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Vorversuche zu genetischen Experimenten mit drei verschie-
denen Stimmen von Brachionus plicatilis M. (Rotatoria)

Agnes RUTTNER-KOLISKO

AnlaBl und Ziel der Arbeit
Die Kulturen von Brachionus plicatilis, die seit mehr als 15

Jahren in unserem Labor gehalten werden, haben seit langerer

Zeit die Fdhigkeit zur Bildung von Dauereiern verloren, obwohl

in einigen Subkulturen miktische (Sexual-) Weibchen und Minnchen
auftreten. Dieser offenbar erbliche Defekt wurde zum Anlall ge-
nommen, um frilhere genetische Versuche mit Rotatorien (RUTTNER-
KOLISKO 1968, 1969) wieder aufzunehmen. Ziel der Untersuchung

ist zundchst, durch Einkreuzung von Stammen mit normaler sexueller
Fortpflanzung festzustellen, ob der Erbdefekt des Lunzer Stammes
auf "male sterility" oder auf einen physiologischen Defekt der
miktischen Weibchen zurilickzufiihren ist. Nach Klarung dieser Frage
soll versucht werden, mit Hilfe dieser genetischen Markierung
durch weitere Kreuzungsexperimente neue Fakten zum bisher unzu-
reichend bekannten und anscheinend unorthodoxen Erbgang der Rota-
torien beizutragen (siehe BIRKY 1965, 1967, KING 1980).

Methodik

Kreuzungsexperimente mit Rotatorien stoBen aus verschiedenen
Griinden auf groBe methodische Schwierigkeiten und erfordern dem-
entsprechend viel Zeit, Geduld und vor allem Gliick. Das diirfte
vermutlich auch der Grund sein, warum bisher so wenig Literatur

auf diesem fiir die gesamte Biologie der Gruppe so wichtigen, aber
auch fiir allgemein genetische Fragen interessanten Gebiet besteht.
1. Amiktische (parthenogenetische) und miktische (sexuelle) Weibchen
sind morphologisch nicht wvoneinander 2zu unterscheiden, sondern erst
in adultem Zustand durch GroBe und Zahl der angehefteten Eier zu
identifizieren. (Bestehende Unterschiede im Feinbau sind fir
Arbeiten mit lebenden Tieren unbrauchbar.)
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2. Aus zahlreichen Untersuchungen ist bekannt, da nur ganz

Jjunge miktische Weibchen erfolgreich begattet werden kénnen,

bei der Gattung Brachionus etwa innerhalb der ersten 24 Lebens-
stunden.

3. Ridertier-Minnchen (Zwergmdnnchen ohne Nahrungsaufnahme) sind
nicht ganz so kurzlebig wie allgemein angenommen wird; in unseren
Kulturen leben Brachionus-plicatilis-Mannchen bis zu vier Tage.

Es ist aber nicht bekannt, ob die Mannchen widhrend ihres ganzen
Lebens begattungsfdhig sind oder ob sie ihren gesamten Sperma-
vorrat bei einer einzigen, cersten Kopulation verbrauchen. Die
groBe Schwimmaktivitdt und die stdndigen Versuche, mit allen
begegnenden Objekten (junge und adulte Weibchen, andere Minnchen,
Detrituspartikel) zu kopulieren, bleiben jedenfalls wihrend des
ganzen Lebens erhalten.

4. Dauereier brauchen filir ihre Entwicklung eine Latenzzeit und
einen Umweltstimulus, scheinen aber auch einem gewissen physio-
logischen Rhythmus zu unterliegen. Verschiedene Entwicklungs-
Ausldser (Temperatur, Austrocknung, Konzentration des Mediums)
werden fir verschiedene Arten, aber auch filir dieselbe Art, von
verschiedenen Autoren angegeben. In unseren Kulturen war zu beob-
achten, daBl von etwa gleich alten, unter gleichbleipenden Bedingun-
gen aufbewahrten Dauereiern von Zeit zu Zeit eine groBere Anzahl
schliipfte, in der Zwischenzeit Jedoch gar keine. Trotz einer Fiille
von Beobachtungen fehlt eine exakte Untersuchung der physiologischen
Schliipfmechanismen noch vollstandig.

Aus den angefiihrten Tatsachen ergeben sich die Schwierigkeiten
einer Versuchsanordnung, die tragfiahige Schliisse zuldaBt. Um sicher-
zustellen, dafl frisch geschllipfte miktische Weibchen mit begattungs-
fdhigen Mannchen des einzukreuzenden Stammes in Kontakt kommen
konnen, wird in jedem Versuch von einigen adulten amiktischen
Weibchen (am @) des einen und einigen adulten miktischen Weib-

chen (m g) des anderen Stammes ausgegangen, die in einer Embryo-
schale zusammengebracht werden. Zur Verfiigung stehen uns: ein
normal fertiler Stamm aus Boulder, Colorado (im folgenden als
Stamm E bezeichnet), ein ebenso normaler Stamm (S)aus Oban,
Schottland, sowie unser steriler Stamm (L) aus Lunz. Aussicht

auf Erfolg haben Kreuzungen nur dann, wenn beide St&mme eine hohe
miktische Rate aufweisen, die zu Beginn des Versuches durch
AuszZhlen einer mdglichst grofen Zahl adulter Tiere festgestellt
wird. Das KreuzungsgefdB wird nun t&glich kontrolliert und die

produzierten jungen Weibchen des einen Stammes zusammen mit
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einer groBlen Zahl von Mannchen des anderen Stammes in einer
anderen Schale bis zum Adultstadium aufbewahrt. Mit dieser
Versuchsanordnung wird erreicht, daB einerseits die juvenilen
Weibchen von Geburt an ausreichend mit kopulationsfdhigen
Mannchen des Kreuzungspartners versorgt sind, und andererseits
wird vermiedenp, daBl in dem urspriinglichen Kreuzungsgef&R
unbefruchtete miktische Weibchen zur parthenogenetischen
Produktion stammeseigener Mannchen ilibergehen und so das
Experiment verfdlschen. Aus demselben Grund miissen in den
NachzuchtgefdBen alle Tiere entfernt werden, sobald sie sich
durch ihr erstes Ei als miktisch oder amiktisch erwiesen
haben. Die Versuche werden durchwegs bei 1500 durchgefihrt,
da bei dieser Temperatur zwischen Auftreten und Schliipfen
eines Eies ein Zeitraum von 2-3% Tagen liegt, wodurch ein
geniigend grofBer Beobachtungsspielraum gegeben ist. Weibchen,
die befruchtet sind, werden separiert und die produzierten
Dauereier (D) fiir weitere genetische Experimente aufbewahrt.
Da die 3 Stdmme sich morphologisch nicht unterscheiden, mulB3
das verwendete Glasmaterial (Schalen, Pipetten/!7 ) sorg-
faltig bezeichnet und getrennt werden, um eine Vermischung
der Stdmme mit Sicherheit auszuschlieBen. Flir die verldBliche
Betreuung der Stammkulturen bin ich Frau Josefa AIGNER sehr
zu Dank verpflichtet.

Bisher vorliegende Ergebnisse

Die bisher durchgeflihrten Kreuzungsversuche sind in den
Tabellen I-III zusammengestellt; im folgenden werden die
dabei gemachten Erfahrungen und Fehlschladge diskutiert.

Mit dem Lunzer Stamm wurden 6 Versuche durchgefiihrt, davon
verliefen 3 ohne miktische Nachkommen, das mit E &* produzierte
L-Dauerei war nicht voll entwickelt (Vers. Nr. 2), in Versuch 6
ist die Befruchtung des Eg@ durch L o"nicht zweifelsfrei
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sichergestellt und der negative Verlauf des Vers. 3% kann
auf die geringe Zahl der zur Verfiligung stehenden miktischen
Weibchen ebenso zurilickzuflihren sein, wie auf Sterilitat der
L Jd. Obwohl noch keineswegs gesichert, scheinen diese
Resultate aber eher auf einen Defekt der Weibchen als auf
Sterilitdt der Mannchen des L-Stammes hinzuweisen.

Kreuzungen zwischen dem Lunzer Stamm L und dem schottischen
Stamm S stehen noch aus, lassen aber mit Sicherheit weitere
Resultate hinsichtlich der Ursachen der Sterilitdt des
L-Stammes erwarten.

Inzwischen haben wir jedoch auf anderem Wage Hinweise

Uber die Art des in diesem Stamm auftretenden Defektes:
elektronenmikroskopigsche Schnittbilder der L > * zeigen

im Hoden typische GeiBelquerschnitte, was auf normal
ausgebildete, funktionsfahige Spermien schlieBen 1a8t;

damit stimmt das Ergebnis von Versuch 6 liberein. Anderseits
zeigen manche Weibchen des L-Stammes einen immer grofler und
dunkler werdenden Dotterstock (Beobachtung in Einzelkulturen)
und produzieren schlieBlich ein dauerei-zhnliches Gebilde,
dem aber die typische doppelte Eischale fehlt; dem entspricht
das Ergebnis von Versuch 2.

Ein unerwartetes Resultat zeitigten die Kreuzungen der

beiden in sich voll sexuellen Stdmme E und S (15 Versuche);
eine Befruchtung ist offenbar nur in einer Richtung mdglich,
wdhrend die reziproke Kreuzung steril bleibt. Das positive
Resultat der Kreuzung E @ x S & steht auBer Frage, nicht nur
wegen des Versuches Nr. 21, bei dem iiber 100 junge Weibchen zur
Verfligung standen von denen ein Drittel miktisch war und

10 Dauereier produzierte, sondern vor allem auch wegen der
Dauereibildung in den sehr unginstigen Fdllen (Nr.12 u. 19),

in denen nur 1-2 miktische Tiere vorhanden waren.

* Fliir die Durchfiihrung der elektwmikr. Aufnahmen bin ich
Fr. Dr. T. KLEPAL, Zool. Inst., Univ. Wien, sehr zu Dank
verpflichtet.
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Im Gegensatz dazu verlief die reziproke Kreuzung S @ x E o

in allen 9 Fdllen negativ, obwohl die Chance einer Befruchtung
z.T. wesentlich groBer war (Vers. 10 u. 13) als im umge-
kehrten Fall. Trotzdem kann dieses Resultat wegen der zumeist
geringen Zahl der Versuchstiere oder der niedrigen miktischen
Rate nicht als gesichert angesehen werden.

Aus allen 21 Kreuzungsveréuchen insgesamt konnen folgende
gemeinsame Ergebnisse abgelesen werden::

1. alle Kreuzungen mit einer miktischen Ausgangsrate
von 30% oder weniger verliefen ohne Ergebnis;

2. ebenso waren alle Versuche ergebnislos, bei denen die
Nachkommenzahl 20 nicht iiberschritt;

3. die miktische Rate der Nachkommen kann sich im Verlauf
eines lianger dauernden Versuches gegeniiber der Ausgangs-
rate grundlegend dndern und dadurch auch ein zahlen-
maBig ausreichendes Ergebnis unbrauchbar machen
(Vers. Nr. 20);

4. nur bei konstanter miktischer Rate und hoher Nachkommen-
zahl kann auch ein negatives Resultat als tragfahig
angesehen werden.

In kiinftigen Experimenten muBl daher eine grofle Zahl von
Nachkommen (>100) innerhalb einer mdglichst kurzen Zeit
(2-3 Tage) und ausgehend von einer miktischen Rate von
mindestens 50% erreicht werden, um schliissige Resultate
sicherzustellen.

AbschlieBend ist in einem einfachen Ubersichts-Schema, das

keiner weiteren Erlauterung bedarf, das Ergebnis der bis
jetzt durchgefiihrten Versuche zusammengefalit.

199



Cross|Ld B |59 |
i A SN |
L$ - _,-3 0

: +: 4
E_? -1 + -0

S.?. 0 - -:q +

Sumnmary

Preliminary crossing experiments with 3 different strains

of Brachionus plicatilis (Rotatoria).

The purpose of the project is to assess the causes of sexual
sterility in a laboratory strain of Brachionus plicatilis (L)
and to use this genetical factor for outbreeding experiments
with sexually normal strains (E) and (S) of the same species.

Genetical experiments with rotifers meet with some serious
difficulties: Jjuvenile amictic and mictic females are
undistinguishable from each other, successful mating occurs
with very young animals only, and developing mechanisms of
resting eggs are not yet fully understood. Experimental
conditions to overcome those drawbacks are described.

The experiments carried out so far are listed in Tab. I-III.
They yielded no unambiguous results about the sterility of
strain L, but suggest a female defect rather than male
sterility; electron microscopic pictures support this
suggestion. Crosses between strain E and S were fertile in
one direction only (E Q@ XS ®; the reciprocal crosses
yielded no resting eggs. An overall schema of the experiments
concludes the report.
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