(Aus der Biologischen Station Lunz.)

Morphologie und Physiologie des Branchial-
organs der Helminenlarven.

Von
Ingeborg Metzky

Mit 11 Textabbildungen.-

1. Material und Arbeitsmethoden.

Vorliegende Arbeit befafit sich mit der Klirung des Feinbaues
und der Physiologie des Branchialorgans der Helminenlarven und
wurde in Erganzung der Untersuchungen Beiers (1948) auf dessen
Anregung an der Biologischen Station Lunz durchgefiihrt.

Als Versuchsmaterial dienten Larven von Helmis maugei aenea Miill.
und Riolus cupreus Miill,; zum Vergleich wurden die gleichfalls von Beier
(1949, 1950) beschriebenen Larven von Helodes hausmanni Gredler und von
Lubria palustris L. herangezogen, Beziiglich des Vorkommens und der Le-
bensweise der erwihnten Larven siehe Beier (1948, 1949, 1950). Die Atmungs-
physiologie wurde allein bei den ersten beiden Larven untersucht, da nur
sie ein geschlossenes Tracheensystem besitzen und ihr Atmungsvorgang daher
von prinzipiellem Interesse war.

Die mikroskopischen Beobachtungen erfolgten mittels Reichert’s Binoku-
larmikroskop CMS und des Binokulars nach Greenough von Fa. Leitz-Wetzlar.

Da die genaue Morphologie und Histologie des Branchialapparates noch
ginzlich unbekannt war, versuchte ich mittels Vitalfirbungen mit verdiinntem
Neutralrot, alkalischer Alizarinblaulosung und Methylenblau seinen inneren
Aufbau zu erkennen. Alle drei Firbemethoden erméglichten es durch ihre
Anfirbespezifitit fir verschiedene Einzelheiten, ein deutliches Gesamtbild zu
tibermitteln.

Zur Kliarung der Atmungsphysiologie der Larven wurden Versuche, die
Krowany (1935) nidher beschrieb, gemacht. Diese Methoden gestatten, den
Sauerstoffeintritt und die Kohlendioxydabgabe wahrzunehmen. Die Luft in
den Tracheenblasen von Helmis (Beier 1948, p. 152, Fig. 10) wurde mit der
Versuchsanordnung der mikrogasanalytischen Absorptionsmethode von
Schwarz untersucht. Die Feststellung des absoluten Wertes der Sauerstoffauf-
nahme erfolgte durch die Winkler'sche Titriermethode. :
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2. Morphologie und Histologie des Branchialorgans.

Das Branchialorgan der Helminen besteht aus einem dorsalen
und zwei lateralen Tracheenkiemenbiischeln, die eine Ausstillpung
der Kloakalkammer sind und in eingezogenem Zustande durch die
Analklappe verdeckt werden. Wenn sich die Analklappe offnet,
kann das ganze Organ durch Blutdruck ausgetrieben werden. In
das Organ hinein verzweigt sich der dorsale Lingsstamm des Tra-
cheensystems. Ein Kiemenbiischel des Branchialorgans besteht aus
einem stirkeren basalen Teil und einem in eine gréBere Anzahl
diinner Schlauche verzweigten distalen Abschnitt. Bei der Helmis-
L.arve besitzt ein laterales Biischel zehn bis dreizehn, das dorsale
acht Endschlanche. '

Um den Feinbau der Endschlauche erkennen zu kénnen, mufte
das Organ mit dem letzten Abdominalsegment abgetrennt und das
Tergit und Sternit des Segmentes unter dem Binokular abgehoben
werden. Damit war das Branchialorgan vollkommen isoliert. Da
es von vielen Tracheenisten durchzogen ist, zeigte es sich bei der
Priparation sehr widerstandsfihig. Es war nun zu beobachten, dal
~ die Endschlauche zur Vergroflerung ihrer respiratorischen Ober-
fliche ein stark gewelltes Epithel besitzen; die respiratorische
Flache erfiahrt dadurch ungefihr eine Verdoppelung.

Zur Sichtbarmachung der inneren Struktur wurden Farbun-
gen durchgefiihrt. Eine Vitaliirbung mit verdinntem Neutralrot,
nachfolgendem Behandeln mit der iiblichen Alkoholreihe zur lang-
samen Entwiasserung und schlieBlicher Uberfithrung in Cederndl,
um das Arbeiten mit der Olimmersion zu ermoglichen, lieB die
Anordnung der zahlreichen Kerne und ganz zart angedeutete Zell-
grenzen erkennen. Die Epithclzellen selbst sind flach cylindrisch:
mit-ziemlich groflen, parallel zur Schlauchwand liegenden, abge-
platteten Zellkernen. Da letztere auBerst regelmiflig angeordnet.
sind, erscheint die Schlauchoberfliche bei schwacherer VergroBe-
rung gestreift. Der basale Abschnitt des Kiemenbiischels be51tztv
eine glatte Oberflache (Abb. 1).

Die -Messungen der Oberflaiche des Branch:alapparates er-
gaben: : ;
Linge eines Kiemenbiischels: o ,5 mm.

Durchmesser des basalen Abschmttes 0,046—0,054 mm (vor Anf—

zweigung). .
Lange eines Endschlauches: 0,30 mm.
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Durchmesser eines Endschlauches basal bis zur Spitze: 0,02 bis

0,007 mm. ’ '

Die Oberfliche eines Endschlauches betrdgt daher durchschnittlich:
©0,0264 mm?, wobei der Wert 0,0132 mm?® der welligen Ober-
flachendifferenzierung eines Schlauches wegen verdoppelt ist.

‘Der Branchialapparat von Helodes hausmanni Gredler und
von Eubria palustris L. besitzt eine im Verhiltnis zur Koérper-
grofle der Larve kleinere und voll-
kommen glatte Oberfliche. Die
Larven dieser beiden Arten haben
wahrend ihrer ganzen Entwick-
lung ein am achten Abdominal-
segment gelegenes Stigmenpaar
zur Verfiigung. Dieses ist befi-
higt, den Gasaustausch an der
atmospharischen Luft durchzufiih-
ren. Da die Stigmen unter Wasser
aber geschlossen gehalten werden,
erhalten die Larven durch die vor- -
handenen Analkiemen auch in die-
sem Medium eine Atmungsmog-
lichkeit. . ) '

Der Branchialapparat der
Eubria-Larve besteht aus drei Tra-
cheenkiemen und zwei Blutkiemen.
Erstere verzweigen sich zweimal
zu viel feineren Faden, als dies
bei- der Helmis-Larve der Fall Abb. 1. Oberflichenstruktur eines
ist; die Blutkiemen sind unver-  Endschlauchs der Helmis-Larve.
zweigte Schliuche. Beide haben,
wie spiiter beschrieben wird, verschiedene Funktionen.

' Die Analkiemen der Helodes-Larve bestehen nur aus fiinf ein-
fachen Schlauchen, die keine feinere Aufzweigung und Auflere
Differenzierung aufweisen. .

Die beiden lateralen Kiemenbiischel der Helmis-Larve wer-
den von je drei Endverzweigungen des paarigen dorsalen Lings-
stammes des Tracheensystems versorgt; in das dorsale Biischel
treten zwei Tracheen ein, die ebenfalls aus den beiden dorsalen
Lingsstimmen entspringen (siehe Beier 1948, p. 157, fig. 13). Im
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Basalteil jedes Kiemenbiischels erfolgt nun eine Aufzweigung der
Tracheen in einzelne Aste, die in die Endschliuche fithren. Um
den Tracheenverlauf innerhalb der Endschlauche zu verdeutlichen,
farbte ich wieder vital nach Fischel (1908) mit gutem Erfolg mit
Alizarinblau in ganz schwach alkalischer Losung. Es ergab sich
folgende Feinstruktur: in jeden Endschlauch tritt ein Tracheen-
‘ zwelg ein, der in seinem
ganzen Verlaufe lange, diin-
ne Astchen abgibt, die sich
wiederum teilen (Abb. 2).
Erst im letzten Drittel des
- Endschlauches veristelt er
sich vollstindig. Bis dahin
ist die Haupttrachee des
Endschlauches mit Spiral-
struktur versehen (Abb. 3).
Die feineren und feinsten
Veriastelungen besitzen eine
glatte, diinne Wandung ohne
Spiralstruktur. Nur diese
feinen T'racheolen sind, wie
spiter gezeigt werden soll,
zur Sauerstoffaufnahme be-
a2 fahigt. Die allerfeinsten Tra-
- AT cheolen reichen bis an die
Abb. 2. Optischer Schnitt vom basalen Epithelzellen der Schlauch-

Teil des .Endschlauches. ESE = End- wandung heran und umspin-
schlauchepithel, EST = Endschlauch- di Sie tret Iso
trachee mit Spiralstruktur, SV = Seiten- n'en _les?' l? reten a_

verzweigung ohne Spiralstruktur. nicht in die Epithelzellen ein,

sondern nur an diese heran.
Die Farbung mit Methylenblau hatte nicht so deutliche Effekte
zu verzeichnen. Sichtbare FEinzelheiten konnten nur das Gesamt-
bild erganzen.

Der Durchmesser der Tracheen betragt:

Durchmesser der Hauptschlauchtrachee: 0,011 mm.
Durchmesser des diinneren Seitenastes: 0,005 mm.
Durchmesser der feinen Verzweigung: 0,0007—0,001 mm.
Die Tracheolen, die an die Epithelzellen heranreichen, ergaben
ihrer Feinheit wegen keine meBbaren Strecken.
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Die Eubria-Larve besitzt in ihren Tracheenkiemen eine weitaus
geringere Zahl von Tracheendsten (siehe Beier 1950). Da ja fiir
das Branchialorgan dieser Larve eine zweimalige Aufspaltung in
jeweils einem Punkte charakteristisch ist, fithrt in jede der ersten
Schlauchverzweigungen nur eine Trachee mit Spiralstruktur, erst
bei der zweiten Aufgabelung ‘
des Schlauches in die einzel-
nen Endfiden erfolgt eine
Aufspaltung. Dort aber so,
dafl in jeden Endschlauch
mehrere strukturlose Aste
eintreten und verschlungen
bis nahe an sein Ende ver-
laufen. AuBerdem sind fei-
nere Verzweigungen gegen
die Wandung hin vorhan-
den, sodaB hier noch eine
etwas intensivere Sauerstoff-
aufnahme erfolgen kann. Die
beiden Blutkiemen sind voll-
kommen tracheenfrei, ob-
wohl auch sie Ausstilpungen
der Kloakaltasche sind.

Die Helodes-Larve hin-
gegen besitzt, wie schon er-
wahnt, unverzweigte Schliu-

che mit wenigen Tracheen-
asten und nur hie und da lo- Abb., 3. Optischer Schnitt vom distalen

kal eine isse Konzentra- Abschnitt des Endschlauches. Tr = Tra-
e gewisse z cheolen, iibrige Bezeichnungen siche

tion an Tracheolen. Sie ist Abb. 2.

sehr lebhaft und gut beweg- ‘

lich, sodaB8 sie haufiger ihren Gasaustausch an atmosphirischer
Luft durchfithren kann. Ihr Branchialapparat hat also firr die Un-
terwasseratmung geringe Bedeutung (siehe Beier 1949).

SV

EST

3. Funktion des Branchialorgans.

Die Helmis-Larve bedient sich zu ihrer Atmung allein ihres
Branchialorgans; sie streckt es unter Wasser fast ununterbrochen
hervor und zieht es nur zur Reinigung von anhaftenden Schmutz-
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teilchen und bei Beunruhigung zeitweise ein. Die Funktion des
Organs besteht in einer intensiven Sauerstoffaufnahme und Koh-,
lendioxydabgabe. Es gelang experimentell, diese beiden Vorginge:
sogar scharf lokalisiert und getrennt voneinander nachzuweisen; wie
auch Marcus (1944, 1948, 1949) die Theorie einer anatomisch und phy-
siologisch getrennt erfolgenden Sauerstoffversorgung und Kohlen-.
dioxydabgabe bei Landinsek-
ten aufstellt. Versuche von
Krawany (1935) an Trichop-
terenlarven, bei denen einer-
seits die Silberniederschlags-
methode und andererseits die
Entfirbung.  kohlendioxyd-
freter  Kalziumkarbonatlo-
sung mit Phenolphtalein  ge-
- farbt - angewendet wurden,
erzielten auch bei der Hel-
mis-Larve den gewiinschten
Erfolg. Die Silbernieder-
schlagsmethode wurde aller-
dings fiir nicht ganz exakt
erklart, da auch Muskelan-
satzstellen die selbe Reaktion
wie sauerstoffaufnehmende
Stellen erzeugen. In unserem
Falle ist jedoch die sauer-
stoffrezepierende Zone nur
Abb. 4. Silberfirbung an dem Endschlauch auf das Branchialorgan be-
- , der Helmis-Larve. schrinkt und dieses ist mus-

Bezeichnungen s. Abb. 2 und 3. kelfrei, sodaB dei‘_ S_i]bérnie-
derschlag nur auf die Atmungstitigkeit zuriickzufithren ist.
Nachdem die Larven eine Viertelstunde in destilliertem Wasser
waren, wurden sie in eine 17;ige Silbernitratldsung iiberfiihrt. Es
erfolgte durch die reduzierende Wirkung der atmenden Zellen eine
Silberfallung. Aus dem einfach positiven Silberion (Ag*) ent-
stand metallisches Silber (Ag). Eine deutliche Schwirzung erfolgte
nur an den Endschliuchen, wogegen die basalen Teile der Kie-
menbiischel hell blieben. Seht intensiv trat diese Reaktion nahe
den Epithelzellen der Endschliuche auf, dort findet die stiarkste
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Sauerstoffabnahme statt. Daneben sind alle Tracheolen und feineren
Tracheenverzweigungen dunkel gefiarbt. Allein die Haupttrachee
des Endschlauches, deren Spiralstruktur ich vorher schon erwahnte,
blieb. hell. Sie ist ihrer stirkeren Oberflachenstruktur wegen zur
Sauerstoffabsorption ungeeignet, ihr kommt allein die Funktion
des Gastransportes zu (Abb. 4). S

Obige Versuche, bei der Ewubria-Larve angewendet, ergaben
nur eine Schwirzung der Endschliuche der drei Tracheenkiemen,
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Endschlauch der Eubria-Larve. Tarve.

die Blutkiemen wurden von der Silberfirbung nicht erfafit. Der
Silberniederschlag war wieder nur auf den diinnwandigen Tra-
cheolen der Endschliuche festzustellen (Abb. 5). Feinste Endver-
istelungen gegen die Epithelzellen sind hier seltener. Diese Beob-
achtungen konnten nur nach Abtrennung des Branchialapparates
durchgefiihrt werden, da die Endfiaden einen sehr kleinen Durch-
messer haben und stindig bewegt werden. Die Silberanfirbung ge-
schah natiirlich noch am lebenden Tiere.
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Versuche an der Helodes-Larve in dieser Richtung erzielten
nur eine ganz geringe Schwiarzung. Es erfolgte eine leichte Brau-
nung auf der gesamten sichtbaren Oberflache der fiinf Schliuche,
pur im letzten Drittel der distalen Abschnitte wurde ein ganz dunk-
les Band sichtbar. Es sind dies die Stellen, wo die letzten feinen
Verzweigungen der Tracheen auftreten, die ja, wie bei den iibrigen
Larven schon gezeigt wurde, zur Sauerstoffaufnahme stark priade-
stiniert sind (Abb. 6).

Um die Kohlendioxyd-
abgabe zu lokalisieren, ver-
wendete Krawany (1935)
eine konzentrierte Losung
von Kalziumkarbonat, die
er mit einer 1% igen alko-
holischen Losung Phenol-
phtalein so lange kochte, bis
die gesamte Losung infolge
Kohlendioxydschwund in-
tensiv rot gefiarbt erschien;
damit  durchmischte er
Agar-Agarlosung, sodafl er
ein weiches Einbettungs-

Abb. 7. Entfirb O L medium in Form einer Gal-

. 7. Entfirbung von ,-freiem Lei- . .

tungswasser, mit Phenolphthalein gefdrbt, an kirte ._fur seine Larven Zu_r
dem Branchialapparat der Helmis-Larve. \/erfugung hatte. Damit

die nicht so widerstands-
fahigen Helminen-Larven ein ihrem normalen Biotop entspre-
chendes Medium erhielten, mufiten die Versuchsbedingungen
dahingehend geindert werden, daB statt mit ausgekochter Kalzium-
karbonatlésung: mit Leitungswasser und Phenolphtalein als Indi-
kator experimentiert wurde. Es gelang auch nicht, die Larven zur
leichteren Beobachtung in einer Gallerte zu fixieren, weil sie zum
Unterschied von den Trichopterenlarven ein retraktiles Branchial-
crgan besitzen und die Tiere in dem ihnen ungewohnten und unbe-
quemen Medium sofort ihre Analklappe schlossen. Unter den so
geinderten Bedingungen erschien lings der basalen Abschnitte der
drei Kiemenbiischel bei der Larve von Helmis maungei und Riolus
cupreus eine deutliche Entfirbung des sie umgebenden, roten Me-
diums (Abb. 7). Da keine Schwarzfirbung an diesen Stellen mit
Silbernitrat erfolgt und hier auBerdem auch keine weiteren Tra-
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cheenverzweigungen — auBer der mit Spiralstruktur versehenen
Haupttrachee — vorhanden sind, ist die Abgabe des Kohlendioxyds
an diesen Teilen des Organs anzunehmen.

An anderen Korperstellen verliefen diese Reaktionen negativ,
sodaB der Gasaustausch nur iiber den Branchialapparat erfolgen
kann. Das Integument dieser Larven ist auch derartig chitinés und
derb sklerotisiert, daBl eine Hautatmung ganz ausgeschlossen ist.

Ahnlich wie bei der Helmis-Larve tritt der Entfarbungseffekt
auch bei der Eubria-Larve auf, wo die Entfarbung des Phenol-

TK

BK

Abb. 8. Entfirbung bei dem Branchialorgan der Eubria—L:;rve.
TK = Tracheenkieme, BK = Blutkieme.

phtalein in der Umgebung der Basis des Branchialorgans bis zur
Abzweigung der Endschlauche zu beobachten ist und also auch an
Schlauchen des mittleren Organteiles erfolgt, die ja nur
Tracheeniste spiraliger Natur aufweisen. Sehr deutlich zeigt sich
jedoch die Reaktion um die Blutkiemen herum (Abb. 8), sodaB
diese wahrscheinlich ausschlieBlich der Kohlendioxydahgabe die-
nen. Es ist bei ihnen auflerdem auch keinerlei der. Oberflichen-
vergroflerung dienende Differenzierung vorhanden, was ja, da
Kohlendioxyd begierig vom umgebenden Wasser an sich gerissen
wird, prinzipiell nicht notig ist.

Bei der Helodes-Larve war eine diesbeziigliche Beobachtung
nicht mdglich, weil die Tiere in ihren Bewegungen zu flink sind.
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Da. hier an den Schliauchen nur .eine sehr schwache Sauerstoffauf-
nahme festzustellen war und diese in ihrer glatten Wandung auch
keine OberflichenvergroBerung. erstreben, ist anzunehmen, daf sie
hauptsichlich der Kohlendioxydabgabe dienen. Diese Annahme er-
hartet sich umso mehr, als die Larven, wenn man sie unter Wasser
hindert, ihr Branchialorgan in Tatigkeit zu setzen, an Selbstvergif-
tung sehr rasch zugrunde gehen, viel frither, als es der Verbrauch
des durch die Stigmen aufgenommenen und in den geriumigen
Luftschliuchen unter Wasser mitgenommenen Sauerstoffvorrates,
erkliren wiirde. .

Parallel dazu hat nach Alsterbergs Versuchen (1934) auch der
Branchialapparat der Syrphidenlarven nur kohlendioxydabson-
dernde Funktion.

4. Qualitative und quantitative Zusammensetzung
der Tracheenluft.

Um die qualitative und quantitative Zusammensetzung der im
Tracheensystem der Helmis-Larve vorhandenen Atemgase festzu-
stellen, wurde der Inhalt der Tracheenblasen der Larven des letz-
ten Entwicklungsstadiums gepriift. Die Larve wurde zu diesem
Zwecke unter Glycerin geéffnet, damit wihrend der Dauer des Ex-
perimentes kein Mediumwechsel stattfindet, und ihr der Teil des
Tracheensystems entnomunen, an dem die Blasen sitzen. Wie schon
eingangs erwihnt, arbeitete ich mit der Apparatur von Schwarz
zur Analyse von Gasmengen unter 1 mm?® Volumen. Diese Methode
beruht auf der Absorption von Kohlendioxyd und Sauerstoff durch
z57%ige Kalilauge, bzw. Pyrogallollésung in schwach angesauer-
tem Glycerin als Medium. Der Gang der Analyse 1st fogender:
nach Fiillung des Analysentroges und der Absorptionspipetten wird
eine Tracheenblase unter die Analysenbriicke gebracht, wo sie mit-
tels einer kleinen, gebogenen Flachnadel durch Druck gegen das
Glas zerquetscht wird. Es entweichen mehrere Gasblasen, von denen
die grofte, zur Analyse ausgewihlte in die Mitte der Briicke ge-
schoben wird, die iibrigen entfernt man aus dem Blickfeld. Zuerst
wird die Kohlendioxydabsorption durchgefiihrt. Die mit Rosol-
siure gefirbte Kalilauge, die man langsam zufliefen 1aBt, bildet
einen roten Ring; dieser dient zur Kontrolle, dafl die Kalilauge
auch wirklich die Méglichkeit hatte, einzuwirken. Die Reaktion ist
in ein paar Minuten beendet. Hierauf 148t man aus einer zweiten
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Pipette alkalische Pyrogallollosung zuflieBen, bis sich um die Blase
nun ein tiefbrauner Ring und Hof bildet. Diese Absorption dauert,
da sie in Glycerin erfolgen mufl, ungefihr eine Viertelstunde bis -
2¢ Minuten. Die jeweils am MeBokular abgelesenen Teilstriche
der drei Blasendurchmesser ermoglichen die Errechnung der ein-
zelnen prozentuellen Gasanteile.

Nach Testversuchen mit atmosphirischer Luft und mensch-
licher Atemluft, die -die Brauchharkeit der Methode ergaben, wur-
den zunichst Versuche an frischgefangenen Larven durchgefiihrt.
Dann hielt ich diese in hohlgeschliffenen Objekttragern mit Deck-
glas unter Wasser ohne Moglichkeit einer Lufterneuerung wihrend
des Versuchs. Die Experimente erstreckten sich bei verschiedenen
Temperaturen auf verschiedene Zeitriume, Unter Zugrundelegung

D3 — D3
der beiden Formeln: % CO,= 2D3 L 100
1
' D} — D3

% Op= T . 100
D, ... normaler Blasendurchmesser,
D;... Blasendurchmesser nach CO.-Absorption,
D; ... Blasendurchmesser nach O,-Absorption

ergaben diese Messungen bei frischgefangenen Larven folgende
Werte:

7% CO,: 8,96; % Oa: 36,84; 7% Restgas: 54,37;
Messungen bei Tieren, die bei einer konstanten Temperatur von
12,2° C gehalten wurden:

nach %4 h 7% CO.: 8,43; 7% Os: 37,20; 7 Restgas: 54,37;

, 1Y h % CO,: 10,90; 7% Os: 34,00; % ’ 55,10;
., 1% h % COqs: 12,52; 7 O 32,57; % " 54,91;
" 2 h 7% COs: 13,32; 7% Os:: 31,05; % " 54,73:
, 2Wh % COq: 14,30; 7% Os: 31,31; % ’ 54,39;
, 3 h % COq: 20,75; 7% Oq2: 24,59; % . 54,60;

Messungen bei Larven, die bei einer konstanten Temperatur von
20,8° C (Zimmertemperatur im Sommer) gehalten wurden:

nach % h % CO:: 13,02; % O, 31,00; 7 Restgas: 55,98;
" 1h 7% CO,: 18,70; 7% Os: 2572; %~ ,, : 55.5%;
, 1% h % COq: 21,70; 7% O 23,25; % »  55,03:
. 2 h 7% COs: 24.38;  7%0,: 19,80; % » i 55,82;
, 2V h 7% CO,: 28,36; % Os: 16,64; 7% » : 55,00;

Osterr. Zool. Z. 11, 56, 39
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Messungen, die bei einer konstanten Temperatur von 22° C durch-

gefithrt wurden, ergaben: :

nach % h % COs: 17,00; % Os: 27,77; 7% Restgas: 55,23;
" 1 h % CO.: 10,08; 7% O 25,00; % » 1 55,02;
. 1% h 7% COq: 22,02; 7% O.: 23,07; % » 1 54,91;
’ 2h 7% CO:: 24,28; 7% O,: 20,00; % » ¢ 54,82;

Abb. 9 und 10 veranschaulichen obige Werte im Kurvenver-
lauf. Es ist deutlich zu erkennen, welch groBle Abhingigkeit die
Zusammensetzung  der

A Tracheenluft von der
— el 122°C Temperatur hat. Der
——==be/208°C . . .

emem 807 220°C , Kohlendioxydanstieg er-

"""""" eztrspolier! // folgt bei den verschiede-

A : // . nen Temperaturen prak-

< ;.’ : tisch parallel, nur sind

3 ,//. die Werte bei hoherer
b . .

3 / Temperatur  wesentlich

§ " b grofler als bei den tiefe-

r 7/ / ren Temperaturen zu den

<~/ gleichen Versuchszeiten.

. ‘,.-/ Das erste Temperatur-

P e intervall von t, (Tempe-

i .’.";"" 1 J < 1 7 -

y T 7 < ratur be_: der L Ver

Aoblenozydgenatt suchsbedingung) zu ¢t

Abb. 9. Graphische Darstellung des Kohlen- (Temperatur bf:l der

dioxydanstiegs der Tracheenluft unter Varia- 2. Versuchsbedingung)

tion von Temperatur und Versuchsdauer. ist wohl hoéher als der

v von t; zu ty (Tem-
peratur bei der 3. Versuchsbedingung), es betrigt ungefihr das
Dreifache. Doch sind, wie der Kurvenverlauf zeigt, die Werte bei
t; nicht ihrer hoheren Versuchstemperatur entsprechend, sondern
liegen naher an der Kurve, die die Ergebnisse bei t. veranschau-
licht. Es scheinen die beiden Temperaturen t. und ty schon in der
Nihe der Letaltemperatur der Larven zu liegen, sodal} viel hohere
Kohlendioxydgehalte nicht mehr wahrscheinlich sind.

Die Sauerstoffkurve zeigt eigentlich denselben Effekt, blof}
in reziprokem Sinne. Die Kurve bei 22° weist eine Uberschneidung
mit der von 20,8 auf. Diese UnregelmaBigkeit 1iBt folgende Deu-
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tung zu: die lingere Versuchsdauer bei erhéhter Temperatur be-
dingt einen starken Sauerstoffschwund im umgebenden Medium
2) durch die intensivere Atmung, b) durch den LuftabschluB. Die
Tiere reduzieren nun ihre innere Atmung, was ja auch das vollige
Einmiinden der Kohlendioxydkurve von t; in t, veranschaulicht.
Uber den Vergleich der Atmungsintensitit zur Temperatur wird
im nachsten Kapitel herichtet.

Bemerkenswert ist die quantitative Gaszusammensetzung der
Tracheenluft. Der Saucrstoffgehalt der eben frisch ihrem. Biotop

e
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Abb. 10. Graphische Darstellung der Sauerstoffabnahme der Tracheenluft unter
Variation von Temperatur und Versuchsdauer.

entnommenen Larven, der durchschnittlich um 367 betrigt, ist ja
annahernd dem Prozentgehalt des im umgebenden Medium-Wasser
von ungefihr 8 C gelosten Sauerstoffs gleich. Nun ist aber zu
beachten, dal der im Wasser geloste Sauerstoff bei einem einfachen
Diffusionsvorgang im Atemgas der Tracheen nach dem Gesetz des
Gleichgewichts der Gasverteilung wiederum im prozentuellen Wert
des Luftgemisches auftreten miifite, also nur 21 betragen diirfte.
der gefundene hohe Sauerstoffgehalt von 367 muB wohl durch
eine chemische Reaktion im Branchialorgan hervorgerufen wer-
den. Hierauf wird im nichsten Kapitel niher eingegangen.

“yr
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Der Kohlendioxydgehalt von durchschnittlich 87, des vorhan-
denen Gases bei frisch gefangenen Larven erklirt sich ohne wei-
teres daraus, daBl dieses GGas nach im Ké6rper durchgefiihrtem Abbau
nicht geniigend rasch an das umgebende Medium abgegeben wer-
den kann. ) , : :

Den Verlust an Stickstoff gegeniiber den 797, der atmosphari-
scihen Luft auf 557 erzeugt die Larve notwendigerweise selbst, da
sie, wie schon gesagt, die Moglichkeit besitzt, einen hoheren Sauer-
stofigehalt, als ihr rein physikalisch zusteht, zu erlangen.

Ahnliche Befunde wurden iibrigens auch bei Fischen festge-
stellt, wo man in der Schwimmblase Sauerstoffwerte von 2o bis
807 und Stickstoffwerte von 40 bis 707 fand (Winterstein 1921).
Dies soll hier nach Jacobs (1930) durch eine Gasdriise, die Kohlen-
dioxyd in das Blut abscheidet und dadurch eine erhohte Abspaltung
von Sauerstoff vom Oxyhidmoglobin bewirkt, hervorgerufen wer-
den. Da das Blut der Insekten aber kein Hamoglobin enthilt, ist
cie obige Theorie hier nicht anwendbar.

Mit meinen zahlenmifBligen Angaben iiber den Prozentgehalt
der einzelnen Gasanteile der Tracheenluft ist nun auch die Frage
nach der qualitativen Zusammensetzung derselben bei branchio-
pneustischen Larven, die bis jetzt volig unbekannt war, gelost.

5. Ablauf der Atmungsvorginge.

Physiologisch habe ich mich nur mit den Atmungsvorgingen
der Larven von Helmis mangei und Riolus cupreus beschaftigt, da
sie allein unter den von mir beobachteten Insektenlarven iiber ein
geschlossenes Tracheensystem verfiigen und daher von besonderem
Interesse waren. Die nun beschriebenen theoretischen Uberlegun-
gen, die als Grundiage die erzielten Versuchsergebnisse beinhalten,
versuchen die physiologischen Vorginge der dufleren Atmung zu
deuten.

Das ftiir das Tier notwendige Atemgas tritt mittels Diffusion
in die Epithelzellen der Endschlauchwandungen ein. Es muf} dieser
Vorgang nur durch ein einfaches Diffusionsgefille erfolgen, da
ich mit Silbernitrat auf den Epithelzellen selbst keinerlei Schwar-
zung erhielt und hier also auch keinerlei stark reduzierende Sub-
stanz vorhanden sein kann. Nun tritt das hineindiffundierte Gas-
gemenge, das nach meiner Annahme noch den Prozentgehalt des
in Wasser gelosten Sauerstoffs, ungefihr 367 enthilt, in die
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Korperfliissigkeit (Blut) iiber, von der es noch im gelosten Zu-
stande zu den Tracheolen und feinsten Endverzweigungen der
"I'racheenaste beférdert wird. Erst hier tritt an der Grenze zwi-
schen fiiissigem und festem Medium eine intensive chemische Reak-
tion ein, die sich durch eine sehr. starke Schwirzung bei der Silber-
methode dokumentiert. An diesen Stellen muB8 auch die Sauerstoff-
- anreicherung, die ich in dem Sauerstofigehalt der Tracheenblasen
als vollzogenen Vorgang beobachtete, in das Tracheensystem hinein
erfolgen. Krogh (1919), der iiber den Gastransport in geschlos-
senen Tracheensystemen arbeitete, nimmt auch bei diesem Spezial-
fall der Tracheenatmung nur eine Diffusion an. Er hatte aber keine
chemische Analyse der Tracheenluft durchgefiihrt.

Buddenbrocks Ausfithrungen (1939, p. 577) lielen die Ver-
mutung aufkommen, daB auch bei diesem Vorgang das Eisen, ein
gebaut in komplizierte organische Verbindungen, eine katalytische
Wirkung ausiiben konnte. Diese Annahme sollte durch die Aus-
fihrung der Berlinerblaureaktion gestiitzt werden. Tatsachlich war
eine blaue Firbung in den normal fast farblosen Endschlauchen
an der Peripherie deutlich zu erkennen,

Warburg (1914) beschrieb nun das Vorhandensein von zwci-
wertigem Eisen, das als beschleunigender Katalysator an dem
Atmungsvorgang beteiligt ist. Buddenbrock’s Abhandlung iiber die
Zellatmung erklirt die Annahme eines eisenhaltigen Warburg-
schen Atemfermentes, das ein himinhaltiger Korper ist, als durch-
aus stichhiltig. Der aufgenommene Sauerstoff verindert die V-
lenz des Fermenteisens von Fe, zu Fe,, was einem Oxydations-
vorgang gleichkommt. Bei der Reduktion Fe; zu Fe, wird der
freiwerdende Sauerstoff auf weitere Fermente iibertragen. In
unserem Falle ist nun die Annahme moglich, daBl bei den zuerst
geschilderten oxydativen Vorgingen {iber den Weg von Wasser-
stoffperoxyd Sauerstoff abgespalten und damit wieder elementar
frei wird. Da der hohe Sauerstoffgehalt der Tracheenluft der Hel-
mis-Larve aber unbedingt eine vorausgehende Anreicherung in-
folge chemischer Bindung verlangt, wire diese Theorie bei den
Zellen der Tracheolenwandungen anwendbar. Die Larven hatten
damit die Moglichkeit, die gesamte ihuen zur Verfiigung stehende
Sauerstoffmenge verwerten zu konnen.

Nachdem nun der freigewordene und in seinem prozentuellen
Anteil an der Gesamtmenge des Atemgases angereicherte Sauer-
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stoff in das Lumen der Tracheolen eingetreten ist, gelangt er durch
die spiralleistig verdickten Leitungstracheen aus dem Branchial-
apparat in das eigentliche Korpertracheensystem.

"~ Der Sauerstoff diffundiert nun in die Epithelzellen der Bran-
chialschliuche in dem MaBe wieder nach, als ihn der Korper ver-
braucht; es entsteht ein gewisses Diffusionsgefille, das die Larven
wahrend ihrer gesamten Entwicklung zur Atemgasversorgung
notig haben.

Die Kohlendioxydabscheidung mufl von der Korperfliissigkeit
bewiltigt werden, da die Austrittsstellen des Kohlendioxyds nur
dort zu finden sind, wo entweder allein dicke, mit Spiralleisten
versehene Tracheeniste (Basis der Tracheenkiemen von Helmis
und Eubria) oder iiberhaupt keine (Blutkiemen von Eubria) vor-
handen sind. Die mit chitiniger Wand versehenen Tracheenaste
sind ithrer Oberflichenstruktur wegen nicht zur Sauerstoffaunf-
nahme geeignet, doch 1afit ihre semipermeable Wandung Kohlen-
dioxyd in das Blut hinausdiffundieren, aus dem es, vereinigt mit
dem aus den Geweben sofort in das Blut abgeschiedenen Kohlen-
dioxyd, an der Basis des Branchialorgans vom umgebenden Was-
ser begierig an sich gerissen wird. Der Abschnitt der Kiemen-
schlauche, der nur mehr feine, diinne Tracheeniste aufweist, ist
wohl praktisch schon kohlendioxydirei.

Vergleichsweise erfolgt die Einatmung bei den Syrphidenlar-
ven, die ein- offenes Tracheensystem besitzen, nach Alsterberg
(1934) nur durch Unterdruck von 0,46 Atm., die Kohlendioxyd-
absonderung allerdings auch hier zur Hauptsache durch den Bran-
chialapparat. :

Der experimentell gefundene, absolute Sauerstoffverbrauch
der Helmis-Larve in gewissen Zeiteinheiten konnte das Bild tiber
die Atmung dieser Larven noch in interessanter Weise erginzen.
Die Winkler’'sche maBanalytische Methode zur Bestimmung des im
Wasser gelosten Sauerstoffs ermoglichte die Feststellung des
Sauerstoffverbrauchs. Die Ausfithrung der Amnalysen erfolgte in
kleinen Schlifflaschen von 10 bis 13 cem Inhalt. Zur Schaffung
einer Versuchsbasis wurden zuerst Sauerstoffhestimmungen des als
Medium beniitzten Leitungswassers durchgefiihrt; dieser Sauer-
stoffgehalt betrug: 10,29 mg bzw. 10,31 mg. Bei den Versuchen
wurden je zehn Larven in eine Flasche gesetzt und Versuchsdauer
und Temperatur variiert. Besonders durch die Variation der Tem-
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peratur tritt die Abhingigkeit der Atmungsintensitit von ihr sehr
deutlich hervor, wie das nach der Van't Hoff'schen Regel zu er-
warten war. Nach dieser Regel erhoht sich namlich der” Sauer-
stoffverbrauch bei der tierischen Atmung bei einer Temperatur-
erhohung um 10" um das Zwei- bis Dreifache. Meine Versuche

f900.0.01-1 " \obei x den Sauer-

—0,2
stoffgehalt in mg pro Liter und V den Volumsinhalt der Versuchs-
flischchen bedeuten, folgende Werte:
I. bei einer konstanten Temperatur von 13° C.

ergaben nach der Formel x =

Versuch Nr. 1: Versuch Nr. 2:
nach 1 h: x =945 mg O, x=09,44 mg O,
pach 2 h: x =g9,22 mg O, x=9,26 mg O,
nach 3 h: x =9,08 mg O, x=09,05 mg O,

Sauerstoffverbrauch der zehn Versuchstiere:
nach 1 h: d,=0,85 mg O, ’
» 2 h: de=1,16 mg O, d; — d; =0,21 mg O,
s 3 h: dg=r1,24 mg O, d;— d,=0,18 mg O,

II. Konstante Témperatur von 23’ C.

nach 1 h: x=8,54 mg O, x=8,50 mg O
» 2 h x=809 mg O, x=28,09 mg s
,» 3 h: x=7095 mg O, x=28,03 mg O,

Sauerstoffverbrauch der zehn Versuchstiere:
-nach 1 h--dy = 1,78 mg O,
» 2 h:dyp =221 mg O, dy—d; =0,43 mg O,
» 3 h: d]][=2,3l mg 02 d;ll—fdu=o,10 mg Og

Um richtige Werte zu erlangen, muBten die Versuchsflaschchen
in kurzen Zeitabstinden geschiittelt werden, damit die Tiere durch
den von ihnen gebildeten Kohlendioxydhof nicht am Sauerstoffver-
brauch gehindert werden konnten. Die Larven bewegen sich gemif8
ihrem natirlichen Biotop nicht wesentlich.

An Hand der Kurven — Abb. 11 — und der Werte d, his ds
und d; bis dj ist nun tatsachlich eine Ubereinstimmung mit der
I"an’t Hojff'schen Regel leicht festzustellen. Die zehn Larven ver-
‘brauchen namlich bei einer Versuchstemperatur von 23° C ungefihr
die doppelte Sauerstoffmenge als die bei 13° C gehaltenen. An den
Differenzen zwischen den einzelnen Versuchszeiten bei beiden Tem-
peraturen und den Kurven ist auBlerdem sichtbar, daB auch die
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iuBere Atmung bei lingerer Versuchsdauer systematisch nachlaft;
ein besonderer Abfall ist bei der hoheren Temperatur und der
langsten Versuchszeit festzustellen, die Tiere scheinen hier orga-
nisch schon sehr angegriffen zu sein.

Aus den gewonnenen relativen Werten, umgerechnet in den
absoluten Sauerstoffverbrauch einer Larve in der ersten Stunde, die
wegen der Frische der Larven als mafigebend angenommen wurde,

%
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rersuchsdaver

¥
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Abnahme ber 13°C Abnahme ber 23°C

3 ’e 1 1 1 L 1 1 1 1 1 . ol 1 1 1 13 e
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Joverstoffiverbrouch von 10 Lorven bezogen auf 11 K30

Abb. 11. Graphische Darstellung des Sauerstoffverbrauchs von je 10 Larven
bei 13° und 23° Cels. bezogen auf 1 Liter Wasser.

und bei der dem Tier im natiirlichen Milieu gebotenen Temperatur,
die ungefihr der von mir angewendeten niedrigeren Versuchstem-
peratur entspricht, ergaben sich nachstehende Schlufifolgerungen:

Wie schon im zweiten Kapitel errechnet, betrigt die Ober-
fliche eines Endschlauches des Branchialorgans von Helmis
0,0264 mm?®. Da bei den erwachsenen Larven an jedem der beiden
lateralen Kiemenbiischel meist dreizehn und am dorsalen Kiemen-
biischel etwa acht Endschlauche vorhanden sind, ergibt sich eine
Zahl von insgesamt 34 der Sauerstoffaufnahme dienenden End-
schlauchen. Die gesamte sauerstoffaufnehmende Fliche des Bran-
chialorgans betrigt daher 0,0264.34 = 0,90 mm®. Diese Fliche be-
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werkstelligt eine Sauerstoffaufnahme wihrend einer Stunde, im
absoluten Verbrauchswert angegeben, von 0,001 mg oder als Volu-
men ausgedriickt 0,7 mm®. 1 mm® Branchialepithel ist daher be-
fahigt, ungefihr 0,011 mg oder 0,77 mm?® Sauerstoff aufzunehmen.

Zieht man zum Vergleich die menschliche Lunge heran, so
findet man, daB hier 1 mm® Lungenoberfliche ungefiahr 0,0107 mg
oder 0,75 mm® Sauerstoff bei normaler Beanspruchung in einer
Stunde aufzunehmen imstande ist. Angenommen wurde hiebei eine
Lungenoberfliche von 9o m? und ein Sauerstoffverbrauch von
67.500 cm® in der Stunde bei einer durchschnittlichen K6rperbean-
spruchung. Der Vergleich der Leistungsiahigkeit des Branchial-
organs der branchiopneustischen Kaiferlarven gegeniiber dem
menschlichen Lungengewebe zeigt zahlenmiaflig annihernd das glei-
che Vermogen zur Sauerstoffaufnahme.

Bei der Annahme eines menschlichen Korpervolumens von
s¢ dm?® und dem larvalen von 1,5 mm?® ergibt ein Vergleich des
Sauerstoffverbrauchs von 1 mm® Korpergewebe pro Stunde fol-
gende Werte: 1,35 mm® Sauerstoff fiir den Menschen und 0,47 mm?®
Sauerstofi fiir die Larve. Die Gewebsatmung ist also beim Men-
schen als Warmbliitler intensiver als bei der lLarve; ihr Wert
sinkt allerdings bei volliger Ruhe des menschlichen Organismus
bis zu einem Sauerstoffverbrauch von 0,40 mm?3.

6. Zusammenfassung.

Vorhegende Arbeit behandelt die atmungsphysiologischen
Vorginge bei branchiopneustischen Insektenlarven. Es wurden Ver-
suche an Larven von Helmis mauget aenea Mill. und Riolus
cupreus Miill. durchgefithrt. Als Vergleichsmaterial dienten Lar-
ven von Helodes hausmanni Gredler und Eubria palustris L.

Der Branchialapparat der Larven wird auf Grund morpholo-
gischer und histologischer Untersuchungen beschrieben. Als be-
sonders wichtige histologische Ergebnisse sind hervorzuheben: die
wellige Oberflachenstruktur der Endschliuche, die Anordnung der
Lpithelzellen und ihrer Kerne sowie die Art der Tracheolenver-
zweigungen in den Endschlauchen.

Die Branchialoberfliche wurde in ihrer Gesamthelt und in
ihren Einzelheiten meBtechnisch erfaBt.

Mittels chemischer Reaktionen wurden die Sauerstoffauf-
nahme und die Kohlendioxydabgabe als lokalisierte, voneinander
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raumlich getrennte Vorginge festgestellt. Bei den Helminen-
Larven dient die Basis des Branchialorgans, die nur Tracheen mit
Spiralstruktur, aber keine Tracheolen enthilt, ausschlieBlich der
Kohlendioxydabgabe, ebenso die Blutkiemen der Eubria-Larve.
Die diinnen Endschliuche mit ihren feinen Tracheolen ohne Spiral-
struktur besorgen hingegen nur die Sauerstoffautnahme.

Die qualitative und quantitative Zusammensetzung der Tra-
cheenluft wurde mit Hilfe der Mikrogasabsorptionsmethode nach
Schwarz ermittelt.

Basierend auf den Erkenntnissen, die durch morphologische
Beobachtungen und chemische Analysen und Reaktionen gewonnan
wurden, wird der wahrscheinliche Ablauf der Atmungsvorginge
beschrieben.

Der Verlauf der Atmung bei verschiedenen Temperaturen
beweist die Abhingigkeit der Atmungsintensitat von der Tempera-
tur. Bei einer Erhohung der Temperatur um 10° C wird innerhalb
der moglichen Grenzen der Sauerstoffverbrauch ungefihr ver-
doppelt.

Zuletzt zeigt ein Vergleich zwischen der zur Einatmung die-
nenden menschlichen Lungenoberfliche und der Tracheenkiemen-
cberfliche der branchiopneustischen IL.arven, in Gegeniiberstellung
der beiden Leistungsvermogen, eine recht beachtenswerte Aktivitit
der larvalen Branchialflichen, die derjenigen der menschlichen
Lunge gleichkommt,
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