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Protoplasmastudien an Saprolegnia.
Von W, LENZ (Giessen).

Wenn man Zoosporangien von Saprolegnia-Arten mit hypertonischen Ldsungen be-
handelt, tritt, zumal an den Spitzen der Zoosporangien, mehr oder minder weitge-
hende rlasmolyse ein. In vielen Fillen hi#lt sich diese im Rahmen dessen, was von
vielen anderen Objekten her hinreichend bekannt ist; in anderen Fillen machen
Bich jedoch Erscheinungen bemerkbar, die zu eingehenden Studien herausfordern u.
den Gegenstand der nachfolgenden Mitteilungen bilden sollen.

Es zeigt sich niimlich, dass in der Nitte der Zelleeine stark kfrnige Plasma-
masge entsteht, und der Raum zwischen ihr und der Membran von einer im Hellfeld
klaren, im punkelfeld trilb erscheinenden Masse erfiillt ist. Uber die Eigenschaf-
ten dieser Substanz, ihre Herkunft und ihr Schicksal bei weiteren Eingriffen in
das Zellenleben s0ll hier berichtet werden.

Haterial. - Als Versuchsobjekt diente eine Saprolegnia aus der ferox-Gruppe.
Dieser Phycomycet stellte sich sehr schnell suf Ameisenpuppen ein, die sich in
Wasser aus dem Teiche des botanischen tartens Giessen befanden. Die Spezies liess
sich in befriedigender Reinheit auf dem gleichen Substrat weiter kultivieren.
Falls die Bildung von Zoosporangien einmal aussetzte, verfuhr ich nach der Metho-
de von KLEBS (1), d.h. ich kultivierte den Pilz einige Page in Erbsendekokt und
ibertrug ihn dann in reines Wasser, in dem nach kurzer Zeit Zoosporangien in
grosser Anzehl entstanden. -

Denselben Wasserproben entstammte eine Achlya aus der Formenkreis racemosa,
welche gelagentlich zu gleichen Untersuchungen herangezogen wurde. Auch bei ihren
Zoosporangien trat die hier in Rede stehende Erschejpung auf, sodass der Schluss
erlaubt ist, dass dieses Phlinomen nicht auf eine Spezies beschriénkt ist, sondern
vielmehr bei beiden Gattungen vorkommt.

Methode. - Um das erwihnte Ph#inomen hervorzurufen, wurden ZJoosporangien in
verschiedene LOsungen {ibertragen und unter dem Mikroskop bei Dunkelfeldbeleuch-
tung- beobachtet. Zur Verwendung gelangten: Traubenzucker, Calciumnitrat, Magnesi-
umchlorid, Kaljumnitrat, Ammonsulfat, Calciumchlorid und Rohrzucker, in Concen-
trationen von n : § bis n, - Um mechanische Einfliisse und Verletzungen des Plas-
mas durch Druck zu vermeiden, legte ich zwischen Deckglas und Objekttréiger diinne
Deckglassplitter. Diese Versuchsanordnung erleichterte das Durchleiten von ande-
ren Fliissigkeiten und verhinderte zugleich ein Wegschwimmen der Pilzfiden.

Ergehnisse. - Nach etwa 5 Minuten wihrender Behandlung der Zoosporangien
mit dem betreffenden wasserentzihenden Medium zeigte sich im Dunkelfeld an der
Spitze des Crgans eine schmale, durch schwidchere Dispersion sich scharf vom tibri-
gen, hell aufleuchtenden Zellinhalt abhebende, relativ dunkle Zone. Im Verlauf
einer Viertelstunde verbreiterte sich diese Zone immer mehr, um zuletzt fast die
ganze kalottenfdrmige Spitze des Zoosporangiums guszufiillen. Eine analoge Erschei-
rmung sieht man unter gleichen Bedingungen auch am basalen Ende des Zoosporangiums
aunftreten, sodass schliesslich eine Zone, deren Hdhe der Fadenbreite gleich kommt,
vom grobkdrnigen Plasma befreit erscheint und im Dunkelfeld als schwach triibe Mas-
se aufffllt. Eine Khnliché Kontraktion des stark kérnigen Protoplasmas kann an
den Léngswinden des Zoosporangiums erfolgen, sodass dieses strang-fSrmig im Lumen
der Zelle liegt und auf allen Seiten von dem trifben Medium umgeben erscheint. In
einigen Fdllen sah ich das stark gekdrnte Plasma in der Mitte des Zoosporangiums
zerreissen und den Raum zwischen beiden Teilstiicken mit einem bikonkaven Meniskus
der erwihnten triiben Masse erfiillt. Die in einem Prlparate vereinigten Zoosporan-
gien pflegten — was Form und Or8sse der kontrahierten Kérnerplasmaschicht anbe-
langt - die verschiedensten Bilder zu ergeben; {iber die Faktoren, welche hierbei
bestimmend mitsprechen, vermag ich keine niheren Angaben zu machen.
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Die hier als "triibe Masse" bezeichnete Substanz, welche zwischen dem plasmo-
lytisch geballten Kdrnerplasma und der Membran liegt, ldsst bei Durchsicht vie-
ler Zoosporangien mancherlei Unterschiede erkennen, die allerdings erst bei der
Untersuchung mit dem Dunkelfeld-Kondensor wahrnehmhar werden. Das matte Licht, in
dem sie aufleuchtet, lédsst auf eine sehr fein verteilte Materie schliessen. In
der Mehrzahl der Fﬁlle scheint diege. Verteilung eine gleichmiissige zu sein. In
einigen Zoosporangien konnte ich aber in der triiben Materie heller aufleuchtende,
runde Flecken erkennen, die ich fiir kugelférmige Aggregate submikroskopischer
Peilchen halten méchte. Nicht eben selten fand ich Zoosporangien, deren Spitze
nach Anwendung der wasserentziehenden Mittel mit einer in lebhaftoz'IOIekularbe-
wegung befindlichen, grob dispersen Masse erfiillt waren. Ich méchte die Vermutung
augsprechen, dass in diegep Flllen Zellen vorlagen, die durch die Priéparation
stirker geschddigt worden waren als die zuerst beschriebenen.

Die Grenge der die Zoosporangien erfiillenden Masse gegeniiber dem ROrnerplas-
ma ist unscharf. Zuweilen hatte ich den Eindruck, dass .relativ grosse Gragula des
letzteren in die fein disperse Masse iibergehen kidnnten; doch mdchte ich bei der
Schwierigkeit der Beobachtung mich nur mit Yorbehalt dariiber #ussern.

Uber die Bedingupgen, unter welchen die Entwicklung einer schwach triiben Fill-
masse erkemnbar wird, ist folgendes zu bemerken: Zoogporangien verschiedemen Al-
ters verhalten sich verschieden. Wihrend bei édlteren Zoosporangien echte M asmo-
lyse eintritt, d.h. zwischen Membran und Zellinhalt ein im Dunkel fqld optisch
leer erscheinender Raum erkennbar wird, kommt bej jungen Stadien im allgemeinen
die erwihnte triibe Masse” zum Vorschein. ich nenne higrbei diejenigen Stadien
die dlteren, bei denen schon die Zoosporen in ihrer Gestalt erkennbar waren.

Da der Gedanke nahe lag, dass die Plasma-Fille, welche die Zopsporangien aus-
zoichnet, eine entscheidende Bedeutung haben kdnnte, wurden plasmgreiche junge
Oogonien in derselben Weise untersucht wie Zoosporangien. Nach Zugsatz des Plas-
molytikums trat bei ihnen mur echte Plasmolyse im oben angefiihrten Sinne ein; ei-
ne schwach triibe Randzone war bei ihnen niemals erkemnbar.

Auch das ungebende Medium ist fiir den Ablauf unseres Phinomens von Bedeutung.
Die Untersuchung verschiedener L&sungen ergab, dass besonders Traubenzucker,
Cal(N0O3)2 und MgCle an erster Stelle die Erscheimnung hervorriefen. Unter diesen
Medien kan wiederum dem Traubenzucker eine bevorzugtg Stellung zu. Nur geringes
Vermégen, den Vorgang einzuleiten, muss KNO3, (NH4)2S04, AlClz und NaCl zugespro-
chen werden, die insgesamt anscheinend giftige Wirkungen auf das Frotoplasma aus-
iben, da bei ihrer Anwendung in hohem Masse Absterbeerscheinungen suftraten.

Der Einfluss der Kongzentration wurde ebenfalls untersucht. Dabei ergab sich,
dass dieser Paktor, wenigstens bei Praubenzucker und Ca(NO03)g, von keiner allzu
grossen Wichtigkeit war. Gleichviel, ob’'die Konzentration dieser beiden Lésungen
n t 5 oder n betrug, immer trat das Phinomen ein. Nur wenn die Konzentration ei-
ne solche Grdsse erreichte, die an sich schon Schiidigungen der Zelle hervorrief,
dann natiirlich war auch die Entstehung der triiben Masse infrage gestellt. Sank
die Konzentration der plasmolysierenden Ldsung unter den Grad, der in sterilen
Féden keine Plasmolyse mehr hervorrief, so waren auch in den Zoosporangien keine
besonderen Erscheimungen festzustellen. Diese untere Grenze lag z.B. bei Trauben-
zucker und Ca(N0z)o bei n ¢ 5.

Diskussion. - Woher stammt die hier als "triibe Masse" bezeichnete Fiillung d.
Zell-Lumens?

Offenbar kormen zwei Mdglichkeiten in Betracht: Entweder sie leitet sich von
Zytoplasma ab - oder sie ist ein Teil des Zellsaftes.

Vorausgesetzt, dass die triibe Masse ein Abkdémmling des Zytoplasmas wiire, riiss-
te man anrehmen, dass eine Differenzierung stattgefunden hitte, derart, dass un-
ter dem Einfluss des plasmolysierenden Mittels die Gramula des Plamsas nach innen
abgewandert wiren und eine I breite Zone von hyalinem oder schwach triibem Proto-
pleswa hitten freiwerden lassen. Vorgiénge solcher Art sind nicht unbekannt. Seit
PFEFFER wissen wir, dazss bei Plasmodien von Schleimpilzen die durch Verwundung
blossgelegten Schichten des Endoplasmas ihre Gramula nach Innen wandern lassen,
godass eine kdrnerfreie Zone von Ektoplasma gleichsam regeneriert wird (2). Bei
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Plasmolyse von Allium-Epidermiszellen sah KUSTER an der Oberfliche mancher Proto-
plasten eine auffallend mHchtige Schicht von véllig klarem Zytoplasma sich ent-
wickeln (3). _

L#sst sich annehmen, dass auch bei unsern Zoosporangien eine Differenzierung
des Protoplasten stattfindet? .

Die mikrochemische Untersuchung der "triiben Masse® lisst diese Mdglichkeit als
diskutabel erscheinen, da sich das fein disperse Medium mit Jodldsungen so geld
firbt, wie es sich von einem schwach granulierten Plasma erwarten lisst. In man-
chen Fédllen verwandelte sich die triibe Masse unter dem Einfluss des Jods in eine
Form, die ich als gallertartige Schollen bezeichnen michte. Zugleich war nach Jod-
Zusatz eine erhebliche Kontraktion des kirnigen Plasmateiles festzustellen, der-
art, dass zwischen dem grob gekdrnten Innenplasmg und der klaren Randmasse deut-
lich Spalten erkemnbar wurden. Piir eine Differenzierung des Zellinhaltes spricht
auch die Firbbarkeit der "triiben Masse" mit Hématoxylin. Bei Behandlung mit die-
dem Farbstoffe nahm die betreffende Masse einen hellblauen, ziemlich homogenen
Farbton an, nur einzelne Granula hoben sich dunkelblau von dem Untergrunde ab.

Neben den Firberesultaten, die sich mit Jod und limatoxylin erzielen lassen,
legen Beobachtungen an Zoosporangien, welche bereits lingere Zeit im Plasmolyti-
kum verweilten, den Gedanken nghe, dass die die Zoosporangien-Spitze erfiillende
Masse als Protoplasma anzusprechen ist. Man beobachtet in diesem Vorginge, wel-
che fiir eine von der Wirkung fdllender' Agentien unabhingige, d.h. spontan ein-
tretende Erstarrung der "triiben Masse® sprechen. Das stark gramulierte Zytoplas-
ma kann sich von ihr trennen und mehr und mehr kontrahieren, wihrend an der Spi-
tze des Zoosporangiums eine im optischen Lingsschnitt mondsichelfdrmige Restmas-
se von geringer Michtigkeit, in andern Fdllen sehr umfangreiche Ballen liegen
bleiben. So entsteht in dem Zocsporangium eine Kappe, die von dem sich kontahie-
renden Innenplasma durch eine im Dunkelfeld fast schwarz erscheinende Zwischenzo-
ne goetrennt ist. Diese dunkle Zwischnenzone ist vielleicht v6llig leer, d.h. von
dem Plasmolytikum erfiillt. Die Annahme liegt nahe, dass die an der Spitze liegen-
den Anteile des Zellinhaltes eine withrend oder bald nach der Plasmolyse abgestor-
bene Partie des Protoplasten darstellen, der sich bei fortgesetzter Kontraktion
der stark gramlierten Hauptmasse von ihr trennt. :

Diese Schicht kann - wie wenigstens fiir einige Fiille mit Sicherheit festge-
stellt wurde - sich withrend des hier angenormenen Absterbe-Prozesses kontrahie-
ren, sodass aus der ansehnlichen umfangreichen "triiben Masse" schliesslich einé
schmale, deutlich gekdrnte Hohlkalotte entstehen kann. Ob die kdrnerreiche In-
nenmasse wihrend dieser soehen beschriebenen Kontraktion ihrerseits noch leven-
dig ist, bleibt ungewiss und rmss eogar als fraglich bezeichnet werden. Wir wer-
den spater noch hdren, dass es nicht gelang, fiir die mit schwacher Zuckerlésung
behandel ten, in der beschriebenen Weise verdnderten Zoosporangien den Nachwais
des Lebens zu erbringen. _

Sollte es gelungen sein, durch die Anwendung wasserentziehnder Mittel zwei
im Zoosporangium vorhandene Plasme-Arten voneinander zu trennen, oder das die
Sporangien erfiillende Plasma zu einer Differenzierung zu ndtigen, so hédtten wir
fiir die Zoosporangien Vorghnge festgestellt, die sich einigermassen mit manchen
Plasmadifferenzierungs-Vorgingen im Zell-Inhalt der Thallophyten vergleichen lies-
sen.

Die eingehenden Untersuchungen, welche DAVIS (4) der Entwickelung der Zoospo-
ren von Saprolegnia gewidmet hat, geben allerdings fiir eine solche Annahme keine
Stiitzpunkte; wenigstens ist aus seinen Berichten ersichtlich, dass von einer Dif-
ferenzierung von Sporen und Epiplasma, wie sie von den Ascomyceten her bekannt
ist, oder von &hnlichen Differerzierungs-Prozessen im normalen Entwickelungsgang
der Zoosporangien von Saprolegnia nicht die Rede ist. Vielleicht liesse sich aber
die Annahme stiitzen, dass bei den geschilderten Eingriffen in das leben der Zelle
eine pathologische Entmischung des Protoplasmas erfolgt. Die unverwistlich der-
ben Zellen der Caulerpa lassen nach Verwundungsreizen, die JANSE (5) eingehend
beschrieben hat, eine Differenzierung von relativ klarem und stark gekidrntem Plas-
ma erkennen. JANSE nennt das erstere Meristem-Plasma. Die physiologischen Eigen-
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schaften der von ihm beobachteten Plasmaformen machen zwar von vorn herein klar,
dass der von ihm beobachtete Entmischungsvorgang physiologisch und biplogisch
nicht mit dem hier geschilderten Prozess auf eine Stufe gestellt werden darf. Im-
merhin zeigen sein® Beobachtungen, dgss gereizte Protoplasten in kurzer Zeit gros-
se Mengen einer relativ klaren Plasma~-Komponente durch Entmishhng abgeben kdnnen.

Zu verwerfen ist die Annahme, dass die fein triibe Hiillmasse der -
Zoosporangien nichts anderes als ausgetretengr, zwischen Plasmaschlauch und Mem-
bran gesarmelter Zellsaft sein ktnnte. Die oben beschriebene "triibe Masse"™ hat
jedenfalls Eigenschaften, die man bei typischem Zellsaft niemals antrifft: Der
mit Jod nachweisbgre Eiweiss-Gehalt und die Féhigkeit, zu klarer oder gekdrnter
Substanz zu erstarren. Die von ARTHUR MEYER (6) heschriebenen "optisch inhomoge-
nen Zellsaft-Anten und Zellsaft-Massen" kommen filr unser Objekt achwerlich in Be-
tracht. Das Verhalten der peripheren "triiben Masse®" gegeniiber Jod und Farbstof-
fen ist vielmshr das des Zytoplasmas.

In der Erwartung, die Protoplasmanatur der fraglichen Masse auch physiologisch
zu erweisen, wurde grosse Mithe darauf verwendet, Zoosporangien, deren Inhalt sich
bereits differenziert hatte, zu plasmolysieren. Ich beniitzte organische und anor-
ganische Plasmolyte, konnte aber niemals echte Plasmolyse mit Sicherheit fest-
stellen. Ich versuchte fernmer, durch Behandlung mit Fixiermitteln, die ich bei
hoher und niederer Temperatur auf die Zellen einwirken liess, die periphere Masse
zur Kontrsktion und zur Losldsung von der Membran zu veranlassen, hatte aber
hierbei keinen Erfolg. _

Der negative Ausfall der Plasmolysier-Versuche lédsst mich zwar nicht an der
Protoplasma-Natur der Aussenschicht zweifeln; er zeigt aber, dass der hier be-
schriebene Differenzierungs-Vorgang ein Absterbe-Phiinomen eigener Art darstellt.

Zusagmmenfassung. - Werden Zoosporangien von Saprolegnia, besonders Jjiingere
Stedien, mit{ wasserentziehenden Mitteln behandelt, so treten bei den Zellen Ab-
sterhe-Erscheinungen auf, die von eigenartigen Differenzierungs-Vorgiingen be-
gleitet werden. letztere &ussern sich darin, dass sich das grobe, gramulire Plas-
ma im Zellinnern zusarmenballt und der Reum zwischen ihm und der Membran mit
einer relativ klaren, mur wenig getriibten Zytoplasmamasse erfiillt wird.
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