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5-1
GENETISCHE EXPERIMENTE MIT % VERSCHIEDENEN STAMMEN VON
BRACHIONUS PLICATILIS (ROTATORIA) II.

Agnes Ruttner-Kolisko

Die im Vorjahr begonnenen Kreuzungsversuche wurden fortgesetzt
und ausgebaut. Die Herkunft der Stdmme sowie die angewendete
Methodik wurde bereits im Jber.Biol.Stat.Lunz 4 (1981) ausfiihr-
lich beschrieben. Seitdem wurde an der Methodik im Prinzip
nichts verandert, jedoch wurde versucht, durch Einbringung
vieler Ausgangstiere in die KreuzungsgefdBe die Zahl der Fq-
Nachkommen auf etwa 100 zu erhdhen und die miktische Rate
wahrend des Versuches auf der urspringlichen Hohe zu halten,
was nicht immer gelungen ist. AuBerdem wurden die tadglich
festgestellten Fq-Jungtiere in getrennten Schalen aufgezogen,
wodurch erst eine genaue Analyse des Kreuzungsverlaufes
ermoglicht war. Dieses methodische Detail hat sich als auBerst
aufschluBreich erwiesen (siehe Abb. 1).

Bereits aufgrund der Vorversuche und einiger elektronenmikro-
skopischer Bilder war es ziemlich wahrscheinlich, daB das
Fehlen von Dauereiern (D) im Lunzer Stamm (L) nicht, wie ur-
spriinglich angenommen, auf eine Sterilitdt der Mannchen zuriick-
zufiihren ist. Lebendbeobachtung der L-Mannchen unter starker
VergroBerung im Phasenkontrastmikroskop haben inzwischen gezeigt,
daB diese, genau wie die Mdnnchen der beiden fertilen Stiamme

E und S' voll bewegliche, etwa 40 u lange, dlinne Spermien aus-
bilden. Diese Spermien haben keinen abgesetzten Kopfteii, zwei
GeiBeln, die durch eine undulierende DMembran Ulber die ganze
Liange mit dem Spermienkorper verbunden sind, und erinnern stark
an die von Turbellarien und Gnathostomuliden bekannten Bilder.

' E Stamm aus Boulder, Colorado, S aus Oban, Schottland
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Auch die sogenannten "rigid rods" sind vorhanden, kurze, an-
scheinend feste Stdbchen, die beim Durchdringen der Kdrper-
wand des Weibchens bei der Begattung mdglicherweise eine Rolle
spielen, Beobachtungen dieses Vorganges liegen jedoch nicht vor.

Entsprechend dieses morphologischen Ergebnissen, bzw. parallel
mit ihnen, konzentrierten sich auch die weiteren Kreuzungs-
experimente vor allem auf die Einkreuzung der L-Mannchen in die
beiden anderen Stamme. Die jeweiligen reziproken Kreuzungen
von L-Weibchen mit E-Mannchen bzw. S-Mdnnchen stoBen insoferne
auf Schwierigkeiten, als die miktische Rate im L-Stamm obliga-
torisch sehr niedrig ist; ein negatives Versuchsresultat 1aBt
daher keine eindeutigen Schliisse zu (siehe Diskussion der
Methodik im Vorjahrsbericht).

Das zahlenmdBige Ergebnis dieser Versuche ist in Tab. 1 nach
demselben Schema wie im Vorjahrsbericht zusammengestellt. Was

in dieser tabellarischen Darstellung sofort auffidllt, ist die
groBe Zahl von Dauereier tragenden und dementsprechend als
miktisch registrierten Tieren in der Fq—Generation bei all den
Kreuzungen, an denen L-Mannchen beteiligt sind. Die Anzahl dieser
anscheinend sexuellen F,-Tiere geht betrdchtlich liber das hinaus,
was nach der anfanglichen miktischen Rate zu erwarten gewesen
wiare und widerspricht auch den Erfahrungen vom AusmaB der
Dauerei-Bildung in den Stammkulturen der E- und S-StZmme.

Ebenso war bei diesen Kreuzungen auffallend, daB zwar die
Dauerei-Weibchen durchaus dem uUblichen Habitus entsprachen,

ihr Dotterstock eine dunkle Farbe annahm und anschwoll, das Ei
erst 2-% Tage spdter gebildet wurde als das bei Subitaneiern

der Fall ist, daB aber die liberwiegende Mehrzahl dieser anschei-
nenden Dauereier keine duBere strukturierte Schale besaflen und
einige Zeit nach der Ablage zerfielen, ohne sich zu entwickeln.

Eine Erkldrung filir diese ungewohnlichen Zahlenverhdltnisse
brachte die Analyse der tdglichen Versuchsprotokolle (Abb.1);
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in Abb. 1B ist die Kreuzung S¢ x L& vom 7.11.871 aufgegliedert.
Daraus ist ersichtlich, daBl bis zum 7. Tag sdmtliche Nach-
kommen anscheinend Dauereier produzierten; erst ab dem 8.Tag
treten zunehmend und endlich ausschlieBlich normale amiktische
Weibchen (amg) auf. Da eine miktische Rate von 100% niemals
vorkommt und der Wechsel im Fortpflanzungsmodus der F,l mit dem
Aussterben der L-¢ im KreuzungsgefdaB zusammenfdllt, 148t dieser
Versuchsverlauf nur eine Deutung zu: namlich, daB die Mannchen
des L-Stammes - obwohl unfahig, die eigenen Weibchen zu be-
fruchten - in der Lage sind, auch ami ktisch det e r-
minierte Jjunge Weibchen anderer Stdmme zur Bildung von
groBen, dotterreichen, dauereiartigen Fortpflanzungskdrpern ("D")
zu veranlassen.

Abb. 1A gibt den entsprechenden Versuch mit dem E-Stamm wieder
(EQ x Lé vom 19.11.81). Er zeigt im Prinzip dasselbe Phinomen,
nur waren in diesem Fall offenbar nicht so viele L-3& vorhanden,
um eine Begattung aller taglich geborenen Jungtiere zu gewahr-
leisten. Daher produzierte ein gewisser mehr oder weniger
groBer Anteil der F1 parthenogenetisch normale amiktische

oder miktische Eier. Wahrend im Versuch 1B offenbar alle Fq-
Tiere amiktisch determiniert waren, gab es im Versuch 1A elf
miktische Nachkommen, von denen 4 begattet wurden und normale
Dauereier lieferten. In beiden Fallen war nach dem Verschwinden
der L-6 aus dem KreuzungsgefdBR die Nachkommenschaft ausschlieB-
lich amiktisch. Die librigen Kreuzungen zwischen L-& und E-¢
bzw. S-9? bestatigten das in Abb. 1 dargestellte Verhalten oder
widersprachen ihm mindestens nicht.

Diese v0llig unerwarteten Ergebnisse der Kreuzungen von zwei
Stdmmen aus geographisch weit auseinanderliegenden Populationen
von Brachionus plicatilis (sowohl miteinander als auch mit

dem dauereilosen Lunzer Stamm) sind mit unseren bisherigen
Vorstellungen von der Fortpflanzungsbiologie der Rotatorien
nicht ohne weiteres vereinbar und zwingen daher zum Umdenken,
sowohl was den Ansatz weiterer Experimente, als auch was die
Interpretation betrifft. Um den Uberblick iliber die bereits
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vorliegenden Resultate zu erleichtern, sind in Abb. 24 alle
moglichen Kreuzungskombinationen, die Zahl der betreffenden
Versuche und ihr positiver oder negativer Verlauf schematisch
dargestellt; Abb. 2B zeigt in demselben Schema die jeweils
aufgetretenen echten (D) und 'falschen' ("D") Dauereier sowie
ihr zahlenmdBiges Verhdltnis.

Insgesamt werfen die Experimente weit mehr prinzipiell neue
Fragen auf, als sie Losungen gebracht haben. Als feststehend
kann bisher angesehen werden:

1. L-8 sind physiologisch fertil und ko6nnen mit stammfremden
Weibchen erfolgreich kopulieren. Die Unfruchtbarkeit innerhalb
des eigenen Stammes kann an einem physiologischen oder
cytologischen Defekt der L-Weibchen liegen oder an einer in
diesem Stamm aufgetretenen Kopulationshemmung trotz beider-
seitiger Fertilitat. Die Entscheidung dieser Frage kann erst
erfolgen, wenn es gelingt, im Stamm L (oder einem daraus
gezogenen Klon) eine hohe miktische Rate zu induzieren, die
erlaubt, auch negativ verlaufende Kreuzungen mit L-g
statistisch auszuwerten.

2. In allen untersuchten Kreuzungskombinationen sind Kopula-
tionen der Mannchen mit ganz jungen Weibchen haufig zu
beobachten. (Ob diese Festheftung an der weiblichen Kdérper-
wand immer zu einer Insemination fiihrt oder in welchen Fallen
dies nicht der Fall ist, bleibt noch festzustellen. Die bisher
vorliegenden Einzelbeobachtungen im Mikroskop reichen noch
nicht aus, um Schliisse zu ziehen.)

3. L-Mannchen kopulieren auch mit a mi k t i s ¢ h determi-
nierten Weibchen der Stdmme E und S erfolgreich; die resul-
tierenden dotterreichen Eier werden abgelegt, sind aber nicht
entwicklungsfdhig. (Ob es sich hier um umbefruchtete, diploide
Eikerne handelt, die sich wegen des Dotterreichtums nicht
entwickeln konnen, oder um befruchtete, triploide und daher
entwicklungsunfihige Kerne, bleibt noch festzustellen.)

Abb. 1 Zahl und sexuelle Charakteristik der tdglichen Nachkommen aus den
Kreuzungen von E- und S-¢ mit L-d. am amiktische Tiere, "D" Tiere mit aborti-
ven Schein-Dauereiern (s.Text), m miktische Tiere, D Tiere mit echten Dauer-
eiern.- Jungtiere, die ohne Eier starben, sind nicht eingetragen.
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4. Kreuzungen zwischen den Stdmmen E und S sind nur in
Richtung E¢ x 8¢ mdglich; die reziproke Kreuzung blieb
in 9 Versuchen trotz hoher miktischer Rate und grofBer
Individuenzahl stets erfolglos. (Die aus Eg x S @ enstandenen
Dauereier sind entwicklungsfahig, die Fq-Generation ist
fertil. Die F2-Generation scheint eine verminderte Vitali-
tdt aufzuweisen. Eine Mendelsche Aufspaltungs- und Riick-
kreuzungsanalyse dieses Bastardstammes steht noch aus.)

Die entscheidenden Fragen, die sich durch die beschriebenen
Experimente fiir die Fortpflanzungsbiologie der Raddertiere ganz
allgemein stellen und bisher nur durch rein hypothetische Uber-
legungen beantwortet werden konnen, sind folgende:

a) Worin besteht die Sperre, die im Falle des normalen Fort-
pflanzungszyklus einer Art verhindert, da8 wahrend der
miktischen Phase auch amikttische Jungtiere inseminiert
werden und wodurch kann diese Sperre eventuell aufgehoben
werden, wenn Mannchen einer fremden Population eindringen?

b) Welcher Mechanismus (oder Defekt) verhindert im Stamm L eine
erfolgreiche Besamung durch die eigenen Mannchen, die sich
anscheinend gegeniiber anderen Stidmmen als besonders aktiv
erweisen?

Da iiber das Verhalten der Radertiere bei der Begattung nicht
allzu viele und nicht ganz ilibereinstimmende Beobachtungen vor-
liegen (GILBERT 1963, ALOIA u. MORETTI 1973) und wir {liber den
Mechanismus der Insemination iiberhaupt fast nur auf Vermutungen
angewiesen sind (ALOIA u. MORETTI 1973, KOEHLER 1965), scheint
es mir naheliegend, eher in diesen Vorgingen die Erklarung
meiner unerwarteten Versuchsergebnisse zu suchen, als in der
Mendel-Analyse des Genbestandes der verwendeten Stimme.

Die simple Hypothese, daB die Dicke der Korperwand der jungen
Weibchen, bzw. die mechanische Penetrationsfahigkeit der

Mannchen in den untersuchten Stdmmen verschieden sei und weiters,
daB die Korperwand junger amiktischer Weibchen dicker sei als

die der entsprechenden jungen miktischen Weibchen, ermdglicht eine
befriedigende Interpretation praktisch aller Kreuzungsversuche.
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Nimmt man folgende Reihung der Korperwandstdrke'der Weibchen an:
E-m¢ < S-m¢ < E-am9 < S-am¢< L-mg < L-amg ,

sowie eine Penetrationsfahigkeit der Mannchen: E<S<L , so
lassen sich die Versuchsergebnisse in Abb. 2 fast ausnahmslos
erklaren. MaBgebend fiir die Reihenfolge sind die in Abb. 2B
dargestellten Befunde, wobei von der Voraussetzung ausgegangen
wird, daB entwicklunggﬁéhige Dauereier ohne dussere Hiille ("D")
immer von amiktisch determinierten Tieren stammen. E-$ konnen
nur mit ihren eigenen mikt. ¢ kopulieren, sie werden daher

als das schwdchste Glied der Reihe angesehen. S-8 durchdringen
die Wand der mikt. ¢ des E- und S-Stammes, aber nicht die
resistentere Korperwand der jeweiligen amikt. Tiere; damit

ist auch die Einseitigkeit der E x S-Kreuzungen erklart. Fir die
L-¢ muB3 eine abnorme Verstdrkung der Hypodermis angenommen
werden, um die Unfruchtbarkeit mit dem eigenen L-8 verstandlich
zu machen, die ja ihrerseits die E- und S-é offenbar an
Penetrationsfédhigkeit libertreffen. (Das eine "D" in der Kreuzung
Léx E9 stellt eine Ausnahme dar, die derzeit liberpriift wird.)

Obwohl noch weitere Untersuchungen und Zusatzannahmen notwendig
sein werden, scheint mir die Hypothese der g raduellen
Begattungsfahigkeit doch einen brauchbaren Weg zur Erklédrung
der vorliegenden Resultate darzustellen.
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Abb. 2 A Schema aller moglichen bzw. Zahl und Erfolg ( ¥ positiv,
- negativ) der durchgefihrten Kreuzungen.

B Zahl und Charakteristik der in den verschiedenen Kreuzungen
produzierten Dauereier ( D echte Dauereier, "D" abortive Schein-
dauereier)
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Abstract.

Further crossing experiments with Brachionus plicatilis

have been carried out in continuation of the investigation
outlined in the previous report (Jber.Biol.Stat.Lunz 4).

The fertility of the L-& has been confirmed by microscopical
investigation as well as by crosses with the two other strains
E and S.

Analysis of the daily offspring of these crosses revealed a
fact, entirely new for the life cycle of monogonont rotifers:
amictic females can be fertilized by males belonging to an alien
population; they produce then a kind of abortive resting eggs
(Fig. 1).

Fig. 2 shows a scheme of all crosses, whether successful or
failed and the amount as well as the kind of resting eggs
produced. According to this diagram a hypothesis has been
worked out to explain the experimental results, it suggests

a sequence of gradual mating ability within the 3% strains
based on the thickness of the female body wall and on the
insemination power of the males.
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