(Separat-Abdruck aus dem »Zoologischen Anzeiger« No. 346 1890.)

Uber die Reifungsvorgénge bei Cyclops.
Von Dr. V. Haecker, Assistent am zoolog. Inst. d. Univ. Freiburg i/B.

Wiihrend die Richtungskorper in phylogenetischer Hinsicht fast
allgemein als abortive Eier gelten, wird die Frage sehr verschieden
beantwortet, ob ihnen noch eine besondere physiologische Bedeutung
zukommt. Zur Entscheidung derselben ist es von wesentlicher Bedeu-
tung, ob die bei der Bildung der Richtungskorper stattfindenden
Kerntheilungen gewohnliche Mitosen sind, oder ob hierher etwa die
theoretisch geforderte Reduction der Kernschleifen zu verlegen sei.

Neuerdings hat Boveri?! die sicheren Resultate, die bisher in
dieser Richtung von ihm und Anderen gewonnen wurden, dahin zu-
sammengefalit, dall eine Reductionstheilung zwar im Lauf der Ovoge-
nese stattfinden miisse, dall aber das Keimblischen bereits mit der
reducierten Schleifenzahl in die Bildung der Richtungskorper ein-
trete. Die Reduction miisse demnach spiitestens im Keimblidschen
eintreten, andrerseits erfolge sie—wenigstens bei Ascaris megalocephala
— auch nicht frither, d. h. nicht etwa wihrend der Theilungen der
Keim-Mutterzellen. Das Material, auf welches sich Boveri bezieht,
umfafit eine Meduse (7%ara), einen Seeigel (Eckinus), finf Nematoden,
eine Sagitta-Species, zwei Heteropoden (Carinaria, Pterotrachea) und
einen Opisthobranchier (Phyllirrioé). Im Gegensatz zu den obigen
Ergebnissen hat neuerdings Lameere? bei Ascaris megalocephala die
geforderte Reduction in die Anfangsregion des Ovariums verlegt. Er
fand nimlich hier die successive Ausstofung von zweien der urspriing-
lich in der Vierzahl vorhandenen Schleifen und glaubte damit die
vollkommene Analogie fiir die von van Beneden und Julin? bei der
Spermatogenese desselben Thieres beobachtete AusstoBung von zwei
Corpuscules résiduels geliefert zu haben. Die FEinwinde, welche
Boverit gegen letztere Beobachtung gemacht hat, waren Lameere
noch nicht bekannt und es diirfte daher noch nicht als angezeigt er-
scheinen, sich den weitgehenden Folgerungen und Vergleichen anzu-
schliefen, mit denen Lameere simmtliche bei Insecten, Daphniden,

1 Boveri, Uber das Verhalten der chromatischen Kernsubstanz bei der Bil-
dung der Richtungskorper und bei der Befruechtung. Jena. Zeitschr. XXIV. p. 314
—401. 1890.

2 Lameere, Ktudes sur la reproduction. II. Recherches sur la reduction
karyogamique. Bruxelles, 1890.

3 B, van Beneden et Ch. Julin, La spermatogénése chez I'Ascaride mégalo-
céphale. Bull. Acad. roy. de Belgique. 53. Ann. 3. Sér. T, VII. 1884,

4 vgl. Boveri, 1. ¢, p. 377.
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Infusorien und Pflanzen beobachteten Abschniirungs- und Theilungs-
vorgiinge von seinem Standpunct aus beleuchtet.

Den Befunden Boveri’s und Lameere’s gegeniiber deuten die
Beobachtungen, die ich selbst bei Cyclops gemacht habe, darauf hin,
daB hier bei der Bildung eines der Richtungskorper und nicht etwa
in fritheren Stadien eine Reduction der Kernschleifen stattfindet.

Gelegentlich embryologischer Untersuchungen an niederen
Crustaceen fielen mir bei den Eiern verschiedener Cyclops-Arten die
prachtvollen Kerntheilungsfiguren auf, welche eine genaue Feststel-
lung der Schleifenzahl zuliefen. Dies veranlasste mich, auf die
Reifungsvorgiinge des Cyclops-Eies weiter einzugehen. Die untersuch-
ten Formen sind Localvarietiten von Cyclops wviridis Jux. (brevicornis
Claus), stgnatus Koch (coronatus Claus), strenuus Fisch. ; zum Vergleich
wurde auch tenwicornis Claus und agiles Koch beigezogen. Fiir die
Wahl der Objecte war zum Theil das plotzliche Auftreten und rasche
Verschwinden der einzelnen Formen maligebend. Die Conservierung
geschah meistens mittels heillen, 70°/jigen Alcohols, dem ein paar
Tropfen Sublimatlosung zugefiigt waren, die Tinction der Schnitte
auf dem Objecttriiger mit verschiedenen Firbungsmitteln; als Auf-
hellungsmittel diente mit bestem Erfolge Origanumol. Die Beurthei-
lung der Bilder konnte zumeist schon mit Zeill homog. Imm. !/ erfol-
gen; zur Bestitigung dienten !/, und !/,q.

Ohne im Weiteren Werth darauf zu legen, vielmehr nur der
Ubersichtlichkeit zu Liebe, unterscheide ich fiirr die Ovogenese des
Cyclops-Eies drei Phasen, fiir welche sich auch eine ortliche Scheidung
feststellen liBt. In dem Theil des weiblichen Geschlechtsapparates,
den ich mit Claus als Keimdriise oder Ovarium im engeren Sinn be-
zeichne, spielt sich die erste und zweite Phase ab. In der ersten
Phase findet man am Scheitel des paraboloidischen Ovariums eine
Anzahl in Theilung begriffener Kerne. Dieselben stellen das Keim-
lager dar. Von demselben scheiden sich durch rasch auf einander
folgende Theilungsvorginge die jiingsten Keimzellen ab und riicken
in periklinischen Reihen® nach dem distalen Ende des Ovariums. Es
ist mir nicht gelungen, bei diesen Theilungen Spindelfiguren zu finden ;
ich zweifle aber nicht daran, daB die Abschniirung durch indirecte
Kerntheilung erfolgt, da die jiingsten Keimzellen unverkennbar das
Dyasterstadium zeigen. Ich habe mich frither, ehe ich noch auf diese
Verhiltnisse Werth legte, mit Zihlung der Schleifen befait und mich
damals von ihrer Achtzahl {iberzeugt.

5 Der Ausdruck »Periklinen« wurde von den Botanikern fiir eines der confo-

calen Curvensysteme eingefiihrt, in welchen die Zellen der wachsenden Vegetations-
spitze angeordnet sind. Vgl. Sachs, Vorlesungen iiber Pflanzenphysiologie.
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In der zweiten Phase haben sich die Keimkerne mit einem ge-
sonderten Plasmaleib umgeben, eine Kernmembran ist aufgetreten
und der Umrif der Schleifen weniger scharf geworden. Zugleich findet
sich ein Nucleolus vor, der Hand in Hand mit der Verwischung der
Schleifenindividualitit an GroBe zunimmt. Neben diesem groBen
Nucleolus zeigen sich schon in sehr jungen Keimzellen regelmiBig
ein oder zwei runde Korper, die ich vorliufig als Micronucleolen be-
zeichnen mochte. Zahlreiche Bilder lassen den Anschein erwecken,
als ob dieselben durch Abschniirung aus dem groBen Nucleolus her-
vorgehen. Da jedoch Haematoxylin sowohl als Alauncochenille den-
selben gegeniiber dem violett gefirbten Nucleolus einen mehr roth-
lichen Ton verleihen, so diirfte eine selbstindige Entstehungsweise
derselben mnicht ausgeschlossen sein. Am Ende des eigentlichen Ova-
riums finden wir innerhalb des Kernes nur noch den stark vergréBer-
ten Nucleolus und die zwei Micronucleolen. Ein Austritt von Substanz
aus dem Keimblischen konnte nicht mit Sicherheit constatiert werden.
Jedoch lassen Bilder, bei welchen ein Micronucleolus der Kernmem-
bran dicht angelagert ist und eine Aussackung derselben hervorruft,
einen Austritt in den Zellleib nicht als ausgeschlossen erscheinen.

In der dritten Phase der Ovogenese, deren Beginn mit dem
Auftreten der Dotterabscheidung zusammenfillt und die sich in den
mit mehreren blinden Ausliufern versehenen Eigiingen abspielt,
finden sich die simmtlichen FEizellen des nimlichen Individuums
stets auf fast vollkommen gleicher Entwicklungsstufe. in der Weise,
daB z. B. das Stadium der zweiten Richtungsspindel sich dicht hinter
der Keimdriise und zu gleicher Zeit in den blinden Oviductausliufern
findet.

In dem zuniichst sich darbietenden Ruhestadium ist der Nu-
cleolus annihernd in der Mitte des Keimblischens gelegen und zeigt
die Form eines dichten Fadenkniuels; auch hier treten noch neben
demselben Micronucleolen auf. Im weiteren Verlauf der Entwicklung
jedoch habe ich ihr Schicksal bisher nicht mit Bestimmtheit verfolgen
konnen; doch ist es vielleicht angiingig, zwei schwach lichtbrechende,
mit hellem Hof versehene runde Kérperchen, die sich withtend der
AusstoBung des ersten Richtungskérpers im Kern vorfinden, damit in
Beziehung zu bringen.

Bei Einfritt in die Stadien der Richtungskérperbildung
indert sich der Habitus des Nucleolus; es tritt an seine Stelle ein cen-
traler, mit Vacuolen versehener »Macronucleolus¢, dem wohl eine er-
nihrungsphysiologische Bedeutung zuzuschreiben ist, und gleichzeitig
wird innerhalb des Kernes ein peripheres, zartes Chromatingeriist be-
merkbar. '
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In einem weiteren Stadium sehen wir das periphere Chroma-
tingeriist in eine Anzahl isolierter Kniiuel gesondert, welche im
typischen Fall annihernd in einer durch den Mittelpunct des Keim-
blischens gehenden Ebene angeordnet sind und deren jeder offenbar
aus einem feinen, rosettenférmig zusammengelegten Chromatinfaden
besteht. Einige Bilder lassen deutlich die Achtzahl dieser Chromatin-
inseln erkennen. Sie sind als Ausgangspunct zu nehmen fiir die Be-
trachtung der zusammenhingenden Reihe der im Folgenden zu be-
schreibenden Stadien.

Stadium 4. Es finden sich hier ein mit groBen Vacuolen ver-
sehener Macronucleolus oder auch an Stelle desselben zwel etwas
kleinere, die im Ubrigen denselben Habitus zeigen; daneben stets zwei
kleine, kaum gefirbte, behifte Micronucleolen, auf welche schon oben
hingewiesen wurde. In #quatorialer Anordnung, in ihrer Lagerung
den oben erwihnten Chromatininseln entsprechend, treten acht Doppel-
fiden auf. Die Achtzahl derselben konnte in iibereinstimmender Weise
bei einer groBen Anzahl von Eizellen festgestellt werden.

Dieses Stadium fasse ich als Aquatorialplatte der ersten Rich-
tungsspindel auf. Wihrend bei der normalen Mitose aus dem
feinfadigen Kniduel zunichst der dickfadige hervorgeht und
dann erst die Segmentierung des Fadens in Lingsabschnitte erfolgt,
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ist hier die Segmentierung gewissermaBen auf das feinfadige Stadium
zuriickverschoben worden. Bereits hier trat nimlich die Isolierung der
einzelnen Chromatinnester auf — vielleicht im Zusammenhang mit
der Anwesenheit des Macronucleolus — und aus ihnen giengen unter
gleichzeitiger Lingsspaltung die Schleifen hervor.

Stadium B. Die im Stadium 4 noch existierende Kernmembran
hatsichaufgelost, der Macronucleolus ist an Umfang bedeu-
tend verringert, die Micronucleolen haben sich erhalten. Die
Doppelfiden haben sich zu je vieren auf die Pole vertheilt. (Erste
Richtungsspindel.)

Stadium C. In dem membranlosen Kern finden sich acht ein-
fache stibchenformige Chromosomen, jedes einzelne an Grife einem
Tochterelement der Doppelfiden entsprechend. In.diesem und im
folgenden Stadium liBt sich neben dem Kern und oft im Zusammen-
hang mit ihm eine kleinere Plasmainsel innerhalb der Dottermasse be-
obachten, die als erster Richtungskorper zu deuten ist. Das Stadium
C selbst fasse ich als Aquatorialplatte der zweiten Richtungsspindel
auf.

Stadium D. Deutliche Spindelfigur, auf zwei Praeparaten bei
einer betriichtlichen Zahl von Eiern gleichzeitig constatiert. Vier der
Chromosomen riicken nach einem, vier nach dem anderen Pole.
(Zweite Richtungsspindel.)

Ehe ich zur weiteren Besprechung dieser bei Cyclops strenuus und
stgnatus am genauesten untersuchten Vorgiinge iibergehe, bemerke ich
noch, dal bei der Copulation, wie ich es wenigstens fiir C. viridis fest-
stellte, in jedem der sich an einander lagernden Pronuclei® je vier
Schleifen zu constatieren sind, ferner konnten ebenso viele noch wiih-
rend der ersten Furchungsstadien im zweiten Richtungskérper gezihlt
werden, und die gleiche Anzahl in den Spermakernen innerhalb des
dem Mutterthiere angehefteten Spermatophors — hier bei der Klein-
heit des Objects freilich nur schitzungsweise. In den I‘ulchungszellcn
finden sich bei allen Arten acht Schleifen, beziehungsweise in den
Aquatorialplatten, bei denen schon Lingsspaltung stattgefunden hat,
sechzehn.

Die Annahme, daB die Stadien 4—7 durch die Behandlungs-
methoden he1vorge1ufene Abinderungen desselben Stadiums oder
uberhaupt Kunstproducte seien, schtht sich durch die Schiirfe dexr
Bilder und die RegelmiBigkeit, mit der diese Stadien bei verschie-
dener Behandlung und bei verschiedenen Arten auftreten, von selber

6 Auch hier bereiten sich die Pronuclei selbstindig zur Theilung vor, wie dies

Boveri fiir eine Anzahl von Formen und im Bcsonduen Globben fiir Cetochilus
festgestellt hat.
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aus. Die Stadien 4—D stellen also ganz bestimmte Stufen der Ovo-
genese dar, und zwar ist keine andere Reihenfolge denkbar als die an-
gegebene, wie sich dies bei Beriicksichtigung der Schicksale der Chro-
mosomen, des Macronucleolus und der Kernmembran von selbst er-
giebt.

Ich gehe iiber zur Deutung der Vorginge. Dieselben sollen
durch das beigegebene Schema I nochmals veranschaulicht werden, in
welchem die Zahl der angezeichneten Elemente durch Multipli-
cation mit einem gewissen Coefficienten zu vervielfachen ist, damit
man die wirkliche Anzahl erhilt.

L Cyclops. IL. Carinaria.
Coeft. = 4. Coeft. = 16.
Keimmutterzellen —_ — —_ —
Keimblischen i — —] —-
Aquatorialplatte der 1. Richtungs-
spindel = = =
Stadium der Lk = xS
2. Richtungsspindel L 2k N
3 i Q 3 =il

—— ~—

Erste Furchungszelle

In den jiingsten Keimzellen des Ovariums finden sich also acht
Schleifen, und da dies auch fiir die Blastodermzellen des sich ent-
wickelnden Eies zutrifft, so werden wir kaum fehlgehen, wenn wir das-
selbe fiir die Keimmutterzellen annehmen, in welchen das Kerngeriist
sich der Beobachtung entzieht. Diese Achtzahl erhiilt sich latent durch
das Ruhestadium des Keimblischens hindurch (die Latenz ist im
Schema durch Einklammerung angedeutet), wie sich aus dem so zu
sagen von gesonderten Bildungsherden aus erfolgenden Auftreten
der acht selbstindigen Doppelfiden ergiebt (Stadium 4). Durch einen
von dem gewdhnlichen Schema der Mitose abweichenden Theilungs-
vorgang gruppieren sich im Stadium B diese acht Doppelfiden zu je
vieren um die beiden Pole des Kernes: dieser Vorgang entspricht der
AusstoBung des ersten Richtungskérpers. In den letzteren (£ 1)
gehen also vier Doppelfiden ein; ihre Chromatinsubstanz geht jedoch
sehr frithe Verinderungen ein, in Folge deren in den spiiteren Stadien
der erste Richtungskérper nur noch als kleine Plasmainsel innerhalb
der Dottermasse erkenntlich ist. Die vier iibrigen Doppelfiden sind
im weiblichen Kern geblieben und die a ¢ ht Theilelemente derselben
finden sich im Stadium €, der Aquatorialplatte der zweiten Richtungs-
spindel, wieder. In der zweiten Richtungsspindel (Stadium 1)) gehen
vier Elemente in den zweiten Richtungskorper (R I,), vier bleiben
im weiblichen Vorkern (Q). Letztere vier vereinigen sich mit den
vier im Spermakern enthaltenen und es wird also dadurch die
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urspriingliche Achtzahl wiederhergestellt. Demnach ist die Reduc-
tion der Chromosomen nicht, wie Boveri es bei anderen Formen ge-
funden hat, schon im Keimblischen, sondern erst wihrend der
AusstoBung der Richtungskorper vor sich gegangen.

Ehe ich auf diese besondere Art der Reduction weiter eingehe,
will ich einem Einwand, den mir Boveri machen diirfte, begegnen.
Die Verhiltnisse, wie sie dieser Forscher z. B. bei Carinaria gefunden
hat, spielen sich nach dem Schema IT ab. Im Keimblischen findet
in einer nicht beobachteten Weise die Reduction der 32 Chromosomen
auf 16 statt. In der Aquatorialplatte der ersten Richtungsspindel tritt
also bereits die reducierte Zahl von Elementen auf, welche letatere so-
dann durch zweifache Lingsspaltung in je vier Fiden zerfallen.
16 Doppelfiden gehen in den ersten Richtungskérper ab, 16 bleiben
im Ei. Diese letzteren Doppelfiden liefern die 16 einfachen
Fiaden des zweiten Richtungskiorpers und die des weiblichen Pro-
nucleus. In der Copulation findet Wiederherstellung der 32-Zahl statt.
Boveri wird mir nun einwerfen, dall auch bei Cyclops offenbar die-
selben Verhiltnisse vorhanden sind: man brauche ja nur in meinem
Falle anzunehmen, daB} die acht Doppelfiden des Stadiums A
vier viertheilige Chromosomen darstellen; in der That wiirde sich
dann fiir Cyclops das Schema II (Coeff. = 4) ergeben, d. h. die Re-
duction miite schon im Keimbldschen erfolgt sein. Ich
kann nun aber dagegen feststellen, daBl das Stadium A — trotz der
groBen Menge von untersuchten Schnittserien — niemals Anhalts-
puncte fiir die Annahme giebt, daB} die acht Doppelfiden urspriinglich
vier vierfache Fiiden darstellen. Vielmehr zeigen die acht Elemente
gerade auch dann, wenn die Lingsspaltung noch nicht voll-
kommen vollzogen ist und dem noch unfertigen Doppelfaden Reste
des betreffenden feinfadigen Chromatinnestes angelagert sind, eine
gleichmiBige Vertheilung ohne irgend welche paarweise Gruppierung,
und ihre Lagerung lit sich ohne Weiteres auf die Anordnung der
rosettenformigen Chromatinnester des vorhergehenden Stadiums zu-
riickfiihren. Endlich spricht auch gegen die Annahme, daB} die
Tochterelemente der Doppelfiden durch Viertheilung einfacher
Elemente entstanden seien, allein schon ihre bedeuteitle Dicke und
Massigkeit.

Die Reduction findet also withrend der AusstoBullg der Rich-
tungskorper statt und es fragt sich nunmehr, welches' Stadium im
Speciellen die Reduction darstellt.

Die niichstliegende Deutung der Verhiltnisse wird wohl folgende
sein: die Lingsspaltung der Chromosomen im Stadium A ist ge-
wissermaBen eine anachronistische, d. h. die normalerweise in der
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Aquatorialplatte der zweiten Richtungsspindel stattfindende Lings-
spaltung der Chromosomen, in gewdhnlichen Fillen also die secun-
dire, wurde in die Aquatoriali)latte der ersten Spindel zuriickverlegt,
ein Vorgang, der nach Boveri’s Befunden nichts Auffilliges bietet.
Sieht man also ab von dieser (secundiren) Lingsspaltung, so iibernimmt
die erste Spindel aus dem Keimbliischen die urspriingliche, nicht redu-
cierte Achtzahl der Elemente, um von diesen durch einen beson-
deren Vertheilungsproce8 vier in den ersten Richtungskorper, vier in
den Eikern abzuscheiden, ohne dall die primire Verdoppelung der
Schleifenzahl, wie sie sonst der ersten Spindel zukommt, auftritt. Nach
dieser Deutung finde also die Reduction bei der Ausstofung des ersten
Richtungskorpers statt.

Man kann aber den Thatsachen noch eine andere Deutung geben:
die Spaltung der acht Chromosomen in Doppelfiden wiirde der pri-
miiren Lingsspaltung der Elemente entsprechen. Auch diese Deutung
schlieBit einen abweichenden Theilungsvorgang schon in der ersten
Spindel in sich: anstatt daB jeder Pol von jedem Doppelfaden je ein
Tochterelement an sich zieht, findet nach jeder Seite die Abscheidung
von vier Paaren von Tochterelementen statt. Die vier im Ei zuriick-
geblicbenen Paare liefern dann die acht einfachen Elemente, welche
in der zweiten Spindel zu je vieren nach den Polen derselben
attrahiert werden. Diese Deutung wiirde die eigentliche Reduction
also erstin die zweite Spindel verlegen.



