47.10—2,09.10°—
1,39.10—1,80.10¢ Zellen in 1 ccm. Ks ergibt sich aus diesen Be-
stimmungen ein Mittelwert von ca. 2.10% Zellen in lccm.

Seit Jahren hat sich die Verwendung einer bestimmten Zell-
dichte als aufierordentlich giinstig fiir ungestérte Beweglichkeit,
normale Vermehrung und normale Kopulationsfdhigkeit erwiesen,
ndmlich 2.10¢ Zellen in 1 cem. Die Liosungen von dieser Zelldichte
haben eine hellgriine Farbe; eine Zelle hat das 500—800fache ihres
Volumens an Wasser zur Verfiigung. Diese Zelldichte kann man
nach der oben beschriebenen Methode ohne allzu grofie Schwierig-
keiten erreichen. Unter 20 Reagenzglisern sind naturgemif die
Schwankungen erheblich: von 1,39.10—3,20.10% In der Arbeit
von Kunx-Moewus-JercEEL (1938, p. 1545) und Morwus (1938 a,
p. 765) waren die Fehlergrenzen bei der Zelldichtebestimmung noch
recht groB. In der Tabelle p. 1545 waren drei Versuche fiir jede
Verdiinnungsstufe angegeben, d. h. es wurden nur solche Versuche
ausgewertet, und zwar nur die ersten drei, bei denen die Zelldichte
gerade 2.10% Zellen in 1 ccm war. Hohere oder niedere Zelldichten
wurden nicht ausgewertet. In spiter ausgefilhrten Versuchen, die
im folgenden geschildert werden sollen, wurden aber alle Zelldichten
beriicksichtigt. Die neuen Bestimmungen der Zelldichte konnten so-
weit verfeinert werden, dal der mittlere Fehler der Durchschnitts-

werte nur noch 3 Proz. betrug.
32%
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2. Crocinmenge, Verdiinnungsreihen und Reihenversuche.

0,4 mg Crocin werden in 100 ccm doppeltdestilliertem Wasser
gelost. Diese Losung enthilt 247.10'° Molekeln in 1 cem. Mit
doppeltdestilliertem Wasser werden dann folgende Verdiinnungen
hergestellt: 2,47.1014—247.10'%—247.1012— . . 247.105—247.10°
—2,47.104—2,47.102 Molekeln in 1 ccm. Alle diese Ligsungen miissen
im Dunkeln aufbewahrt werden. KEs hat sich gezeigt, da konzen-
trierte, gefirbte Losungen sich am Licht recht bald entfirben und
an Wirksamkeit verlieren (vgl. KueN-MoEWUS-JERCHFL 1938, p. 1544).
Eine Losung, die z. B. 2/47.10% Molekeln in 1 ccm enthilt, ist stets
farblos; sie 148t sich mit dem Auge von destilliertem Wasser nicht
unterscheiden. Die Versuche miissen in volliger Dunkelheit aus-
gefithrt werden, sobald man in die Crocinlésung die unbegeifBelten
Zellen gebracht hat. Die Bestimmungen der Zelldichte konnen erst
nach Beendigung des Versuchs vorgenommen werden. Man ist da-
her gezwungen, jede Verdiinnungsstufe mehrmals zu priifen, da man
ja nie weifl, ob die Zelldichte der Standardeinheit entsprechen wird.
Aus diesem Grunde wurde jede Verdiinnungsstufe mit 20 Reagenz-
glisern ausgefilhrt. Solch eine Versuchsreihe nenne ich einen
Reibenversuch. Ein Reihenversuch mit 2,47.10% Molekeln in 1 ccm
soll jetzt geschildert werden.

-

8%k 20 Reagenzgliser mit je 5 ccm Crocinlésung gefiillt.

900h Zellen von Agar in das erste Glas, im Dunkeln zur gleich-
méfigen Verteilung der Zellen kréftig geschiittelt und eine
geeichte Pipette bereit gelegt.

99k Probe mit einer Pipette entnommen. Menge sofort am Licht
abgelesen: 1,4 ccm. Ein Teil der Probe sofort lebend unter
das Mikroskop, anderer Teil mit O0,-Didmpfen fixiert. Der
erste Teil darauf sofort mikroskopisch auf Beweglichkeit ge-
mustert: alle Zellen sind beweglich; unbewegliche Zellen
nicht festgestellt. (Einzelne unbewegliche Zellen miissen auf-
fallen, wie folgender Kontrollversuch lehrt: einem Tropfen
beweglicher Zellen werden etwa 50 unbegeifielte Zellen zu-
gefiigt, man kann dann mikroskopisch einwandfrei feststellen,
daB unbewegliche Zellen darunter sind.)

910h zweites Reagenzglas mit unbegeifielten Zellen beschickt. Ab-
getotete Zellen der zweiten Probe des ersten Glases ein-
gehend mikroskopisch auf Begeiflelung gemustert: Alle Zellen
begeifielt. Die restlichen 3,6 ccm des ersten Glases werden
jetzt mit 3,6 ccm 100proz. Alkohol fixiert. Das Glas wird
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fest verschlossen. Versuch beendet, da Zelldichte spéter be-
stimmt wird.

915b dem zweiten Glas mit geeichter Pipette Probe entnommen:
1,3 ccm usw.

920b Angetzen des dritten Glases usw.

925h Probe entnommen: 1,9 ccm usw.

12192 Angetzen des 20. Glases usw.

12152 Probe entnommen: 2,1 ccm usw.

Damit ist der Reihenversuch beendet. Die Bestimmung der
Zelldichte wird nachmittags vorgenommen oder, fall am Nachmittag
ein weiterer Reihenversuch ausgefilhrt werden soll, an einem
spiteren Tage. Ks ist begreiflicherweise nicht mdglich, die ganze,
mit Alkohol fixierte Zellosung auf begeifielte Zellen zu priifen. In
der Regel wurden 0,6—1 ccm untersucht (Kreuztisch, Deckgliser
von 50><22 mm Grofle mit etwa 0,3 ccm Liosung mit Paraffin ein-
geschlossen. Da die Paraffinschicht sehr diinn gewéhlt wurde,
konnten auch die Randpartien einwandfrei untersucht werden).

Im folgenden sind die Werte des eben beschriebenen Reihen-
versuchs wiedergegeben (Tabelle 4).

Tabelle 4.
Zellen Molekeln % beweg-
in 1 ccm pro Zelle liche Zellen
1 1,95 1,27 100
2 1,82 1,36 100
3 1,70 1,45 100
4 2,56 0,97 15,3
5 2,03 1,22 100
6 2,19 1,13 61,2
7 1,77 1,40 100
8 1,41 1,75 100
9 1,58 1,56 100
10 1,97 1,25 100
11 2,056 1,21 100
12 2,37 1,04 30,2
13 2,41 1,03 28,3
14 2,63 0,94 10,9
15 2,81 0,90 6,8
16 2,22 1,11 41
17 2,01 1,23 100
‘18 2,52 0,98 14
19 2,41 1,03 31,7
20 1,656 1,50 100

Auf die Ergebnisse soll erst spiter eingegangen werden. Mit
den Verdinnungsstufen 2,47.10%; 2,47.10; 247.10%%; 247.102,
2,47.10%; 2,47.10%°; 247.108, 247.10° Molekeln in 1 ccm wurden
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je zwei Reihenversuche ausgefiihrt, alle mit dem gleichen Ergebnis:
alle Zellen erhalten in diesen Losungen ihre Geifieln und werden
beweglich. Mit der folgenden Verdiinnungsstufe 2,47.10° Molekeln
in 1 ccm wurden drei Reihenversuche ausgefiihrt. KEs lagen also
dann 60 Einzelwerte vor. Die Priifung der folgenden Verdiinnungs-
stufe mit 2,47.105 Molekeln .in 1 ccm wurde in sieben Reihenver-
suchen vorgenommen, also zusammen 140 Einzelwerte. Endlich
wurde ein Reihenversuch mit 1,235.10% Molekeln in 1 cem aus-
gefithrt. AuBerdem wurde je ein Reihenversuch mit 2,47.104 und
2,47.10% Molekeln in 1 cem ausgefithrt, mit dem Ergebnis, daf alle
Zellen unbegeifielt blieben. Das war zwar zu erwarten, aber auf
Grund der Ergebnisse in den kritischen Bereichen von 2,47.105—
2,47.10% wurden die Versuche doch ausgefithrt. In der folgenden
Tab. 5 ist eine Ubersicht iiber alle Versuche gegeben:

Tabelle 5.

Molekeln Zohl der | Zahl der .
in 1 ccm Reihenversuche ! Einzelwerte Ergebnisse
2,47-1015 2 40

-1014 2 40

-1013 2 40

-1012 2 40

-101t 2 40 alle Zellen begeiflelt

.1010 2 40

-109 2 40

108 2 40

-107 2 40

-10¢ 3 60 besondere Besprechung

103 7 140 im n#chsten Abschnitt

4

%83 % 28 alle Zellen unbegeiBelt

1,235.10¢ 1 20 besondere Besprechung

Wir kommen jetzt zur Besprechung der KErgebnisse von den
drei kritischen Verdiinnungsstufen 2,47.10%; 1,235.10%; 247.10°
Molekeln in 1 ccm.

(1) 2,47.10° Molekeln in 1 ccm.

Aus drei Reihenversuchen liegen 60 Einzelwerte vor. 20 Einzel-
werte sind bereits oben wiedergegeben worden. Daraus konnen wir
entnehmen, daf nur dann 100 Proz. Begeifelung erreicht wird, wenn
mindestens 1,21 Molekiile auf jede Zelle kommen. Bei dem zweiten
Reihenversuch wurde 100 Proz. Begeiflielung noch bei 1,19 Molekiilen
pro Zelle erhalten. Sowie aber der Molekel/Zelle-Wert auf 1,17
und darunter gesunken ist, werden nicht mehr alle Zellen begeiBelt.
Das ist sehr eigenartig. Molekel/Zelle-Werte von 1,17 und weniger
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liegen insgesamt 45 vor. Die Zahl der begeifielten Zellen ist in
Abb. 1 eingetragen. Wir sehen, daf von 1,17 ab die Zahl der be-
geiBelten Zellen sehr schnell absinkt, so daB bei 1,00 nur noch

100 %

. |

80

70

<
P

| 1/
10 T

Q=075 08 08 090 09 100 105 110 115 120
Abb. 1.

21,5 Proz. der Zellen begeifielt sind. Bei 0,86 Molekel/Zelle werden
nur noch 83 Proz. Zellen begeifielt.
(2) 1,235.10° Molekeln in 1 ccm.

Tabelle 6.
o . o -
Molekeln/Zelle 10 l?e%felgelte Molekeln,Zelle 0 b;giaégelte

0,77 1,71 0,53 0,11
0,73 1,84 0,53 0,08
0,71 1,00 0,51 0,16
0,66 0,99 0,48 0,14
0,62 0,52 0,47 0,03
0,61 0,42 0,44 0,07
0,61 0,81 0,42 0,009
0,58 0,09 0,39 0,06
0,57 0.19 0,31 0,02
0,55 0,25 0,31 0,005
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Bei dem Wert 0,31 Molekeln/Zelle werden nur 0,02 bzw. 0,005 Proz
Zellen begeifielt.

(3) 2,47.105 Molekeln in 1 cem.

Die 140 Einzelwerte sind in der folgenden Tab. 7 eingetragen.

Nimmt man apn, daB jede Zelle zur BegeiBelung eine einzige
Crocin-Molekel bendtigt, dann wéire zu erwarten, daB bei einem
Molekel/Zelle-Wert von Q = 1,0100 Proz., bei Q = 0,2 noch 20 Proz.
der Zellen begeifelt werden. Bei Q=1,0 liegt der gefundene
Prozentsatz an begeifielten Zellen aber nur bei 21,5 Proz, wihrend
er bei Q=0,2 nur 0,005 Proz. betrigt; bei Q =0,1 (Erwartung
10 Proz.) waren von zwolf beobachteten Werten 10 =0 Proz.; 1 =
0,0013 Proz.; 1=0,0001 Proz. Worauf dieser steile Abfall der
Kurve (Abb. 1) beruht, 148t sich zur Zeit nicht sagen.

Das Ergebnis der jetzt vorliegenden eingehenden Untersuchung
lautet also: nur wenn 119 und mehr Molekeln Crocin auf 100 Zellen
vorhanden sind, erhalten 100 Proz. der Zellen GeiBeln. Trotzdem
konnen wir nach wie vor sagen: jede Zelle bendtigt zur Begeilelung
nur eine einzige Crocin-Molekel, denn auf fiinf Zellen sind nur
sechs Molekeln erforderlich. In den ersten, 1938 vertffentlichten
Versuchen, wurden nur solche Losungen beriicksichtigt, die 2.10°
Zellen in 1 ccm enthielten. 100 Proz. Begeifielung erfolgte, wenn
auf vier Zellen fiinf Molekeln trafen. Versuche mit abweichenden
Zelldichten wurden damals nicht ausgewertet.

Der erste Verdiinnungsversuch, der von KuaN-MoEWUS-JERCHEL
(1938) angegeben ist, wurde wie folgt ausgefiihrt. Ich erhielt eine
mir unbekannte, von einer Laborantin abgewogene Menge Crocin (x)
und stellte damit verschiedene Verdiinnungsstufen her, die folgende
Mengen enthielten: x/100, x/1000, x/10000 usw. Die nachtréigliche
Berechnung von Professor R. Kunn ergab dann, da x = 0,4 mg war,
daB die noch wirksame Konzentration bei 2,4.10¢ Molekeln Crocin
in 1 ccm lag.

In Tab. 8 sind vergleichende Untersuchungen mit den vier
eugametos-Rassen, Chl. dresdensis und Chl. Braunii wiedergegeben.
Fiir f. simplex, f. typica und f. subheteroica ist nur eine Crocin-Molekel
zur Begeiflelung erforderlich, f. synoica bendtigt dagegen 100 Molekeln,
CHhl. dresdensis 100000, Chl. Braunii sogar 1000000 Molekeln Crocin
je Zelle. Hier kommt wieder die geringe Wirksamkeit des Crocins
auf dresdensis- und Braunii-Zellen deutlich zum Ausdruck. Wiahrend
die in IId geschilderten Versuche unter anaéroben Bedingungen
durchgefithrt wurden, hatte bei den Crocin-Verdiinnungsversuchen
Luft Zutritt.
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Tabelle 8.

Das Beweglichwerden in verschiedenen Crocin-Verdiinnungen (X = 1009, bewegliche
Zellen, X! vgl. Abb. 1, —! = {0,019, bewegliche Zellen, — = keine beweglichen
Zellen festgestellt).

04 S | Zahl der | Zahl der Chl. eugametos CR.

in 1 cem | . Zellen | Molekiile f. £ | f. sub- £ dres- | Braunii

Wasser | 12 lcem |in 1 cem simplex| typica lheteroica synoica densis
107 2.108 | 2,4.1016 X X X X X X
102 2.10¢ ! 24.10 X X X X X X
103 2.10¢ | 2,4.1014 X X X X X X
10¢ 2.10¢ | 2,4.1018 X X X X X X
108 2.106 | 2,4.1012 X X X X X X
10¢ 2.106 | 2,4-101 X X X X X —!
107 2.108 | 2,4-101° X X X X —! —
108 2.10¢ | 2,4.10° X X X X — —
10° 2.10% | 2,4-108 X X i X X — —
1010 2.10¢ | 2,4.107 X X X —! — —
101 2.106 | 2,4-10° X! X! X! — — —
1012 2.108 | 24.10% —1 —! —1 — — —
1013 2.10¢ | 2,4.104 — — — — — —

Alle diese Ergebnisse sprechen dafiir, daB Chl. eugametos, Chl.
dresdensis und Chl. Braunii verschiedene Beweglichkeitsstoffe aus-
scheiden und bendtigen. Wir wissen fiir Chl. eugametos, daf der
Beweglichkeitsstoff Crocin ist (= Digentiobioseester des Crocetins).
Deshalb ist offenbar auch Gentiobiose der wirksamste Zucker. Die
Beweglichkeitsstoffe von Chl. dresdensis und Chl. Braunii miissen
wohl andere Zuckerester des Crocetins sein; vielleicht ist es bei
dresdensis ein Cellobioseester, bei Braunii ein Cellotrioseester, weil
diese .beiden Zucker am wirksamsten sind. Auf keinen Fall kann
der Beweglichkeitsstoff von eugametos mit dem dieser beiden Arten
identisch sein. Sonst diirften sich nicht die groBen Unterschiede
bei der Zucker- und Crocinwirkung ergeben. Die dresdensis- und
Braunii-Zellen haben aber die Fiahigkeit, aus Crocin den ihnen
eigenen Zuckerester zu bilden. FEine genauere Priifung ist erst
dann moglich, wenn wir verschiedene Zuckerester des Crocetins
kennen. Bisher liegt nur der Digentiobioseester chemisch dargestellt
vor. Die Ergebnisse weisen aber darauf hin, daB es noch andere
Zuckerester geben wird.

ITI. Die Chemotaxis der Gameten.
a) Methodik.
Die Versuche wurden mit absoluten Reinkulturen ausgefiihrt.

Alle Rassen und Arten wurden auf Knor-Agar geziichtet. Die Rein-
heit der Kulturen wurde stets durch Uberimpfen in Bakterien-
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bouillon gepriift. Die Agarkonzentration betrug 5 Proz. Dadurch
war es moglich, die Zellen vom Agar abzuheben, ohne storende
groBere Agarreste mit zu iibertragen. Alle Kulturen, mit denen
Chemotaxisversuche ausgefithrt wurden, waren eine Woche alt.

Die Glaskapillaren von etwa 0,08—0,1 mm Dicke, in welche
das Chemotaktikum kommen sollte, wurden vorher sorgfiltig ge-
reinigt und mehrmals mit doppeltdestilliertem Wasser ausgekocht.
Das eine Ende wurde zngeschmolzen. Die Kapillaren wurden dann
im Vakuum getrocknet und darin auch aufbewahrt.

Die Versuche wurden folgendermafien ausgefiihrt. Auf einen
hohlgeschliffenen Objekttriger kommt eine bestimmte, fiir jeden Ver-
such stets gleiche Menge Kulturlosung (geeichte Kapillarpipetten).
Dann wird das offene Ende der mit dem Chemotaktikum gefiillten
Kapillare von einer Seite her (links) in den Tropfen gebracht. Un-
mittelbar darauf bringt man eine bestimmte Algenmenge in die
rechte Randzone. Die Algendichte wurde so gewihlt, da ungefihr
2:10% Zellen in 1 cem enthalten siud. Aerotaxis wurde nicht be-
obachtet.

Die Versuche mufiten zum Teil vollkommen im Dunkeln aus-
gefithrt. werden. Denn im roten Licht bilden die Zellen cis-Crocetin-
dimethylester und Crocin, im blauen und violetten Licht cis- und
trans-Crocetindimethylester und Crocin. Die' Ausscheidung dieser
Substanzen sollte aber gerade vermieden werden. Wir miissen daher
so vorgehen, daf fast gleichzeitig bei jedem Versuch eine ganze
Reihe von Objekttrigern angesetzt wird, etwa 15—20. Sowie die
Algen dem Tropfen zugefiigt sind, muf vollige Dunkelheit herrschen.
Das 146t sich praktisch dadurch erreichen, daf alle Objekttriger
auf schwarzem Papier stehen und sofort nach dem Zugeben der
Algen ein Deckel einer Zigarettenschachtel iibergedeckt wird. Die
Lichtquelle — dunkles rotes Licht — befindet sich in 2 m Ent-
fernung. In bestimmten Zeitabstinden werden nun die Objekttriger
gepriift. Jeder untersuchte Objekttriger scheidet aus, da die Algen
dabei Mikroskopierlicht bekommen haben. Die Mikroskopbeleuchtung
ist so abgeschirmt, daf kein Licht in die Dunkelkammer fillt. Das
Ziel dieser Versuche war, festzustellen, ob und wann eine chemo-
taktische Anlockung eingetreten ist. Man spricht von deutlicher
positiver Reaktion, wenn eine grofie Menge der Algenzellen um das
Kapillarende angesammelt und in die Kapillare eingedrungen ist.
Alle Versuche wurden dreimal ausgefiihrt, d. h. an 3 verschiedenen
Tagen wurden 15—20 Objekttriger dazu angesetzt. Denn eine
negative Reaktion, d. h. keine Ansammlung. am Kapillarende, kénnte
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dadurch zustande gekommen sein, daf man den Augenblick der An-
sammlung ,verpaBt® hat, da mit der Zeit das Chemotaktikum in
die Kulturlgsung diffundiert. Eine positive Reaktion konnte dadurch
vorgetiuscht sein, daB der Kapillare chemotaktisch wirksame Un-
sauberkeiten ungehaftet haben. Jede einzelne positive oder negative
Reaktion, die in den folgenden Tabellen beschrieben wird, griindet
sich also auf 45—60 Einzelbeobachtungen! Man ist nie im Zweifel,
ob eine chemotaktische Anlockung vorliegt oder nicht. Bei nicht
wirksamen Substanzen ist die Algenverteilung ganz gleichmiBig im
Tropfen, bei den wirksamen ist stets eine deutliche Ansammlung
zu beobachten.

b) Uber die Wasserloslichkeit
von cis- und trans-Crocetindimethylester.

Die beiden Crocetindimethylester werden bisher als wasser-
unloslich beschrieben. Nach Kumenx und WinTersTEIN (1933) sind sie
u. a. in Methanol 1oslich, und zwar betrigt die Loslichkeit des cis-
Crocetindimethylesters 1:5000, die des trans-Esters 1:100000. Eine
gewisse, wenn auch geringe Loslichkeit in Wasser miissen aber
beide Kster besitzen, denn sonst wire ja der biologische Nachweis
ihrer Wirkung nicht moglich gewesen. In mehrfachen Versuchen
ist die Grenze ihrer biologischen Wirksamkeit festgestellt worden.
Die Verdiinnungen wurden so hergestellt, daB zunichst 0,3 mg cis-
Crocetindimethylester in Methanol, 0,3 mg trans-Crocetindimethylester
in einer Mischung aus Methanol und Chloroform gel6st wurden.
Dabei ging alle Substanz in Losung. Die weiteren Verdiinnungen
wurden dann mit Wasser vorgenommen. Ks stellte sich heraus, daf
die Grenze der biologischen Wirksamkeit fiir beide Ester bei
3.10-%y in 1 ccm Wasser liegt. 2.10-°y in 1 ccm sind bereits un-
wirksam. Die Wirksamkeitsgrenze ist also < 1:33000000000 und
>1:49500000000. Es ist nun moglich, mit Hilfe dieses Wertes
und der biologischen Testmethode die Wasserloslichkeit von cis-
und trans-Crocetindimethylester zu bestimmen. 1 bzw. 5 mg cis-
und trans-Crocetindimethylester wurden bei 20° in je 100 ccm Wasser
gebracht, wobei anscheinend nichts in Losung ging. Das Wasser
blieb ungefirbt. Stellen wir jetzt aus den Losungen bestimmte
cis/trans-Mischungen her (3:1 bzw. 1:3), dann finden wir, daB sie
weibliche bzw. ménnliche Wirksamkeit besitzen (Tab. 9). Es ist
dabei gleichgiiltig, ob 1 oder 5 mg Ester in 100 ccm Wasser ge-
bracht wurden. Daraus miissen wir schliefen, daff alle 4 Losungen
in Tab. 9 gleich viel Substanz gelost enthalten, d. h. gesittigt sind.
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Tabelle 9.
Die Wirksamkeit verschiedener cis/trans-Mischungen.
Crocetin- mg in i . Biologische
dimethylester | 100 ccm H,O Hergestellte Mischungen Wirksamkeit
1. cis 1 3 cem (1) + 1 cem (2) weiblich
2. trans 5 1, )+3 , (2 ménnlich
3. cis 5 3 , @+1 , 4 weiblich
4. trans 1 1, B+3 , 4 minnlich

Wir wollen annehmen, in 1 ccm dieser Lisungen seien xy gelost.
Wenn wir jetzt diese Losungen verdiinnen, konnen wir priifen, wann
die Grenze der Wirksamkeit erreicht ist. Diese Bestimmungen sind
in Tab.10 wiedergegeben. Alle 4 Losungen ergeben denselben Grenz-
wert: x-10-2y. Der oben angegebene Grenzwert der biologischen
Wirksamkeit liegt zwischen 3-10° ¥ und 2.10-%y. Fiir x ergibt
sich daher < 3.10-%» und > 2.10-2
3.10-2 bis 2-10-% y cis- und trans-Crocetindimethylester loslich. Die
Wasserloslichkeit betrigt demnach 1:333000000 bis 1 :495000000.
Es ist damit gelungen, auf biologischem Wege die Wasserloslichkeit
praktisch wasserunloslicher Verbindungen zu bestimmen.

In 1 cem Wasser sind also

Tabelle 10.

Die Wirksamkeitsgrenzen der 4 in Tabelle 9 angegebenen Losungen.
Verdiinnung 1 cem enthilt V]\afli(x)'fsgalsfl?&t

Losung 1 (Tab. 9) Xy =1 +

I+ 9 cem Wasser x-10-'y =1I +

I+9 , » x-10-2y =1II +

Imr+9 ” x.10-3y = IV —

Losung 2 (Tab. 9) Xy =1 +

I+9 , » x-10-1y =11 +

I+9 ” x-10-ty =1III +

Imm+9 » x-10-3y = IV —

Losung 3 (Tab. 9) Xy =1 +

I+9 » » x-10-1y =1I +

I+9 ” x-10-2y = III +

II+9 » » x'10_37 =1V -

Losung 4 (Tab. 9) Xy =1 +

I+9 ” ” X-lO‘l’}/:II +

I+9 , ” x-10-2y = [II +

I+ 9 ” ” X'lo_a’}' =1V —_

Aus diesen Ergebnissen lassen sich auBerdem noch Schliisse auf die
Konzentration der von den Algen ausgeschiedenen Sexualstoffe

ziehen.

Die biologischen Versuche haben ergeben, daf die Algen-

zellen unter bestimmten Bedingungen (monochromatisches rotes
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Licht) eine Sexualstoffvorstufe V bilden. Diese V-Stufe entspricht
dem cis-Crocetindimethylester. Aus der V-Stufe, aus dem cis-Ester,
aus den weiblichen und mé#nnlichen Gametenfiltraten wie aus den
bestimmten, wirksamen cis/trans-Mischungen erh#lt man nach Be-
strahlung mit monochromatischem blauen und violetten Licht eine
an sich unwirksame Endstufe X, Diese K,-Stufe entspricht dem
trans-Crocetindimethylester. Wir kénnen also statt der bestimmten
cis/trans-Mischungen auch V/K,-Mischungen herstellen und deren
Wirksamkeit priifen. V wird durch Filtration von Rotlichtzellen
gewonnen, K, z B. durch Bestrahlung eines ménnlichen Gameten-
filtrates mit blauem und violettem Licht. Folgende Mischungen
besaBen weibliche Wirksamkeit: 3 Vol. Teile V 4 1 Vol. Teil K,,
3 cis-Ester +1 K,, 3 V 4+ 1 trans-Ester, 3 cis- und 1 trans-Ester.
Ménnlich wirksam waren: 1 Vol. Teil V +4 3 Vol. Teile K,, 1 cis-
Ester + 3 K,, 1 V + 3 trans-Ester, 1 cis- und 3 trans-Ester. Bei
den Estern handelt es sich um gesittigte wésserige Losungen
(20° C), d. h. in 1 ccm sind 3.10-2*—2.10-8 y Substanz enthalten.
Aus diesen Mischungsversuchen ist der Schluf zn ziehen, daB die
V- und K,-Filtrate, die auf biologischem Wege gewonnen wurden,
die gleiche Konzentration wie die Esterlosungen haben miissen.
Denn sonst kénnten die oben angegebenen 3:1- bzw. 1:3-Mischungen
nicht die gleiche Wirksamkeit besitzen. Mischt man z. B. cis- und
trans - Crocetindimethylester - Losungen von verschiedener Konzen-
tration, so sind, wie Tab. 11 zeigt, die 3: 1- bzw. die 1: 3-Mischungen
Tabelle 11.
Wirksamkeit von cis/trans-Gemischen verschiedener Konzentration.

cis~Croce:si;1ec1imethyl- trans- Croiz'%ie]idimeth yl- cis/trans-Mengen- | Biologische
3.10~%y in cem 3.10-%y in 1 cem verhiltnis Wirksamkeit
3 cem mit 9.10-4y 4+ 1 cem mit 3.10-3y 3:10 —
10 , , 38-10-%y 4+ 1 , , 3-10-%y 1:1 —
80 , , 9102y + 1 , , 3.10°% 3:1 weiblich
1 ” ” 3.10-* Y + 3 ” ” 9.10-3 7 1:30 —
10 ”» ” 3.10-3 Y + 3 ” ” 9.10-3 Y 1:3 minnlich

unwirksam. Tab. 12 zeigt einen &hnlichen Versuch mit einer
cis/K,-Mischung, bei der die Losung des cis-Crocetindimethylesters
verdiinnter ist als die des K,-Filtrates. Gleichzeitig bringen diese
Ergebnisse einen erneuten Beweis fiir die Richtigkeit der Konzen-
trationsbestimmungen. Die Konzentration der Sexualstoffe betriigt
also 3.-10-3y—2.10-% y in 1 ccm, es liegen gesittigte wifirige Lo-
sungen vor.
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Tabelle 12.
Wirksamkeit von cis/Ko-Gemischen verschiedener Konzentration.

cis-Crocetindimethyl- i
Ko-Filtrat Biologische

ester e A
3.10—* 5 in 1 cem Wirksamkeit
3 cem + 1 cem —

10 ” + 1 ” _
30 , + 1 weiblich
1 » + 3 ” ..
10 + 3 , ménnlich

”

¢) Chemotaxis reaktionsloser Dunkelzellen.

1. Zucker.

Es sollen die in Tab. 1 angegebenen Zucker auf ihre chemo-
taktische Wirksamkeit gepriift werden. Zunfchst wurden simtliche
Zucker in 1proz. Losung verwendet. Die Zellen befanden sich in
einer 0,0001 proz. Crocinlosung. Deutlich chemotaktisch waren bei
Chl. eugametos, Chl. dresdensis und Chl. Braunii: d-Glucose, Gentio-
biose, Cellobiose, Maltose, Liactose, Saccharose, Raffinose, Cellotriose.
Unwirksam waren l-Arabinose, d-Ribose, d-Xylose, d-Mannose, d-
Galactose, d-Fructose und 1-Sorbose. Also gerade die Zucker sind
in 1proz. Losung wirkungslos, die keinen Einfluf auf die Beweg-
lichkeit haben. Dagegen sind die Zucker, in deren Losungen die
Zellen im Dunkeln beweglich werden, deutlich chemotaktisch wirk-
sam. Ob andere Konzentrationen der chemotaktisch unwirksamen
Zucker wirksam sein konnen, ist noch nicht untersucht worden.
PringsHEIM und Mainx (1926) priiften an Polytoma wvella Glucose,
Galactose, Fructose und Saccharose auf ihre chemotaktische Wirkung.
Diese Zucker waren jedoch wirkungslos.

Um den Schwellenwert der wirksamen Zucker festzustellen,
wurden molare Losungen hergestellt und daraus dann m/10 = 10— m,
m/100 = 10-%m, m/1000 = 10-3 m usw. Die Ergebnisse sind in Tab. 13
zusammengestellt. Als Schwellenwert wird die Konzentration an-
gegeben, bei der noch chemotaktische Ansammlung zu beobachten
ist. Bei der n#chst niederen Konzentration ist keine Chemotaxis
mehr festzustellen. Der eigentliche Schwellenwert wird daher
zwischen diesen beiden Werten liégen. Auf seine genauere Be-
stimmung wurde verzichtet. Alle 3 Arten verhalten sich gegen
d-Glucose gleich. Der Schwellenwert liegt bei 10-* m. Fiir Sac-
charose liegt der Schwellenwert bei 1 m. Saccharose und d-Glucose
haben also bei allen 3 Arten deutlich verschiedene Schwellenwerte.
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Tabelle 13.
Chemotaktische Wirkung verschieden molarer Zuckerlgsungen auf Crocindunkelzellen.
Chl.
eugametos Chl. Chl. Braunii
f. simplex | dresdensis
2 3 ? 3
d-Glucose 10-'m X X X X X
10-2m X X X X X
10-3m b4 X X b4 X
10-¢m 0 0 0 0 0
10-3m 0 0 0 0 0
Gentiobiose 10-2m X X 0 0 0
10-*m X X 0 0 0
104 m X X 0 0 0
10-5m 0 0 0 0 0
Cellobiose 10-'m X X X X X
102 m 0 0 X X X
10-3m 0 0 X 0 0
10-4m 0 0 X 0 0
10-®m 0 0 0 0 0
Cellotriose 10-!'m b'e X X X X
102 m 0 0 X b4 b4
10-3m 0 0 0 X X
10-*m 0 0 0 x X
10-°m 0 0 0 0 0
Saccharose m X X X X X
10-'m 0 0 0 0 0
10-2m 0 0 0 0 0
10-*m 0 0 0 0 0

Gentiobiose, Cellobiose und Cellotriose verhalten sich anders. Fiir
eugametos liegen die Schwellenwerte der 3 Zucker bei 10—* m, 10~ m,
10-'m. Gentiobiose ist also der wirksamste Zucker. Bei dresdensis
sind die 3 Werte: 10-2 10-4 10-?m. Hier ist Cellobiose der wirk-
samste Zucker, dann folgen Cellotriose und Gentiobiose. Die Werte
fiir Braunii sind: 10-2, 10-% 10-*m. Die Cellotriose ist am wirk-
samsten. Die in stirkster molarer Verdiinnung chemo-
taktisch wirkenden Zucker sind beiden verschiedenen
Chlamydomonasarteninjedem Falleidentischmitden-
jenigen, die in kiirzester Zeit die Beweglichkeit der
betreffenden Zellen bedingen (vgl Tab. 1): fir eugametos
Gentiobiose, fiir dresdensis Cellobiose, fiir Braunii Cellotriose. Die
fiir die Beweglichkeit glinstigsten Zucker nehmen also auch bei den
Chemotaxis-Versuchen eine Sonderstellung ein.

DaB molare Losungen (z. B. von Saccharose) wirksam sein
konnen, haben PrinesEEIM und Mainx (1926) an Polyfoma uvella
festgestellt. Sie fanden, daB fiir Methylalkohol der Schwellenwert
bei der molaren Losung liegt. AuBerdem geben PrinasEEIM und
Maixx an, daf z. B. 20 Proz. Saccharose- oder gesittigte NaCl-
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Losungen, die als Anlockungsmittel 1/10 mol. Natriumacetat ent-
halten, positive Chemotaxis hervorrufen. Da bei Chlamydomonas be-
stimmte Zucker als Chemotaktikum wirken, ist es nicht verwunder-
lich, daf selbst molare Losungen wirksam sind. Osmotaxis konnte
auch ich nicht beobachten. Die von PriNesEEIM und Mainx an
Polytoma gemachten Beobachtungen gelten also auch fiir Chlamy-
domonas.
2. Crocin.

Es war von Interesse, die chemotaktische Wirkung des Crocins
selbst festzustellen. Bringt man unbegeifelte Zellen in Crocin-
I6sungen, so werden die Zellen der Losung eine gewisse Zahl von
Crocinmolekeln entziehen, um beweglich zu werden. Wie hoch nach-
her die Zahl der Molekeln in der die Zellen umgebenden Losung
noch ist, kénnen wir nicht sagen. Bringen wir Zellen in eine
0,0001 proz. Crocinléosung und fiillen wir die Kapillaren mit einer
Crocinlosung der gleichen Konzentration, so stellen wir fest, daf
die Zellen nicht chemotaktisch angelockt werden. Krhohen wir die
Konzentration in den Kapillaren, so wird bei einer bestimmten
Konzentration eine chemotaktische Anlockung nachweisbar sein.
Diesen Schwellenwert gilt es festzustellen.

Tabelle 14.
Die chemotaktische Wirkung von Crocinlsungen auf Crocindunkelzellen.

A“geg}{ﬁigng Schwellenwerte gegen 0,4 mg Crocin in Kubikzentimeter Wasser
nthi
0,4 mg Crocin . . .
in ccmg “;a;:ser Chfl_ :;%Z?Ztos Chl. £. synoica | Chl. dresdensis | Chl. Braunii
igi; %82 (unbeweglich) | (unbeweglich) | (unbeweglich)
100 10 105 , .
10° 10¢ 10¢ i »
10 103 108 102 »
10¢ 102 102 10 »
108 10 10 1 1
10+ 1 1 — —
108 — — — —
102 — — - -

Bei den in Tab. 14 wiedergegebenen Versuchen wurden die
Zellen in verschiedene Crocinlosungen gebracht und zwar wurde
ausgegangen von einer Losung, die 0,4 mg Crocin in 100 ccm Wasser
enthielt. Dann wurde auf 0,4 mg in 103, 104 105 105, 107 108 10°
101° 10'' ccm Wasser verdiinnt. Es standen also Crocin-Dunkel-
zellen zur Verfiigung, die sich in 10 Losungen von fallendem Crocin-
gehalt befanden. Diese dienten als Aufenlésungen. Als Chemo-
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taktika wurden ebenfalls 10 verschiedene Crocinldésungen verwendet,
bei denen 0,4 mg Crocin in 102% 10% 104 10% 10%, 107, 108 10% 10%°
10** cem Wasser gelost waren. Das Ergebnis mit eugametos-Zellen
war: eine chemotaktische Anlockung erfolgt erst dann, wenn der
Konzentrationsunterschied zwischen Chemotaktikum und AuBenlésung
4 Zehnerpotenzen betrdgt. Sind z. B. die Zellen in einer Losung
von 0,4 mg Crocin in 10! ccm Wasser, dann muf das Chemotaktikum
0,4 mg Crocin in 107 ccm Wasser enthalten. Enthilt es nur 0,4 mg
in 10% ccm Wasser, so erfolgt keine Anlockung. Bei dresdensis muf
der Konzentrationsunterschied zwischen Kapillare und AuBenlésung
5 und bei Braunii sogar 6 Zehnerpotenzen betragen.

Diese Unterschiedsschwellen von 10000, 100000 und 1000000
erscheinen bemerkenswert hoch. PriNesaEIM und Mamnx (1926)
fanden Werte von 5—6 bei Polytoma wuvella.

3. Sonstige Verbindungen.

Es wurden die in Abschnitt IIf angefiihrten organischen Ver-
bindungen auf ihre chemotaktische Wirksamkeit gepriift. Diese
Versuche sind noch nicht abgeschlossen, da noch eine Reihe weiterer
Verbindungen zu priifen ist. KEs sollen hier nur die wirksamen und
unwirksamen Verbindungen gegeniibergestellt werden (ohne Angabe
der Schwellenwerte). Chemotaktisch wirksam sind: Methylalkohol,
Athylalkohol, n-Propylalkohol, Isopropylalkohol, n-Butylalkohol, tert.
Butylalkohol, Isoamylalkohol, tert. Amylalkohol, Acetaldehyd, Aceton,
Athylither, Essigsiure, Natriumacetat, Natriumpropionat, Milchsiure,
Natriumlactat, d,1-a-Alanin, Acetamid, Kresol, Benzol, Toluol, Xylol,
cis-Bixin, trans-Bixin, Azafrin, Azafrinmethylester. Chemotaktisch
ohne Wirkung sind: Allylalkohol, Glycerin, Dulcit, Mannit, Benzyl-
alkohol, Formaldehyd, Natriumformiat, Oxalsiure, Natriumoxalat,
Malonsiure, Kaliumsuccinat, Apfelsiure, Zitronensiure, tert. Natrium-
zitrat, Glykokoll, Asparagin, Formamid, Glyoxal, Chloralhydrat,
Phenol, Hydrochinon, Pikrinsidure, Chloroform, ferner die in Ab-
schnitt IIf angefiihrten anorganischen Salze.

4. cis- und trans-Crocetindimethylester.

Die Zellen, die sich im Dunkeln in einer 0,0001 proz. Crocin-
l6sung befinden, sind beweglich; sie vermogen aber nicht zu kopu-
lieren, da sie weder cis- noch trans-Crocetindimethylester ausscheiden.
Es war zu priifen, welche chemotaktische Wirkung cis- und trans-
Crocetindimethylester und deren Mischungen haben. Untersucht
wurden Zellen von Chl. eugametos f. simplex, Chl. dresdensis und Chl.
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Braunii. Die Ergebnisse sind in Tab. 15 wiedergegeben. Die Zellen
aller 3 Arten sind gegen alle cis/trans-Mischungen
deutlich chemotaktisch. Es ist gleichgiiltig, ob es sich um

Tabelle 15.

Chemotaktische Wirkung verschiedener Mischungen von cis- und trans- Crocetin-
dimethylester auf Crocindunkelzellen.

Chl.
cis/trans-Mischung | eugametos Chl. Chl. Braunii
f. simplex | dresdensis

cis trans Q 3 ? 3
100 0 X X X X X
95 5 X X X X x
90 10 X X X X X
85 15 X X X X X
80 20 x X X X X
75 25 b4 X X X X
70 30 b:d X X X X
65 35 X X X X X
60 40 x X X X X
bH 45 x x X X X
50 50 X X X X X
45 55 X X X X X
40 60 X X X X X
35 65 X X X X X
30 70 X X X X X
25 75 b4 X X X X
20 80 b4 X X X X
15 85 X X X X X
10 90 X X X X X
5 95 X X X X X

0 100 X X X X X

weibliche oder ménnliche Dunkelzellen handelt. Jeder Versuch ist
dreimal ausgefiihrt worden, d. h. er griindet sich auf 45—60 Einzel-
beobachtungen, wie aus Tab. 16 fir 100/0, 50/50 und 0/100 zu ent-

Tabelle 16.

+ = positive Chemotaxis, 4 = nur schwache Ansammlungen, — = keine Ansamm-
lungen vor und in der Kapillare.

100/0 50/50 | 0/100 100/0 50/50 0/100
1 + + + 11 + + +
2 + + + 12 + + +
3 + + + 13 + + +
4 + + + 14 — + +
5 + + + 15 + + +
6 + + + 16 + + —
1 + + + 17 + + +
8 + + — 18 + + +
9 + + + 19 + + +
10 + + + 20 + + +

33 *
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nehmen ist. Die beiden Ester wurden als gesittigte wisserige
Losungen (vgl. Abschnitt IIIb) angewandt. Die Berechnung ergibt,
daB es sich um etwa 10-% molare Loésungen handelt.

Um den Schwellenwert von cis- und trans-Crocetindimethylester
zu bestimmen, wurden von der 10-® molaren Losung weitere Ver-
diinnungen hergestellt und diese als Chemotaktikum gegen Crocin-
dunkelzellen verwendet. Wie aus Tab. 17 hervorgeht, liegt der

Tabelle 17.

Chemo- | Chl. eugametos Chl.
taktikum | £. typica | £ simplex|f. synoica | £. subheteroica |dresdensis| Braunii
10- ¢ m x ox X X | X X
10-° m X i X X X X X
10~ m X | X X X X X
1011 m X ; X | X X X X
1012 m X | X | X X X X
10-13 m X ; X | X X X X
10-* m X X ‘ X X X X
10-15 m — - = — — —
10-1%m — - = — — —

Schwellenwert bei 10—+ Mol/Liter. Cis- und trans-Crocetindimethyl-
ester haben also eine auBerordentliche Wirkung. PrinesEmM und
Mavx (1926) fanden fiir Polyfoma wuvells Triolein als wirksamste
Verbindung. Noch in 10-® molarer Lisung war sie chemotaktisch
wirksam. Bei Chlamydomonas liegt der Schwellenwert der wirk-
samsten Verbindung 5 Zehnerpotenzen niedriger: 10-!* mol. Das
ist eine Konzentration, die nicht mehr die Kopulationsfihigkeit
reaktionsloser Zellen bedingt.

5. Zusammenfassung der Ergebnisse.

1. Crocindunkelzellen sind gegen alle diejenigen Zucker chemo-
taktisch, die im Dunkeln und unter aeroben Bedingungen Beweglich-
keit bewirken. Die auf die Beweglichkeit am giinstigsten wirken-
den Zucker haben den niedrigsten Schwellenwert.

2. Crocindunkelzellen sind gegen simtliche Mischungen von cis-
und trans-Crocetindimethylester deutlich chemotaktisch.  Die
Schwellenwerte fiir beide Ester liegen bei 10—!* mol

3. Crocindunkelzellen sind auch gegen Crocinlosungen chemo-
taktisch. Dabei muB das Chemotaktikum bei Chl. eugametos 10 000 mal,
bei Chl. dresdensis 100000mal, bei Chl. Braunii 1000000mal kon-
zentrierter sein als die Aufenlosung, in der sich die Zellen befinden.
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¢) Die Chemotaxis von Vorstufengameten.

Bestrahlt man bewegliche Crocindunkelzellen mit rotem Licht,
so bilden die Zellen eine Kopulationsstoffvorstufe, die an die Aufen-
losung abgegeben wird. Diese Vorstufe kann durch cis-Crocetin-
dimethylester ersetzt werden. Weibliche und ménnliche Zellen aller
Rassen und Arten bilden die gleiche Vorstufe. Diese Vorstufen-
gameten, die nicht kopulationsfihig sind, sollen kurz als V-Gameten
bezeichnet werden. Die Liste der chemotaktisch wirksamen und
unwirksamen Verbindungen ist genau die gleiche wie die fiir
Crocinzellen aufgestellte (Abschnitt ITb). Besondere Erwéihnung
verdienen nur cis- und trans-Crocetindimethylester. Beide Ester
lagen in gesittigten wisserigen Losungen vor. Der cis-Crocetin-
dimethylester allein wirkt nicht chemotaktisch. Nun wurden ver-
schiedene Mischungen aus cis- und trans-Crocetindimethylester her-
gestellt. Die cis/trans-Mischungen 95/5, 90/10, 85/15 wirken nicht
chemotaktisch. Wirksam sind dagegen alle cis/trans-Mischungen
von 80/20 bis 0/100 (Tab. 18). Bevor auf diese Ergebnisse néher
eingegangen wird, soll erst das chemotaktische Verhalten der reak-
tionsfihigen Gameten besprochen werden.

Tabelle 18.

Chemotaktische Wirkung verschiedener Mischungen von cis- und trans-Crocetin-
dimethylester auf Vorstufengameten.

Chl. cugametos Chl.
cis trans | f. typica |f. simplex | f. synoica | f. subleteroica idresdensis| Braunii
e glealgal e ¢ 98|29 s
100 0 — — — — - — — — - - =
95 5 — — — — — — — — - | — —
90 10 —_ — — — — — — — — — = —
85 15 — — — — - — — — — = — —
80 20 X X X X X X X X X X X X
75 25 X X X X X X X X X X X X
70 30 X X X X | X X X X X X X X
65 35 X X X X X X X X X X X X
60 40 X X . X X X X X X X X X X
ib) 45 X X X X X X X X X X X X
50 50 X X X X X X X X X X X X
45 55 X X X X X X X X X X X X
40 60 X X X X X X X X X X X X
35 65 X X X X X X X X X X X X
30 70 X X X X X X X X X X X X
25 75 X X X X X X X X X X X X
20 80 X X X X X X X X X X X X
15 85 X X X X X X X X X X X X
10 90 X X X X X X X X X X X X
95 X X X X X X. X x | x x X X
0 100 X X X X X X X X | X X X X
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d) Die Chemotaxis der reaktionsfdhigen Gameten.

1. Die untersuchten Rassen und Arten.

In der Arbeit iiber relative Sexualitit (Morwus, 1939) ist ge-
zeigt worden, daff die Gameten der einzelnen Rassen und Arten
nur bei bestimmten cis/trans-Mischungen kopulationsfihig werden,
und daf die Gametenfiltrate auch aus diesen bestimmten Mischungen
zusammengesetzt sind. In Tab. 19 sind die untersuchten Rassen
und Arten mit ihren bestimmten cis/trans-Mischungen zusammen-
gestellt.

Tabelle 19.

Ubersicht iiber die 8 heterozischen Gametensorten (vgl. Morwus 1938b).
Art bzw. Rasse Gameten- cisjtrans-Zusammen- Realisatoren
valenz setzung der Sexualstoffe

Chl. Brauniz 4 95/5 F+
4 595 M+
Chl. eugametos f. typica 3 85/15 F3
3 15,85 M3
Chl. eugametos f. simplex 2 7525 e
2 25/75 M2
Neuziichtung 1 65/35 Ft
Neuziichtung 1 35/65 M!

2. Die Chemotaxis der Gameten gegen verschiedene
cis/trans-Mischungen.

Crocindunkelzellen werden im Dunkeln mit den bestimmten
cis/trans-Mischungen behandelt. Nach etwa 10 Minuten wird fest-
gestellt, ob die Zellen kopulationsfidhig geworden sind. Ist das der
Fall, dann konnen Chemotaxisversuche ausgefiihrt werden. Diese
miissen im Dunkeln vorgenommen werden. Denn bei Bestrahlung
mit blauem und violettem Licht wird cis- in trans-Crocetindimethyl-
ester umgewandelt. Das muf aber gerade vermieden werden. Bei
rotem Licht wird cis-Crocetindimethylester gebildet. Auch das
konnte die Ergebnisse beeintrichtigen. Es mubten also, wie in
der Methodik angegeben, auch hier zahlreiche Objekttriger zum
Versuch angesetzt werden. Die Ergebnisse sind in Tab. 20 wieder-
gegeben. Die ?*Gameten in 95/5 cis/trans-Mischung sind chemo-
‘taktisch gegen 76/24—0/100 cis/trans-Mischungen, die ?3-Gameten
in 85/15 gegen 66/34—0/100, die @2-Gameten in 7525 gegen 100/0—
94/6 und 56/44—0/100, die R'-Gameten in 65/35 gegen 100—84/16
und 46/54—0/100, die 3*-Gameten in 35/65 gegen 100/0—5H4/46 und
16/84—0/100, die J2-Gameten in 25/75 gegen 100/0—44/56 und
6/94—0/100, die 3%-Gameten in 18/85 gegen 100/0—34/66, die 3*-
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Tabelle 20.

reaktionsfihige Gameten.
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. 94 9 3 9 2 9 1 6\ 1 (3\ 2 6\ 3 6\4
as | trans | 955 | 8515 | 7525 | 65/35 | 35/65 | 25/75 | 15/85 | 595
100 0 — — — X X X X X
99 1 — — — X X X X X
98 2 — — — X X X X X
97 3 — — — X X X X X
96 4 — — — X X X X X
95 5 — — — X X X X X
94 6 — — — X X X X X
93 7 — — — X X X X X
92 8 — — — X X X X X
91 9 — — — X X X X X
90 10 — — — X X X X X
89 11 — — — X X X X X
88 12 — — — X X X X X
87 13 — — — X X X X X
86 14 — — — X X X X X
85 15 — — — X X X X X
84 16 — — — X X X X X
83 17 — — — — X X X X
82 18 — — — — X X X X
81 19 — — — — X X X X
80 20 — — — — X X X X
79 21 — — — — X X X X
8 22 — — — — X X X X
7 23 - — — — X X X X
76 24 X — — — X X X X
75 25 X — — — X X X X
74 26 X — — — X X X X
73 27 X — — — X X X X
72 28 X — — — X X X X
71 29 X — — — X X X X
70 30 X — — — X X X X
69 31 X — — — X X X X
68 32 X — — — X X X X
67 33 X — — — X X X X
66 34 X X — — P X X X
65 3b X X — — X X X X
64 36 X X — — X X X X
63 31 X X — — X X X X
62 38 X X — — X X X X
61 39 X X — — X X X X
60 40 X X — — X X X X
59 41 X X — — X X X X
58 42 X X — — X X X X
57 43 X X — — X X X X
56 44 X X X — X X X X
55 45 X X X — X X X X
b4 46 X X X — X X X X
53 47 X X X — — X X X
b2 48 X X X — — X X X
51 49 X X X — — X X X
50 50 X X X — — X X X
49 51 X X X — — X X X
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Tabelle 20 (Fortsetzung).

4 9 3 92 9 1 6\ 1 6\2 6\ 3 6\4

s trans | of 5 | 85/15 | 7525 | 65/35 | 3565 | 2575 | 1585 | 595
48 52 X X X — — X X X
47 53 X X X — — X X X
46 b4 X X X X — X X X
45 b5 X X X X — X X X
44 56 X X X X - X X X
43 57 X X X X — — X X
42 58 X X X X — — X X
41 59 X X X X — — X X
40 60 X X X X — — X X
39 61 X X X X — — X X
38 62 X X X X — — X X
37 63 X X X X — - X X
36 64 X X X X — — X X
35 65 X X X X — — X X
34 66 X X X X — — X X
33 67 X X X X — — — X
32 68 X X X X — — — X
31 69 X X X X — — — X
30 70 X X X X — — — X
29 71 X X X X — — — X
28 72 X X X X — — — X
27 3 X X X X — — — X
26 74 X X X X — — — X
25 5 X X X X — — — X
24 76 X X X X — — — X
23 7 X X X X — — _ _
22 8 X X X X — — _ _
21 79 X X X X - — _ _
20 80 X X X X — — _ _
19 81 X X X X — — _ —
18 82 X X X X — — — _
17 83 X X X X — — _ _
16 84 X X X X X — _ _
15 85 X X X X X — _ _
14 86 X X X X X — — —
13 87 X X X X X — _ _
12 88 X X X X X — _ _
11 89 X h% X N X — _ _
10 90 b4 X X h% X — _ _
9 91 X X X % X — — —

8 92 X X X % X — — —

1 93 X X % X X — — —

6 94 X X % X X X - —

5 95 % X X % X X — —

4 96 % X X % X X — —

3 97 % X X X X X — —

2 98 X X X X X X — —

1 99 % X X X % X — -

0 100 X X % X % X — —

Gameten gegen 100/0—24/76. Das heiflt also: betrigt der cis/trans-
Unterschied 18/18 oder ist er kleiner als 18/18, dann findet keine
chemotaktische Anlockung statt. Wird er 19/19 und groBer, dann



erfolgt eine chemotaktische Reaktion.
gebnisse fibersichtlich zusammengestellt.
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In Tab. 21

spiter ndher eingegangen werden.

Tabelle 21.

Zusammenfassung aus Tabelle 20. Die wirksamen und unwirksamen Mischungen
sowie die Differenzen.
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sind die FEr-

Auf die Bedeutung wird

1 2 3 4 5 6
Chemo- Unterschiede :
Gamet| AuBen-| taktisch der cis/trans- Chemotaktisch wirk- cis/Ut;:;gs-(i\}I]il:gllfuge!én
a losung | unwirksame | Mischungen von same Mischungen Spalte 2 ug5
.| Mischungen Spalte 2 u. 3 von Sp .
Q@+ | 9565 |100/0—77/23| 5/5—0 0—18/18 76,24—0,100 19/19—95/95
@3 | 85/15 | 100/0—67/33 15/15—0 0—18/18 66/34—0/100 19/19—85/85
Q% | 75/25 | 93/7—b7/23| 18/18—0 0—18/18 | 100,0—94/6 56/24—0;100 | 25/26—19/19 19;19—75/75
Q' | 6535 |83/17—47/43| 1818—0 0—18/18 | 100/0—84/16 46/54—0,100 |35/356—19/19 19/19—65,65
&' | 35/65 |53/47—17/83| 18/18—0 0—18/18 | 100,0—54/46 16/84—0;100 | 65/65—19,19 19,19—35.35
&2 | 25/ |43/67—1/93 | 18/18—0 0—18/18 | 100/0—44/56 6/94—0,100|75/76—19/19 19/19—25,25
g% | 1585 |33/67—0;100| 1818—0 0—15/15 100,0—34/66 85,85—19,19
34 5/95 | 23/77—0/100| 18;18—0 0—b/b 100,0—24/76 95/95—19,19

3. Die Chemotaxis der Gameten gegen verschiedene Gametenfiltrate.

Wenn die reaktionsfihigen Gameten gegen cis/trans-Mischungen
der Crocetindimethylester chemotaktisch sind, dann miissen auch

Gametenfiltrate eine chemotaktische Wirkung haben.

Frither ist

angegeben worden (Morwus, 1933, p. 490), daB Chemotaxisversuche
mit Kapillaren keinen Erfolg gehabt haben. Damals war die starke
Lichtempfindlichkeit der Sexualstoffe nicht beachtet worden. Fiihrt
man die Versuche am Licht aus, dann wird ja dauernd cis-Ester
in trans-Ester umgewandelt.

Versuche zeigten dagegen positive Effekte.
in Tab. 22 zu sehen.

Die jetzt im Dunkeln ausgefiihrten
Die Ergebnisse sind
Sind die Unterschiede 0/0 oder 10/10, dann

erfolgt keine chemotaktische Anlockung. Sind die Unterschiede
Tabelle 22.

Die chemotaktische Wirksamkeit von Gametenfiltraten gegen reaktionsfihige Gameten.

Filtrat| . , . - . oo |- . ™ . .
aus | Cis/trans|Q* Diff.| @3 Diff. | @* Diif. | @' Diff. | 3* Diff. | 3* Diff. | 3° Diff. | 3 Diff.
Q4 956 |— 0,0 |— 10/10| x 20,20| x 30;30' x 60/60| x 70,70! x 80;80] x 90,90
@3 85/15 |—10/10/— 0,0 |— 10/10| x 20,20| x 50/50‘ x 60/60| x 70/70| x 80,80
Q2 75/25 | x 20,20— 10/10I— 0,0 |— 10/10| x 40/40| x 50/50| x 60,60 x 70,70
Q1! 65/35 | x 30,30] x 20,20|— 10/10|— 0,0 | x 30/30| x 40,40/ x 50,560| x 60,60
31 35/65 | x 60/60! x 50/50! x 40,40, x 30/30;— 0,0 |— 10/10| x 20;20| x 30,30
32 2b/75 | x 70,70] x 60/60| x 50/50; x 40/40|— 10/10:— 0/0 |— 10/10| x 20,20
3 | 15/85 | x 80;80| x 70,70 x 60/60, x 50,50 x 20/20,— 10;10l— 0/0 |— 10/10
3¢ 595 | x 90/90| x 80;/80] x 70/70; x 60,60 x 30,30| x 20/'2()1— 10/10— 0,0
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20/20, 30/30, 40/40, 50/50, 60/60, 70/70, 80/80, 90/90, dann beobachten
wir stets eine deutliche chemotaktische Anlockung. Auf die groBe
Bedeutung dieser Ergebnisse wird spiter niher eingegangen werden.

4. Die Geschwindigkeit der chemotaktischen Reaktion.

Es wurde gepriift, ob Unterschiede in der Geschwindigkeit der
chemotaktischen Reaktion bei den verschiedenen cis/trans-Unter-
schieden von 20/20—90/90 festzustellen sind. Hierzu miissen wir
etwas niher auf den Verlauf der chemotaktischen Reaktion ein-
gehen. Wie schon im Abschnitt IITa ausgefilhrt worden ist, be-
findet sich die Glaskapillare mit dem Chemotaktikum am linken
Rand des Tropfens auf dem hohlgeschliffenen Objekttriger. Die
Gameten werden auf der rechten Seite vom Rande her zugegeben
und zwar so vorsichtig, daB durch das Zugeben die Gameten nicht
iiber die Mitte des Tropfens geraten. Sie bewegen sich nun nach
allen Richtungen weiter, zunichst rein zufallsgemif. Gelangt nun
ein Gamet in die Ndhe des Kapillarenrandes, so wird er angezogen.
Es stellte sich heraus, daB sich bei stirksten cis/trans-Unterschieden
in kiirzester Zeit eine grofie Zahl von Gameten an der Kapillaren-
0ffnung ansammelt. Ist aber der cis/trans-Unterschied nur 20/20,
dann schwimmt hiufig ein Gamet, der sich in der Nihe der Kapil-
larendffnung befindet, wieder fort. KEs dauert dann sehr lange, bis
etwa 20 Zellen vor der Offnung angesammelt sind. Wir kénnen
nun feststellen, nach welcher Zeit eine bestimmte Zellzahl, die wir
ein fiir allemal festsetzen, vor der Kapillarenéffnung versammelt
ist. Als Einheit werden 18—22 Zellen angenommen. Bei diesen
Versuchen waren folgende Vorbedingungen erfiillt: Alle Kulturen
waren gleich alt; die Zellen wurden von Agar in destilliertes Wasser
iibertragen und dann mit blauem und violettem Licht (Quecksilber-
hochdrucklampe, Hg-Linien 4358 und 4961 A) bestrahlt; der Ab-
stand von der Lampe betrug 30 cm. Nach dreistiindiger Belichtung
wurden aus den Losungen Gametenfiltrate hergestellt. Der Tropfen,
den die Algen zu durchschwimmen hatten, war stets gleich groB.
Gleich groB waren auflerdem: die Weite der Kapillaren, in die das
Chemotaktikum kam und die zugesetzte Gametenmenge. Die Ver-
suche wurden im Dunkeln ausgefiihrt. Dazu war es notwendig, zu
jedem Versuch eine groBere Zahl von Objekttrigern anzusetzen.
In bestimmten Zeitabstinden, die in Vorversuchen festgestellt waren,
wurden die Objekttriger gemustert. Es sind folgende drei Fille
moglich: 1. die Ansammlung betrigt noch nicht 18 Zellen, 2. sie
besteht aus 18-—22 Zellen, 3. die Zahl ist grofler als 22 Zellen.
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Fiir die Bestimmungen der Zeiten kamen nur die zweiten Beobach-
tungen in Frage. In den Vorversuchen wurde nach einer be-
stimmten Zeit, z. B. 30 Sekunden, der erste Objekttriger gemustert:
12 Zellen hatten sich angesammelt. Der zweite Objekttriger wurde
nach 1 Minute durchgesehen: iiber 25 Zellen waren vorhanden.
Der dritte Objekttriger wurde daher nach 45 Sekunden beobachtet;
die Zellzahl betrug 19 usw. Auf diese Weise konnen wir die Zeit
einigermafien genau bestimmen, nach der vor der Kapillarenéffnung
etwa 20, d. h. 18—22 Zellen angesammelt sind. Sie wird fiir diese
Versuchsserie zwischen 40—55 Sekunden schwanken. Genauere
Bestimmungen sind nicht moéglich. Im Hauptversuch, der am
gleichen Tage ausgefiihrt wurde, wurden im ganzen 20 Objekttriger
angesetzt. Wir wissen jetzt ungefihr, nach welcher Zeit die ge-
wiinschte Zelldichte vor der Kapillarenoffnung erreicht ist. Natiir-
lich kommt es vor, daf nach 40 Sekunden nur 15 Zellen, nach 55 Se-
kunden 25 Zellen vorhanden sind. Diese Fiélle scheiden aus. Wir
erhalten schlieflich 10—15 Einzelwerte und bilden daraus den
Mittelwert. Die gefundenen Werte konnen naturgemif nicht genau
sein und sind mehr oder weniger grofien Schwankungen unterworfen.
Das zeigen die Ergebnisse eines Versuchs mit ?*-Gameten (Tab. 23).

Tabelle 23.

Bestimmung der Geschwindigkeit der chemotaktischen Reaktion von Q*-Gameten

(in 95/5-Mischung) gegen folgende cis-trans-Mischungen: 5/95 (Unterschied 90/90),

15/85 (Unterschied 80/80), 25/75 (Unterschied 70,70), 35/65 (Unterschied 60/60), 45/55

(Unterschied 50/50), 55/45 (Unterschied 40/40), 6535 (Unterschied 30,30), 7525
(Unterschied 20/20).

c1[s]/ t?ns' Zeit, nach der vor der Kapillarenoffnung 18—22 Gameten &::eiln
scI}IJi?al(; angesammelt sind in Sekunden (Einzelversuche) Sekunden
90/90 25—25—30—30—30—30—30—35—356—3b—35 31
80/80 30—30—35—35—35—35—40—40—40—40 36
70/70 30—35—3p—35—40—40—40—40—40—45—45—45 39
60,60 40—40—45—45—4H—45—45—45—50—50—50—50—55—bb 47
50/50 60—60—60—60—60—65—65—65—70—70—70—70—70—75—75 66
40740 80 — 85—90—90—90—90—90—95—100—105—105 93
30/30 140—150—155—155—160—160—160—175—175—180 161
20,20 200—210—210—210—220—230—240—240—240— 240—240—240 227

Ob die ersten drei Mittelwerte von 31, 36 und 39 Sekunden ge-
sichert sind, sei dahingestellt. Die letzten Werte mit 93, 161 und
227 Sekunden sind aber deutlich verschieden, sowohl untereinander
als auch gegen die ersten Werte. Wir kénnen aus den Ergebnissen
schlieBen: je geringer der cis/trans-Unterschied ist, desto ldnger
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Ta
Geschwindigkeit der chemotaktischen Reaktion. Angegeben-sind die Mittel

cis/trans- Q@+

3 ‘ 92 9[
Unterschied | Sekunden| n |Sekunden| mn {Sekunden| n |Sekunden| n

90,90 3181 | — — |
8080 86+S 10 | 84F3 . 12 |- = - —
070 0 39T3 | 12 | aFR ) 14|

6060 47+ % | 14 | 49F% | 10 |

5050 | 668 | 15 | 03 | 11 6T | 12 | uEi| 14
40/40 ; 8+ | 11 | o790 12 g7 | 15 | o4t | 14
3080 116142 10 170+ | 12 165%1 | 10 | 16011 | 10
2020 | 22032 | 12 | 235119 | 12 (230X | 11 | 288FS | 13

51E7 | 11 | 48Fd | 12

|
—19 {
; —14

dauert es, bis 18—22 Zellen vor der Kapillarentffnung angesammelt
sind. In Tab. 24 sind die Ergebnisse, die mit allen acht Gameten-
sorten erhalten worden sind, wiedergegeben, in Tab. 25 die Zu-
sammenfassung der einzelnen Mittelwerte. Wir sehen, dal die
letzten drei Werte mit den cis/trans-Unterschieden 40/40, 30/30 und
20/20 deutlich verschieden sind. Die Variationsbreiten grenzen sich

Tabelle 25.
Zusammenfassung der Ergebnisse aus Tabelle 24.
cis/trans- Zahl der Mittelwert Schwankungs-
Unterschied Versuche in Sek. breite (Sek.)
90,90 26 30 22— 37
80,80 48 35 29— 42
70,70 76 40 30— b1
60,60 ‘ 96 50 40— 37
50,50 i 97 68 59— 80
40,40 95 96 80—109
30,30 92 167 140—180
20,20 99 233 200—254

deutlich voneinander ab. Auf diese drei Werte kommt es aber
gerade an, wenn wir die Erscheinungen der relativen Sexualitit
erkliren wollen. Darauf wird im n#chsten Abschnitt niher ein-
gegangen werden. Allgemein kénnen wir sagen: je geringer die
cis/trans-Unterschiede sind, desto langsamer geht die chemotaktische
Anlockung vor sich. Dieser Satz gilt wenigstens fiir die cis/trans-
Unterschiede 20/20, 30/30 und 40/40.
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belle 24.
werte in Sekunden, die groBten +4-Abweichungen. n = Zahl der Einzelversuche.
3! 3* 3° 3*
Sekunden n Sekunden ! n Sekunden | n Sekunden | n
- — - — - - 29717 15
- — - — 3pt3 11 34t}8 15
- - 881 ¢ 15 0+3 12 41713 12
50+ 8 15 51t+8 13 497+7 11 5018 10
07+8 13 6813 10 68+ 10 69713 12
98t 7 12 971 12 95+ 8 10 96 3 9
170 138 13 | 1687F1 15 | 17174 12 10+ $ 10
236 1,7 10 | 22912 15 | 2387F2 16 232 112 10

IV. Besprechung der Ergebnisse.

a) Das Chemotaxis-Problem.

Chemotaxis nennt man die Beeinflussung der Bewegungsrichtung
frei beweglicher Organismen durch chemische Verbindungen. Die
Methodik der Chemotaxisversuche geht auf die grundlegenden Unter-
suchungen von PFEFFER (1884, 1888) zuriick. KEr verwendete diinne
Kapillaren, die mit dem Chemotaktikum gefiillt werden. Diese
Kapillarmethode ist bisher fast ausschlieflich benutzt worden (vgl.
jedoch Kusano, 1909). Die Konzentration des Chemotaktikums wird
in der Regel in mol angegeben. Man kann nun durch Herstellung
und Priifung verschiedener Verdiinnungsstufen die untere Grenz-
konzentration feststellen, bei der noch eine deutliche Reaktion zu
beobachten ist. Diese untere Grenzkonzentration bezeichnet man
als Reizschwelle oder Schwellenwert. PrinesEEIM und Mainx (1926)
fanden fir Polytoma wvells Schwellenwerte, die bei verschiedenen
Verbindungen zwischen 1—10-2 mol. lagen. Cis- und trans-Crocetin-
dimethylester wirken auf Chlamydomonas-Zellen sogar noch in einer
Verdiinnung von 10-!* mol. Uber das Zustandekommen der chemo-
taktischen Reaktion wissen wir recht wenig. So schreibt Jost im
Handworterbuch der Naturwissenschaften (1933, Bd. 8, p. 370): , Die
Suszeption bei der Chemotaxis diirfte wohl allgemein an ein Ein-
dringen des Chemotaktikums in das Protoplasma und chemische Ein-
wirkungsmoglichkeit daselbst gebunden sein. Naheres ist aber nicht
bekannt.“ METzNER (1923) betrachtet die Geifleln als reizaufnehmendes
Organ und versucht die topische Reaktionsweise der Farnspermato-
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zoiden zu erkliren. Auch iiber die Giiltigkeit des sog. WEBER-
Fecanerschen Gesetzes sind die Ansichten sehr geteilt (vgl. Harr-
MANN, 1933, p. 686). Jost (1933, p. 366) schreibt: ,Es ist klar, daB
das WEBERsche Gesetz nur eine beschrinkte Giiltigkeit haben kann;
es diirfte weder bei ganz hohen noch bei ganz niederen Konzen-
trationen zutreffen.“ Die ungeklirte Lage des Chemotaxisproblems
kommt auch in dieser Arbeit zum Ausdruck. Die vorliegenden Unter-
suchungen hatten als Ziel, festzustellen, ob die bei der Kopulation
bestehenden cis/trans-Unterschiede auch fiir die chemotaktische An-
lockung der Gameten verantwortlich zu machen sind. Die an-
gefiihrten Versuche beweisen es eindeutig. Vielleicht sind gerade
die Chlamydomonas-Arten geeignet, die noch offenen Fragen der
Chemotaxis zu kléren.

b) Die cis/trans-Chemotaxis.

Crocin-Dunkelzellen, die sich in einer Crocinlésung befinden,
sind gegen wésserige Losungen von cis- und trans-Crocetin-dimethyl-
ester sowie gegen alle moglichen Mischungen beider Ester chemo-
taktisch. Vorstufengameten, die sich in einer Lésung von Crocin
und cis-Crocetindimethylester befinden, sind gegen eine wéisserige
Losung von trans-Ester chemotaktisch. Auflerdem bewirken cis/trans-
Gemische von 80/20—5/95 deutliche Anlockung. Die kopulations-
fahigen Gameten befinden sich je nach der Rasse in einer Aufen-
losung von 95/5, 85/15, 75/25, 65/3b, 35/65, 25/7b, 15/85, 5/95 cis/trans.
Verwendet man als Chemotaktika verschiedene cis/trans-Gemische
von 100/0—0/100, dann beobachtet man eine chemotaktische Reak-
tion nur dann, wenn der cis/trans-Unterschied zwischen Chemo-
taktikum und AuBenlosung mindestens 19/19 betrdgt. Ist der Unter-
schied nur 18/18, dann unterbleibt die Reaktion.

Dient z. B. als Chemotaktikum ein 95/5-Gemisch und befinden
sich die Gameten in einer 75/25-Auenlésung, dann tritt eine chemo-
taktische Reaktion ein. Bei dem cis-Ester besteht zwischen AuBen-
losung und Kapillare ein ansteigendes Gefille, bei dem trans-Ester
ein absteigendes Gefille. Wir haben zwei Gefélle verschiedener
Richtung, die nicht zu Interferenz fithren. Zu beachten ist, da8
die Unterschiedsschwelle nur 1:1,27 betrigt und daf fiberhaupt kein
Gefille des osmotischen Drucks besteht!

Es ist daher nur méglich das verschiedene cis/trans-Verhéltnis
auf beiden Seiten fiir das Zustandekommen der chemotaktischen
Reaktion verantwortlich zu machen. Wir befinden uns hier in
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einem Gebiet, das bisher auch theoretisch noch nicht untersucht
worden ist. Wir konnen nur die Aussage machen, dal im chemo-
taktischen Versuch, obwohl schon zu Beginn auf beiden Seiten die
gleiche Farbstoffkonzentration (cis 4 trans) und damit gleicher osmo-
tischer Druck herrscht, die Diffusion zum Ausgleich der Konzen-
trationen des cis- und des trans-Esters im Gesamtsystem treiben
muB. Es herrscht also das Bestreben zur Erreichung eines Zu-
standes von hoherer Wahrscheinlichkeit (Zunahme der Entropie)
und dieses Bestreben ist sehr wahrscheinlich fiir die treibende Kraft
der chemotaktischen Bewegung entscheidend.

c) Sexualstoffe und Gruppenbildung.

Die einzelnen Gametensorten von Chl. eugametos, Chl. dresdensis
und Chl. Braunii haben eine verschiedene Stirke oder Valenz. Auf
Grund des Reaktionsverhaltens (Gruppenbildung) bei der Kombination
der Gametensorten lassen sich iiberstarke, starke, mittelstarke und
schwache weibliche sowie mé#nnliche Gameten unterscheiden. Die
genetische Analyse hat ergeben, daB diese Unterschiede erblich sind
und durch die Wirkung der Realisatoren F und M zustande kommen.
Jede Gametensorte scheidet ein bestimmtes Gemisch von cis- und
trans-Crocetindimethylester aus. In Tab. 26 sind diese Ergebnisse

Tabelle 26.
Die Reaktion zwischen den 8 Gametensorten (vgl. Text).
@ @3 @2 ?! 3t 3* 3° 3t
| — 10,10 20,20 30,30 60,60 70/70 80/80 90/90
Q| 0 — 10/10 20,20 50,560 60/60 70/70 80/80
Q| 1 0 — 10,10 40/40 50,60 60/60 70/70
QL] 2 1 0 — 30,30 40/40 50/50 60/60
gt 38 3 3 2 — 10/10 20/20 30/30
3% 3 3 3 3 0 — 10/10 20/20
3% 3 3 3 3 1 0 — 10/10
3+ 3 3 3 3 2 1 0 —

zusammengestellt. Die 3 Reaktionsstirken bei der Kombination der
verschiedenen Gametensorten werden mit 1, 2 und 3 bezeichnet. Bei
der Stirke 1 werden nur Kopulationspaare gebildet; es dauert
in der Regel 4—5 Minuten, bis eine grofie Zahl von Kopulations-
paaren zu beobachten ist. Bei der Stirke 2 werden kleine
Gruppen gebildet, die aus 10—20 Zellen bestehen; maximale
Gruppenbildung ist erst nach 1—2 Minuten deutlich erkennbar. Bei
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der Stirke 3 endlich entstehen fast unmittelbar nach dem Zu-
sammengeben der Gameten groBe Gruppen, die aus 100 und mehr
Zellen zusammengesetzt sind. In Tab. 26 sind diese Reaktions-
stirken eingetragen, auerdem auch die cis/trans-Unterschiede. Es
ergibt sich daraus, daB bei einem cis/trans-Unterschied von 0/0 und
10/10 iiberhaupt keine Reaktion eintritt, bei einem Unterschied von
20/20 die Reaktionsstirke 1, bei 30/30 die Stirke 2, bei den {iibrigen
Unterschieden von 40/40—90/90 die Stirke 3. Bisher.ist angenommen
worden (Moewus 1938 b, 1939), daf die Gruppenbildung, d. h. das
Sichaufsuchen der Gameten zur Kopulation durch chemotaktische
Anlockung bedingt ist. Die Chemotaxisversuche haben gezeigt, dafl
Anlockung nur stattfindet, wenn der cis/trans-Unterschied zwischen
Chemotaktikum und Gameten (Aufenlésung) mindestens 19/19 be-
trigt. Bei einem Unterschied von 0/0—18/18 erfolgt keine chemo-
taktische Reaktion. Das steht mit den in Tab. 25 wiedergegebenen
Ergebnissen in Einklang. Die Chemotaxis-Zeit-Versuche haben aber
auBerdem ergeben, daB eine bestimmte Stirke der chemotaktischen
Reaktion bei einem cis/trans-Unterschied von 20/20 erst in 200 bis
254 Sekunden erreicht wird, bei 30/30 schon nach 140 —180 Sekunden,
bei 40/40—90/90 bereits nach 22—109 Sekunden. Ahnliche zeitliche
Unterschiede treten bei den verschiedenen Reaktionsstirken auch zu-
tage, wie ‘aus Tab. 27 hervorgeht.

Tabelle 27.
Die Reaktionsart bei der Kopulation (0 = keine Reaktion, 1 = Entstehung von Ko-
pulationspaaren, nach 4—b5 Minuten in geniigender Zahl 2 = kleine Gruppen, die
nach 2—3 Minuten maximal zu beobachten sind, 3 = grofie Gruppen, die unmittelbar
nach der Kombination entstehen) und die Zeit, in der eine bestimmte chemotaktische
Reaktion erhalten wird (Tab. 25).

cis/trans- Reaktionsart bei | Zeit der chemotaktischen
Unterschied der Kopulation Reaktion (Tab. 25)
0,0 0 —
10,10 0 —
20720 1 200—254 Sek.
30/30 2 140—180
40/40—90,90 3 22—109

Im vorstehenden haben wir eine Verkniipfung der cis/trans-
Chemotaxis mit den KErscheinungen der Gruppenbildung versucht.
Es hat sich dabei eine gewisse Parallelitit ergeben. Man muf} je-
doch beriicksichtigen, daB bei der Gruppenbildung beide Gameten-
sorten in Bewegung sind, wihrend ja bei den Chemotaxisversuchen
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nur eine Gametensorte vorhanden ist. Kine eingehende Analyse der
Gruppenbildung wire noch auszufiithren.

PringseEIM und ONDRAGEK bringen in ihrer 1939 vertffentlichten
Arbeit p. 125—126 und 132—137 Erorterungen iiber Sexualstoffe,
Gruppenbildung und chemotaktische Anlockung. Sie beziehen sich
vor allem auf die ersten, 1933 erschienenen Arbeiten iiber die Sexual-
stoffe von Chlamydomonas eugametos. Den beiden Autoren sind bei
der Abfassung ihrer Arbeit die im Juli 1938 vertffentlichten KEr-
gebnisse anscheinend noch unbekannt gewesen. Daher eriibrigt es
sich eigentlich, auf die Einwendungen der beiden Autoren gegen
die von M. HarTMANN und von mir entwickelten Vorstellungen néher
einzugehen. Nur einige Punkte sollten kurz besprochen werden.
PrivesaerM und ONDRACEK verneinen die Frage, ob bei Isogametie
aus theoretischen Griinden zweierlei ,,Geschlechtsstoffe“ angenommen
werden miissen. Nun ist jedoch 1933 von mir gezeigt worden, daB
die weiblichen wnd ménnlichen Sexualstoffe bei Isogametie nicht
identisch sein konnen. Der grundlegende und beweiskriftigce Ver-
such war folgender: Weibliche reaktionslose Dunkelzellen werden
nur durch ein Filtrat aus weiblichen Gameten kopulationsfihig,
ménnliche reaktionslose Dunkelzellen nur durch ein Filtrat aus
ménnlichen Gameten. Niemals werden weibliche reaktionslose Dunkel-
zellen durch ein ménnliches Filtrat, minnliche reaktionslose Dunkel-
zellen durch ein weibliches Filtrat kopulationsfihig. Es handelt
sich hier also nicht um die Annahme von zwei Sexualstoffen,
sondern um einen exakten biologischen Nachweis, daf tatsich-
lich weibliche und ménnliche Sexualstoffe verschieden sind. Privas-
BEIM und ONDRACEK ziehen dann die Angaben von JENNINGS heran,
daff die Atmungskohlensiure bei Paramaecium und Chilomonas zu
Gruppenbildungen fiihrt. Diese Zusammenrottungen sind ,als eine
Art von ,Atmungsfiguren‘ aufzufassen, die durch die Gegenwart von
Bakterien verstirkt oder hervorgerufen werden.“ Ahnliche Ansamm-
lungen mit Hilfe von Bakterien habe ich 1933 beschrieben. Jedoch
hat sich dabei ergeben, dafl Bakterien, die mit einem weiblichen
Filtrat behandelt sind, immer nur auf ménnliche Gameten anlockend
wirken, wihrend Bakterien, die sich in einem ménnlichen Filtrat
befinden, stets nur auf weibliche Gameten anlockend wirken. Filtrat-
behandelte Bakterien wirken auf Gameten des gleichen Geschlechts
niemals chemotaktisch. Daraus wurde dann gefolgert, daB weibliche
und ménnliche Filtrate verschieden sein miissen. Es muf zugegeben
werden, daf diese Bakterienversuche noch verschiedenartig gedeutet

werden konnen; den Hauptbeweis fiir das Verhandensein von zwei
Archiv fiir Protistenkunde. Bd. XCII. 34
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Sexualstoffen bildeten die oben geschilderten Versuche mit reaktions-
losen Dunkelzellen. Chemotaxisversuche mit Kapillaren waren da-
mals erfolglos, da die Versuche bei Tageslicht ausgefiilhrt wurden.
PringsHEIM und ONDRACEK Schreiben dann u.a. ,Wenn die beiden
Geschlechtsstoffe sich gegenseitig binden und uwnwirksam machen,
wie eine Siure und Base, wie kann dann eine gegenseitige An-
lockung der zweierlei Gameten zustande kommen?“ In meiner
Arbeit 1933, p. 513 heiBt es aber nur: ,Durch Vermischung ge-
schlechtsverschiedener artgleicher Filtrate werden diese unwirksam.“
Das konnen wir heute ganz einfach erkléren: Mischen wir eine
75/25 (weibliche) mit einer 25/75 (mé#nnliche) cis/trans-Mischung,
dann erhalten wir eine unwirksame 50/50 Losung. PriNgsHEIM und
OxprACEK gehen dann auf die relative Sexualitit ein und erblicken
in der Annahme relativer Sexualitit und der Annahme nur zweier
Geschlechter und Reizstoffe einen Widerspruch. Auch dieser ist
jetzt restlos beseitigt. Es gibt eben eine Reihe von verschiedenen
Mischungen der beiden Sexualstoffe mit ganz spezifischer Wirkung.
Gerade hierbei zeigt sich aber, daf die Harrmannsche Sexualitéts-
theorie, die anfangs nur auf wenige Experimente gestiitzt war und
die so sehr angegriffen wurde, sich als #uBerst fruchtbar erwiesen
hat. Fiir die zunichst iiberwiegend theoretischen Anschauungen
Harrmanys konnte an den Chlamydomonas-Arten durch planméfige
Versuchsanstellung ein Tatsachenmaterial znsammengetragen werden,
wie es in solcher Vollstindigkeit nur wenige Theorien der Biologie
aufweisen konnen.

d) Uber die Bestdndigkeit der cis/trans-Gemische.

Man kann die Frage aufwerfen, wie jede Gametensorte immer
in der AuBenlosung das charakteristische cis/trans-System aufrecht
erhilt. In einer Gametensuspension wird ja im Lichte dauernd
cis-Ester in trans-Ester umgewandelt, so daB sich die Zusammen-
setzung der Aufenlosung dauernd &ndern sollte. I. Hausser (1939)
untersuchte nun die Quantenausbeute der cis/trans-Umwandlung von
Crocetindimethylester bei Einstrahlung der Wellenlingen 366, 435,
467 uu. Es ergab sich, daB ,erst fiir etwa 120 absorbierte Quanten
eine cis/trans-Umlagerung eintritt. Innerhalb des Absorptionsspek-
trams war dieses Ergebnis unabhingig von der eingestrahlten
Wellenlinge.“ Die Gametensuspensionen, die 2.10® Zellen in 1 ccm
enthalten, sind tiefgriin gefirbt. Da die Zellen viel Licht absor-
bieren, steht fiir die cis/trans-Umlagerung nur wenig Energie zur



Die Chemotaxis von Algengameten. 523

Verfiigung. Auf diese Weise kann das genetisch bedingte cis/trans-
System ohne allzu groBe Steuerungsvorginge der Zellen bzw. der
Realisatoren konstant gehalten werden. ‘

e) Uber die Chemotaxis von Geschlechtszellen.

Die Chlamydomonasgameten sind nicht nur gegen cis- und trans-
Crocetindimethylester chemotaktisch. HKs hat sich ergeben, daf
aufler verschiedenen Zuckern und Crocin zahlreiche organische Ver-
bindungen chemotaktisch wirksam sind. Alle diese Verbindungen
haben aber keinerlei Einfluf auf den Kopulationsvorgang. Die
Zucker und Crocin haben Bedeutung fiir die Beweglichkeit der
Zellen. Da wir bei diesen Algen die Sexualstoffe kennen, konnten
wir ihre Bedeutung fiir die Kopulation als spezifische Chemotaktika
einwandfrei nachweisen. Dieser Nachweis ist bei den bisherigen
Chemotaxisversuchen von Geschlechtszellen nicht erbracht worden.
Die ersten grundlegenden Untersuchungen fiihrte Prerrer (1884)
aus. Er fand, daf Farnspermatozoiden gegen Apfelsé‘mre chemo-
taktisch sind. Das Gleiche ist der Fall bei den Spermatozoiden
von Salvinia, Equisetum, Isoetes und Selaginella, wihrend die von
Lycopodium nach BrucEMANN (1909) gegen Zitronensiure chemotak-
tisch sind. Die spéteren Untersuchungen von BurLer (1900), LinForss
(1905 a), SmrsaTa (1905 a, b, ¢, d, 1911) haben ergeben, daf auch
zahlreiche andere Verbindungen chemotaktisch wirken, auf die Farn-
spermatozoiden z. B. Maleinséure, Zitrakonsdure, K- und Rb-Salze,
auf die von Salvinig Malein- und Zitrakonsiure, Ca- und Sr-Salze,
auf die von Isoetes Fumarsiure, Mesakonsdure, Isokampfersiure,
Bernsteinsiure, d-Weinsdure, Traubensiure usw. Die Laubmoos-
spermatozoiden sind nach PrerrEer gegen Rohrzucker chemotaktisch.
Liprorss (1905 b) und AckErMAN (1910) geben fiir Marchantia-Sperma-
tozoiden Proteinstoffe und K- Rb-, Cs-Ionen als Chemotaktika an.
Liprorss konnte zeigen, daB Extrakte aus weiblichen Hiiten von
Marchantia vorziigliche Chemotaktika waren. Diese Untersuchungen
haben ergeben, daf die Spermatozoiden der Laubmoose, der Leber-
moose und der Farne chemotaktisch sein konnen. Welches aber
die wirksame Verbindung ist, welche von den Archegonien zur An-
lockung der Spermatozoiden ausgeschieden wird, ist nach wie vor
ginzlich unbekannt. An den einzelligen Chlamydomonas-Arten konnte
zum ersten Male mit Sicherheit entschieden werden, welche Sub-
stanzen die chemotaktische Anlockung der Gameten bewirken. Durch
diese Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, daf die Caro-

tinoide eine wichtige physiologische Bedeutung fiir griine Zellen haben.
34%
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V. Zusammenfassung.

1. Die unter aéroben Bedingungen fiir das Beweglichwerden
giinstigsten Zucker sind fiir Chl. eugametos Gentiobiose, fiir Chl. dres-
densis Cellobiose, fiir Chl. Braunii Cellotriose.

2. Versuche iiber die Beweglichkeit der Zellen haben ergeben,
daB Chl. eugametos, Chl. dresdensis und Chl. Braunii verschiedene
Beweglichkeitsstoffe bilden und ausscheiden. Der Beweglichkeits-
stoff fiir Chl. eugametos ist Crocin, bei den anderen Arten sind es
hochstwahrscheinlich mit Crocin verwandte, aber nicht mit Gentio-
biose veresterte Derivate von cis- und trans-Crocetin.

3. Um eine eugametos-Zelle beweglich zu machen, ist eine Crocin-
molekel notwendig, eine dresdensis-Zelle benstigt 100 000, eine Brawumnii-
Zelle 1000000 Molekeln Crocin.

4. Crocindunkelzellen, Vorstufengameten und reaktionsfdhige
Gameten sind gegen die auf die Beweglichkeit wirkenden Zucker
chemotaktisch. Der Zucker mit dem niedrigsten Schwellenwert ist
gleichzeitig der am giinstigsten auf die Beweglichkeit wirkende.
Der Schwellenwert des giinstigsten Zuckers liegt bei allen drei
Arten bei m/10000.

5. Die als Chemotaktikum wirkenden Crocinlésungen miissen
bei eugametos 10000mal, bei dresdensis 100000mal, bei Braunii
1000000mal konzentrierter sein als die Crocinlésungen, in denen
sich die Zellen befinden.

6. Gegen cis- und trans-Crocetindimethylester und deren
Mischungen verhalten sich Crocindunkelzellen, Vorstufengameten und
reaktionsfihige (ameten verschieden.

7. Befinden sich die Crocindunkelzellen in einer Losung, die
weder cis- noch trans-Crocetindimethylester enthilt, so sind sie
gegen simtliche cis/trans-Mischungen (von 100/0—0/100) chemo-
taktisch.

8. Befinden sich die Vorstufengameten in einer konzentrierten
wisserigen Losung von cis-Crocetindimethylester, so sind sie gegen
cis/trans-Mischungen erst dann chemotaktisch, wenn die Mischung
aus 80 Vol.-Teilen cis- und 20 Vol.-Teilen -trans-Ester besteht.
Gegen cis/trans-Mischungen von 100/0—85/15 sind sie nicht chemo-
taktisch.

9. Die reaktionsfihigen Gameten, die sich in einer bestimmten,
erblich festgelegten cis/trans-Mischung befinden, sind gegen cis/trans-
Mischungen chemotaktisch, wenn der Unterschied mindestens 19/19
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betrégt. Bei Unterschieden von 0/0—18/18 sind sie nicht chemo-
taktisch.

10. Die reaktionsfihigen Gameten sind auch gegen natiirliche
Gametenfiltrate chemotaktisch. Auch hier muf der cis/trans-Unter-
schied mindestens 20/20 betragen; bei Unterschieden von 0/0 und
10/10 erfolgt keine chemotaktische Anlockung.

11. Damit ist nachgewiesen, daB das Sichaufsuchen der Gameten
zur Kopulation ein chemotaktischer Vorgang ist und daB als Chemo-
taktika dabei nur die Sexualstoffe wirken.

12. Alle Erscheinungen der Chemotaxis, auch die Schnelligkeit
der chemotaktischen Reaktion, stehen vollig in Ubereinstimmung
mit den Erscheinungen der Gruppenbildung und den aus der Theorie
der relativen Sexualitit entwickelten Vorstellungen.
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