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(Aus dem physiologischen Institut der zoologischen Station zu Neapel.)

Zur
Physiologie der Befruchtung, Parthenogenese
und Entwicklung.

Yon
A. Schiieking.

(Hierzu Tafel 1.)

Die Untersuchungen, auf welche sich die unachstehenden Mit-
theilungen beziehen, wurden in den Wintern 1901/1902 und 1902/1903
angestellt. Die Arbeiten hatten ihren Ausgang von der Untersuchung
der auf die Spermien anziehend wirkenden Substanzen des Eis ge-
nommen., Gewisse neue Befunde in dem durch die Ueberschrift
bezeichneten Gebiet bestimmten die Ausdehnung der Untersuchungen
auf die im Nachstehenden aufgefithrten Abschnitte,

Die Eisnbstanz. lhre Reaction und Einwirkung auf die Spermien.

Ich hatte gefunden, dass die Schleimhitllen und auch die it
den Schleimhiillen zerriebenen KEier von Asterias glacialis, Stron-
gylocentrotus lividus und Arbacia pustulosa deutlich saure Reaction
zeigten, und dass die zerriebene Eimasse sowohl die Samenfiaden der
eigenen Art als auch fremder Echinodermen abzutdédten vermochte.
In der unverdiinnten Eisubstanz und in einer Seewassermischung,
die noch sauer reagirte, wurden die Spermien sofort bewegungslos.
Wenn die Masse der Eisubstanz die des Spermas um das Mehrfache
tibertraf, so fielen nach Ablauf einer Stunde die Schwanzfiden der
Spermien ab, losten sich auf, und der Kopf quoll auf. Wenn die
erwihnte Mischung oder die reine Fisubstanz nur kurze Zeit ein-
gewirkt hatte, so konnte man die gelihmten Spermien durch Zusatz
von Seewasser wieder beweglich machen. Steigerung der Alkalescenz
des Seewassers durch geringen Zusatz von Na,CO; beschleunigte
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diese Wiederherstellung. Wenn einer grosseren Spermienmenge ein
geringes Quantum Eisubstanz zugesetzt war, so dass die Samen-
fiden nur gelahmt wurden, so konnten die Spermien noch nach
12 Stunden durch Zusatz von Seewasser wieder beweglich uud
befruchtungsfahig gemacht werden, wihrend die in Seewasser ge-
brachten Spermien je nach der Temperatur nach finf bis acht
Stunden abgestorben waren. Bei diesen Versuchen musste selbst-
verstindlich der deletir wirkende Schleim, namentlich der sehr
giftige Hautschleim von Asterias und die Perivisceralflissigkeit der
betreffenden Echinodermen von Eiern und Sperma ferngehalten werden.
Von Dungern hat auf die Wirkungen aufmerksam gemacht, welche
noch kleinste Spuren dieser Flussigkeiten auf die Samenfiden aus-
itben. Die Samenfaden von Asterias glacialis bleiben i unver-
dinnten Sperma mit wenigen Ausnahmen bewegungslos und konnen
die betreffenden Versuche daher nur bei einiger Verdiinnung des
Spermas mit Seewasser angestellt werden.

Extracte der Eisubstanz.

Als ich die zerriebenen Eier aller drei Arten 12 Stunden in
destillirtes Wasser (1:8) gebracht, die Flussigkeit eingekocht und
durch Filtration von den geronnenen Eiweisskorpern befreit hatte,
erhielt ich leicht getriibte sauere Losunzen, welche nach Zusatz einer
Spur von NaCl unterschiedslos auf die Spermien der genannten
Echinodermenarten in folgender Weise einwirkten: In starkerer
Concentration und Menge lahmten sie erst die Spermien und brachten
sic nach kurzer Zeit zum Absterben, bei grosserer Verdimnung
wirkten sie agglutinirend und erregend und bel noch schwiicherer
Concentration nur erregend. Ohne NaCl- Zusatz trat keine Aggluti-
nation heim Sperma ein.

Dureh Dialysirung dieser Fliissigkeit erhielt ich eine nach dem
Einkochen auf dem Wasserbade stark sauer reagirende Substanz in
klarer Losung, welche deutlich erregend, aber nicht agglutinirend
auf die Spermien einwirkte. Der Rickstand bei der Dialyse war
schwach sauer, fast neutral. Dieser Riickstand hatte alle oben er-
wihnten Eigenschaften der Eisubstanz gegeniiber den Spermien, je
nach der Concentration stark erregend, agglutinirend und lihmend.
Diese ruckstindige Flussigkeit zeigte grosse Krystalle, die mit den
TFormen der bekannten Bottcher’schen Spermakrystalle des mensch-
lichen Spermas Aehnlichkeit hatten.
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Durch die von Dr. Straub und mir vorgenommene Destillation
der in einem geringen Quantum von destillirtem Wasser aufgequollenen
Eier wurde eine eigenthiimlich riechende fliichtige Substanz in geringen
Mengen erhalten, die schwach sauer reagirte.

Der Geruch dieser fliichtigen Siure, der identisch mit dem Ge-
ruch zu sein schien, den auch die zerriebene Eisubstanz verbreitete,
war bei jedem Echinoderm verschieden. Auf die Spermien wirkte die
fluchtige Saure erregend, aber nicht agglutinirend oder lihmend ein.

Die gewonnenen Resultate rechtfertigen das eingeschlagene Ver-
fahren, die gesammte Eisubstanz nebst Schleimhillen zu unter-
suchen und das Resultat den Untersuchungen iiber die bei Einleitung
der Befruchtung wirksamen chemischen Factoren zu Grande zu legen.
Die Randzone des Eies kam in ihren Wirkungen fir die Aufklarung
der betreffenden Phanomene ebenso in Betracht wie die Schleimhiille
des Eies, und war es uberhaupt nicht moglich letztere anders als
auf ihre Reaction gesondert zu untersuchen.

Die von Prof. Karl Arnold, Hannover, vorgenommene Unter-
suchung der dialysirten Flissigkeit ergab einen durch die dreifache
Menge absoluten Alkohol fallbaren weisslichen Niederschlag. Dieser
durch Filtration abgeschiedene Niederschlag war bis auf einen ge-
ringen aus Calciumphosphat bestehenden Riickstand in Wasser loslich
und ergab neutrale Reaction. Neben Spuren von Kaliumsalzen ent-
hielt er die Natriumsalze folgender anorganischen Siiuren: Phosphor-
siure und Schwefelsiure in grosserer Menge, Salzséiure in geringerer
Menge.

Nach dem Verdunsten des Alkohols und eines Theils des
Wassers besass der durch Alkohol nicht gefallte Theil der Flussigkeit
eine stark saure Reaction und enthielt viel primires Kaliumphosphat
neben primdrem Natriumphosphat, ausserdem erhebliche Mengen
Kaliumsulfat neben Natrinmsulfat.

Die in der dialysirten Gesammtflissigkeit enthaltene grossere
Menge von primédrem Kalium und Natriumphosphat bedingte die
saure Reaction der Flissigkeit. Ausserdem wurde also Kalium und
Natriumsulfat, Spuren von Natriumchlorid und Calciumsulfat oder
Phosphat in der Flissigkeit nachgewiesen. Eine organische Saure
war nicht nachweishar, denn der Aether, welcher mit einem Theil
der stark sauren Flissigkeit geschiittelt wurde, behielt seine neutrale
Reaction. '

Die bei der Dialyse zuriickgebliebene Flissigkeit wurde ab-
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gedampft und die darin enthaltene organische Substanz bestimmt.
Dieselbe betrug 290 des Rickstandes. Im Uebrigen bestand die
Flussigkeit aus denselben Stoffen, wie sie in der dialysirten Fliissig-
keit nachgewiesen waren. KEs ist oben erwihnt, dass die im Riek-
stand des Dialysats beobachteten Krystalle den Bottcher’schen
Spermakrystallen sehr #hnlich sahen. Es sind sehr grosse convex-
flachige Prismen und Spindeln im monoklinen System. Bekanntlich sind
bei den Bottcher’schen Krystallen der Prostata die organischen Basen
der phosphorsauren Salze zugleich Triger des Spermageruchs. Auch
hier handelt es sich zweifellos um phosphorsaure Salze, und konnte
ich die Zahl der Krystalle vermehren, wenn ich dem Dialysatriick-
stand Ammoniumphosphat zusetzte. Der durch Destillation gewonnene
flichtige Bestandtheil der Losung konnte wegen des geringen vor-
handenen Quantums noch nieht niher bestimmt werden.

Versuche mit den erhaltenen Lésungen.

Wenu man einem Tropfen des Rickstandes des Dialysats fiinf
Tropfen Seewasser zusetzte und in diese Mischung einen Tropfen
Spermafltissigkeit brachte, so erhielt man dieselben Bilder wie
bei der Befruchtung der betreffenden Echinodermen-Eier. Bei
kimnstlicher Befruchtung der Echinodermen-Eier sahen wir bei Zusatz
grosserer Spermamengen die Eier vou eineni dichten schwirzlichen Ring
beweguugslos erscheinender Spermien umgeben, Diesen folgte ein
dichter Kranz meist mit den Kopfen agglutinirter Spermien, die
das Ei durch die schraubenformige Bewegung ihrer Sehwanzfiden
in Rotation versetzten. Weiter auswiirts folgte ein Gewimmel von
stark erregten Spermien, die ausser schraubenformigen auch Stoss-
und Drehbewegungen ausfithrten. Wir sehen also bei der Befruchtung
die Reihenfolge der Lahmung, der Agglutination, der Er-
regung und der Anlockung. Auch hier ballten sich die Sper-
mien bei Zusatz eines Tropfens vom Ruckstand des Dialysats in
einzelnen kleinen Haufen zusammen, die ringsum von einem dichten
Kranz in stirkster Erregung befindlicher Spermien umgeben waren.
Dieser Zustand hielt eine gewisse Zeit an, nach welcher die aggluti-
nirten Samenfiden sich von einander losten. Zwei Tropfen des nicht
dialysitten sauren Extracts oder ein bis zwei Tropfen des Riickstandes
vom Dialysat, mit einem Tropfen 3 °/oiger Na,COz Losung und finf
Tropfen destillirten Wassers agglutinirten das Sperma mnoch, obgleich
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sie neutrale Reaction zeigten. Ein Tropfen, der 0,0005 vom Dialysat-
Riickstand enthielt, zeigte noch agglutinirende Wirkung auf das
Sperma von Arbacia. Bei der reinen Eisubstanz von Asterias be-
obachtete ich, dass Zusatz von Na,CO; die todtliche Wirkung ab-
schwéchte.

Capillarrohrechen wurden mit dem Rickstand gefiillt und
in Seewasser, das reichlich Sperma derselben Art enthielt, gelegt.
Wenn die Losung in den Capillarrdhrchen unverdiinnt war, so er-
hielt man beim Uebergang zum Seewasser eine weissliche Zone,
die von innen nach aussen zuerst eine Schicht gelihmter, dann eine
Schicht agglutinirter, noch beweglicher Samenfiden und dann eine
Schicht stark erregter Spermien zeigte.

"Wenn die Flussigkeit im  Capillarrohrchen so weit verdinnt
wurde, dass das Agglutinationsphinomen nicht mehr eintrat, so
sammelten sich noch Spermien in grosserer Zahl in der Uebergangs-
zone und in der Flussigkeit selbst als in den Controlgefissen.
Zahl und Beweglichkeit der Spermien wurden gesteigert, wenn der
Losung von der stark sauren dialysirten Flussigkeit einige Tropfen
zugesetzt waren. Wenn der Inhalt des Capillarrohrehens noch die
erwihnte flichtige, aromatisch riechende Saure enthielt, so schienen
sich die Spermien schneller an den Uebergangszonen dieser Rohrchen
als an den Controlrohrechen zu versammeln und schien auch die Be-
weglichkeit der Spermien in weiterem Umkreise gesteigert zu sein.

0. Hertwig beobachtete, dass die Echiniden nur dann ihre
Geschlechtsprodukte ablegten, wenn gerade geschlechtsreife Exemplare
des anderen (eschlechts vorhanden waren. Vogt und Yung
beobachteten, dass die Echiniden bei Ei und Samenablage sich mit
ihrem Porus einander nihern. Wenn also nach Vorstehendem die
Eier Substanzen eunthalten, die noch auf einige Entfernung auf die
Spermien einwirken, so ist es mdoglich, dass nur sehr wenig Samen-
faden des entleerten Spermas an das Seewasser verloren gehen.

Wenn wir nun die Wirkungen der einzelnen Bestandtheile der
Eiextracte mit den Vorgingen bei der kimstlichen Befruchtung ver-
gleichen, so sehen wir Folgendes:

Die L#hmung der Spermien, wie sie bei lingerem Verweilen
derselben an der Eiperipherie eintritt, wird, ganz abgesehen von
specifischen Einflissen, schon durch die Saurewirkung der Schleim-
hiillen auf die sebr Sdure-empfindlichen Spermien erklart werden
konnen. Auch der Agelutinationsvorgang, der eine dicht zusammen-
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geklebte Schicht von Spermien erzeugt, muss in dieser Zone die
Beweglichkeit der Schwanzfiden aufheben. Diese saure Reaction
der Schleimhiillen ist auf die Aunwesenheit der sauren Phosphate,
Mononatriumphosphat und Monokaliumphosphat zuriickzufithren. Zum
Zustandekommen der Agglutinationserscheinungen bedarf
es der im Dialyseriickstand enthaltenen agglutinirenden Substanz.
Es zeigte sich, dasss diese nur beim Vorhandensein einer
gewissen Menge Na Cl wirksam ist. Joos und Friedberger
haben bekanntlich auf die Bedeutung der anorganischen Salze fur
die Agglutination aufmerksamn gemacht. Der Agglutinirungsprocess
ist indess, wie weiterhin niher mitgetheilt wird, nur von be-
schrinkter Dauer.

Die Spermien der untersuchten Echinodermen waren am be-
weglichsten in neutraler oder nur schwach alkalischer Flissigkeit.
Losungen von deutlich saurer Reaction wirkten lihmend. Bei dem
Zusammentreffen der sauren Phosphate des Schleimes und des stark
alkalischen Seewassers wird die Reaction der Flussigkeit in der
Peripherie der Schleimhiillen, wie ein Versuch mit Lackmuspapier
zeigte zu einer nur schwach alkalischen resp. amphoteren. Wir
haben hier beztigl. der Reaktion Verhiltnisse vor uns, wie sie nach
Miescher in den Eiweissstoffen der lebenden Zelle vorliegen, die
ziemlich starke Sauren und Basen sein sollen, ‘'die nur deshalb neutral
reagiren, weil sie Beides zugleich sind. Welchen Finfluss die Herab-
setzung der Alkalescenz des Seewassers auf die Spermien ausubt, liess
sich demonstriren, wenn man eine Nadelspitze in verdiinnte Essigsiure
tauchte und dann die Spitze im Sperma hin und her bewegte. Man
erhielt dann #hnliche Bilder wie beim Zusatz der sauren Phosphate.
Die Bewegungen der Spermien werden nach obigen Versuchen somit
in der Richtung zum Ei verstarkt, in der entgegengesetzten Richtung
vermindert. Die Bewegungen selbst diirften nach den Untersuchungen
vou Jennings uw. A, als Reflexerscheinungen bezeichnet werden.
Das Wort Chewotaxis riickt den Vorgang unserm Verstinduiss nicht
naher. Die fliichtige Siure scheint nach dem oben mitgetheilten
Versuch in weiterem Abstand auf die Spermien zu wirken.

Vorstehende Feststellungen erkldaren die weiteren Beobachtungen,
die ich bezuglich des Einflusses machte, den die Zahl der zugesetzten
Spermien bei der kunstlichen Befruchtung hatte.

Wenn ich den Eiern der untersuchten drei Echinodermenarten
zum Zweck kinstlicher Befruchtung nur wenige Samenfiden derselben



64 A. Schiicking:

Art zusetzte, so drangen die einzelnen Spermien spiter durch die
Schleimhiille zur Eiperipherie hindurch, als wenn ich eine grossere
Menge zugesetzt hitte. Die Spermien selbst fithrten weniger kriftige
Bewegungen aus als solche, die in grosserer Anzahl vorhanden waren.

Schliesslich trafen die an die Eiperipherie gelangten Spermien
nicht in radidrer Stellung zum Ei, sondern in den verschiedensten
Winkeln auf und blieben, nachdem sie héiufig eine Zeit lang periodisch
schraubenformige und hin und her gleitende Bewegungen ausgefithrt
hatten, endlich unbeweglich mit dem Kopf an der Eiperipherie liegen.
Hierbei lag der Kopf haufiger seitlich an, als dass er radiar aufstand,
Wenn nicht mehr als eine bis drei Spermien vorhanden waren, so
trat in der Regel keine Befruchtung ein. Ich hatte in den Versuchen
mit Eisubstanz und Eiextracten festgestellt, dass die lihmende
Saurewirkung der Ki-Schleimhiillen durch den Zusatz einer grosseren
Menge des alkalisch reagirenden Spermas herabgesetzt wird, und dass
die Agglutination bei einer relativ grosseren Spermamenge weniger
intensiv und anhaltend ist. Diese Beobachtung gibt uns die Erklarung
fir die grossere Beweglichkeit und den besseren Befruchtungs-
erfolg bei einer grosseren Spermamenge. Hinzu tritt
noch ein mehr mechanisches Moment, das weiter unten gewiirdigt
werden soll. Der bisher nur ganz allgemein als Schutzschicht
bezeichneten Schleimhiille wiirden somit sehr wichtige Aufgaben
zufallen. Sie ist Triigerin einer starken vorwiegend aus Phosphaten
bestehenden Siure und Iasst diese Phosphate nur langsam in die
Umgebung diffundiren. Welche Bedeutung diese Saure fiir die Be-
fruchtung hat, ist oben gezeigt worden. Die Schleimschicht bildet
nach meinen Beobachtungen auch einen Schutz gegen die Bakterien-
invasion.

Ieh stellte fest, dass, wihrend die von einer grosseren gemein-
schaftlichen Schleimsehicht umgebenen Eier noch vollig friseh waren,
die isolirten und wiederholt abgespiilten, daher auf ihren eigenen
Schleimmantel beschrinkten Controleier bereits abgestorben und in
Faulniss wbergegangen waren. Diesem Process konnte ich dadurch
vorbeugen, dass ich den Eiern nach Abspillen der gemeinschaftlichen
Schleimschicht sterilisirtes Seewasser zusetzte. Auch unreife Eier
von Asterias gl. gingen, wenn sie derartig isolirt waren, bei ent-
sprechender Temperatur ohne zu reifen rasch durch Faulpiss zu
Grunde. Diese Faulniss war durch das schwirzliche Aussehen der
Kier charakterisirt.
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Die agglutinirende Substanz der Eier und die agglutinirte
Substanz der Spermakdpfe.

Es wurde bereits bemerkt, dass die Agglutinationserscheinung-
nur eine beschrinkte Zeit dauere. Wenn zum Zweck der Unter-
suchung dieses Processes Sperma und Eisubstanz zu gleichen Theilen
innig verrithrt wurden, so entstand (besonders deutlich und schon
bei Arbacia pustulosa) eine zihe, im Seewasser zusammenhaftende
Masse, deren Geruch von dem stark ausgesprochenen Geruch der
zerriebenen Eisubstanz mir etwas different erschien. Die Reaction
dieser Masse war trotz des Zusatzes von Sperma deutlich sauer.
Wenn diese Masse durch weiteres Umrithren im Seewasser suspen-
dirt wurde, so fehlte ihr das Agglutinationsvermdgen und bei einem
grosseren Spermazusatze auch die erregende Eigenschaft der Kisub-
stanz in Bezug auf frisches Sperma. Die agglutinirten Spermakopfe
losten sich nach einiger Zeit von einander, Bei dem Agglutinations-
process scheinen also die agglutinirende Substanz der Eier
und agglutinirte Substanz der Sparmakiopfe eine Ver-
bindung einzugehen, die sich im Wasser nach gewisser
Zeit 1ost und nicht wieder ersetzt wird. Dieser Beobachtung
entsprechend sehen wir, dass Spermien nach einer gewissen Zeit so-
wohl von unhefruchteten wie befruchteten, von unreifen wie von
reifen Fiern ablassen, weil eben die agglutinirende und zugleich
erregende Substanz schliesslich verbraucht ist. Auch die sauren
Salze, welche die Alkalescenz des Seewassers herabsetzen, diffundiren
schliesslich mehr oder minder in ihre Umgebung, ebenso wie die
flilchtice Siiure. Diese allmahliche Herabsetzung des Siuregehaltes
ist durch die Reaction mit den gebriuchlichen Reagentien direct
nachweisbar. Vielleicht hiingt es mit diesem Umstand zusammen,
dass bei dlteren Eiern Kreuzungen leichter zu erzielen sind als bei
frischen. Einer Beobachtung, die erkiiren durfte, warum die Sper-
mien eker von befruchteten als unhefruchteten Eiern ablassen, werden
wir spiter Erwiahnung thun. Wenn ich solche Eier, die keinerlei
specifische Wirkung auf die Samenfiden mehr ausiibten, in eine Losung
der verschiedenen durch Kochen, Dialysiren und Destilliren aus dem
Eisaft erhaltenen Substanzen und dann wieder in Seewasser ge-
bracht hatte, so wirkten diese Eier auf frisches Sperma genau so
ein, als ob es sich um frische Eier handelte. Genau

ebenso wie bei frischen Kiern verhilt sich das Sperma beliebigen
E. Pfliger, Archiv fiir Physiologie. DId. 97. by
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indifferenten Partikeln gegeniiber, die in diese Losungen gebracht
waren. Wenn ich aber Eier, die keine anziehende Wirkung auf
Sperma austibten, in eine Mischung von FEisubstanz, die mit Sperma
verrieben war, gebracht hatte, so blieben bei diesen Eiern die an-
ziehenden Wirkungen auf das Sperma aus.

Weiteres Verhalten der Samenfiiden bei der Befruchtung.

Wie schon erwihnt, legen sich nach Zusatz einer geringeren An-
zahl von Spermien zum Ei die Samenfiden der Eiperipherie schrig an;
seltener stehen sie mehr radidr auf. Ihre Bewegungen werden dann
allméhlich schwicher, ihr Kopf ist meist mit der Eiwand verklebt
und die kurzen Zuckungen, die sie mit dem an der Eiperipherie
anliegenden Kopf ausfithren, stellen auch bei mikroskopischer Ver-
grosserung nur minimale Excursionen dar. Die weitere genaue Be-
obachtung des sog. Kindringens des Samenfadens in das Ei ist immer
ein Glucksfall, weil, wie erwithnt, bei geringer Spermienzahl die Be-
fruchtung hiufig ausbleibt und die schliesslich befruchtende Spermie
dann meist an einer fiir das Auge des Beobachters ungiinstig ge-
legenen Stelle der Eiperipherie eindringt. Eine grossere Anhiufung
von Spermien l4sst aber den betreffenden Vorgang nicht mehr éihersehen.
Bei grosserer Spermienzahl lagert sich, wie ebenfalls schon erwihnt
wurde, ein dichter schwirzlicher Kreis derselben um die Eiperipherie,
8o dass sie nicht andere als zuckende hin und her gleitende Be-
wegungen ausfithren konnen. Die aussen befindlichen Spermien
treffen in. ihren Stossbewegungen auf die festliegenden Samenfiden.
Wenn wir beriicksichtigen, dass das Ei dureh die nur mit dem Kopf
festliegenden, mit dem Schwanz beweglichen Spermien in Rotation
versetzt wird, so haben wir hier eine dreifache Art der Bewegung,
die zu einer verstirkten Reibung der Protoplasmafiden des FEies
fithrt.

Zum starken mechanischen Reiz wiirde noch der chemische
Reiz hinzutreten, den das alkalisch reagirende Sperma auf das bis
dahin von saurer Fliissigkeit umgebene Ei austiben diirfte. In diesen
der Verschmelzung der beiderseitigen Geschlechtszellen vorhergehen-
den Reizwirkungen finde ich die Erklarung fir die von mir be-
obachtete Thatsache, dass bei Zusatz vieler Spermien die Befruchtung
immer erheblich rascher vor sich geht, als wenn nur wenige Spermien
zugelassen wurden. Auch die ungeheure, ohne Kenntniss dieser Vor-
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gange uberfliissig erscheinende Menge von Spermien findet hierdurch
moglicher Weise ihre Erklarung. Auf 1 ecbmim ejaculirter Samen-
fliissigkeit des Mensehen zihlte Lode 60876 Spermien und berechnete
auf das Gesammtejaculat, das im Mittel 3373 cbmm betriigt, tiber
200 bis 300 Millionen Spermien. Damit wiirde von einem einzelnen
Samenejaculat eine Anzahl Eier befruchtet werden konnen, die ca. drei
Viertel der Bevilkerung von Europa entspricht, wihrend thatsichlich
im ginstigsten Fall nur ein Ei befruchtet wird. Ein Mann wiirde
in seinen zeugungsfihigen Jahren rund aber 240 Billionen Samen-
faden horvorbringen.

FErscheinungen, welche fiir eine Auslese sprechen, habe ich
nur dahin beobachtet, dass von vornherein eine grdssere Anzahl von
Spermien ausscheidet, die sich nicht geniigend beweglich erweisen.
Haufig wird ein Ei von vier bis fanf Spermien ohne Erfolg belagert,
bis eine neu hinzukommende Spermie die Befruchtung bewirkt.

Beziiglich des Befruchtungsakts gelang es mir, bei Asterias
glacialis und Strongylocentrotus lividus wiederholt Folgendes zu be-
obachten. An der Stelle, an der der Kopf des befruchtenden, jetzt
bewegungslosen Samenfadens haftet, sieht man ein hyalines Plasma von
der Eiperipherie aus sich vorwolben, zugleich erscheint hitufig das
ganze Eiplasma an mehreren Stellen wie gerunzelt. Rings um die
Stelle, der der Spermakopf aufliegt, war die Dotterhaut zuerst sicht-
bar. Wahrend das hyaline Plasma sich zuerst um den meist schrig
oder ganz seitlich anliegenden Kopf zu wolben scheint, sinkt dieser
nunmehr rasch in den hyalinen Zapfen ein resp. wirdin
diesen hineingezogen. Der Schwanzfaden fallt dabei ab oder
ist schon abgefallen. Die bisherige Annahme, dass sich der Kopf,
getrieben von den Bewegungen des Schwanzfadens, in das Ei einbohre,
steht daher mit den thatsiichlichen Verhaltnissen in Widerspruch.
Sobald der Kopf noch immer mehr oder minder seitlich aufliegend
innerhalb der Eiperipherie sich befindet, 16st sich das Protoplasma
an der Stelle des Spermieneintritts von der Dotterhaut ab, und es
bildet sich ein Raum, der nach aussen von der Dotterhaut, nach
innen vom Protoplasma begrenzt scheint.

Die ,Abhebung* der Dotterhaut.

Der bisher als Abhehung der Dotterhaut geschilderte Vorgang

soll dazu bestimmt sein, weiteren Spermien den Eintritt zu wehren.
5*
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Es, wird angenommen, dass das contrahirte Eiplasma hierbei in die
entstehende Hohlung Flissigkeit hineinpresse. Der Vorgang selbst
und  seine . Bedeutung sind indess wesentlich andere. Be-
fruchtung und Entwicklung sind bekanntlich zwei Vorginge, die aus
Zweckmissigkeitsgriinden mit einander gepaart sind, indess vollig un-
abhangig von einander verlaufen konnen. ~Es gibt Befruchtungen,
denen keine Entwicklung folgt, wie z. B. bei den Paramaecien, und
Entwicklungen 'ohne"Befruchtungen, wie bei vielen einzelligen Orga-
nismen. Es war anzunehmen, dass dasselbe Moment, welches die
Entwicklung bei der Befruchtung auslést, auch die ungeschlechtliche
Entwicklung auszulosen bestimmt ist. Die sog. Abhebung der
Dotterhaut ist bei den Echinodermen eine so stéindige Begleit-
erscheinung bei der Einleitung der Befruchtung, dass es nahe liegt,
sich zunichst mit der Entstehung. dieser Haut und ferner mit der
Frage zu beschiftigen, ob.die Bildung dieser Haut auch bei der
ungeschlechtlichen Entwicklung beobaehtet wird. Die von mir unter-
suchten Echinodermen-Eier besassen im befrnchteten und un-
befruchteten, im unreifen und reifen. Zustand stets eine Dotterhaut.
Falls dieselbe nicht bei entsprechender Vergrosserung nachzuweisen
ist, gelingt es durch™ rasche Zerstorung, Zerreiben, Zerschneiden,
Aufquellen im destillirten Wasser die Dotterhaut zu isoliren.

Wenn ich die schonendste Priparirungsmethode, den Zusatz
von verdinntem Seewasser oder von destillirtem Wasser anwandte,
s0 sah ich beim Eindringen von Wasser in das Innere feinste Proto-
plasmafiden vom FEicentrum nach der Dotterhaut sich. spannen.
Wenn diese Fiaden abrissen, so schnellten sie mit ihrem peripheren
Ende nach der Dotterhaut zuriick und blieben als feinste Kiigelchen
an der Innenfliche derselben haften.

Bei Essigsiurezusatz ist bei Asterias-Eiern eine radidre Strelfung
der Dotterhaut wahrzunehmen. Es wiirde somit hier eine dhnliche
Structur vorliegen, wie sie Retzius bei der Zona pellucida der
Sdugethiere beobachtet hat. Auch diese ist radiir gestreift und wird
von zahlreichen Porenkanilchen durchsetzt, in welche, solange das
Ei im Graaf’schen Follikel verweilt, feinste Fortsatze der Follikel-
zellen eindringen und mit dem Eiplasma verschmelzen. Feine radidre
Streifung hat Théel auch in der Dottermembran von Echinocyamus
pusillus beobachtet und nimmt an, dass dieselbe vorhandenen Pseudo-
podien entsprechen.

Falls bei Zusatz von destillirtem Wasser dieses nicht in das
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Innere des Dotterplasmas eindringt, kommt der Vorgang . der
Dotterhautspaltung zu Stande, wie wir ihn stets bei der Be-
fruchtung beobachten. Nicht ein Abheben der Dotterhaut
vom Protoplasma tritt bei der Befruchtung ein, sondern
eine Spaltung dieser Haut. Diese kommt dadurch zu Stande,
dass das contrahirte Protoplasma sich aus den feinsten Maschen der
ausseren Schicht der Dotterhaut ablost und die innere Schicht, an
der es mit den Plasmafaden haftet, mit sich zuriickzieht. Diese
Ablosung fithrt an der Stelle, an der die Befruchtung eingetreten ist,
und zwar zunachst rings win den hyalinen Befruchtungszapfen, dann
an der Ablosungsstelle desselben, spiter zuweilen in der ganzen
Peripherie des Eis zu Bilduug eines mit Flussigkeit gefiilltem Hohl-
raums und zum Aufquellen der Lamellen. Die sich stets vollziehende
_vollstandige Trennung beider Lamellen ist an einer feinen Kreis-
linie dicht innerhalb der dusseren Peripherie nachweisbar.

Wasseraufnahme hei der Befruchtung.

Die aufgenommene Flissigkeitsmenge ist eine verhaltnissmissig
betriachtliche. Bei Strongylocentrotus 1. betrigt sie nach meinen
Beobachtungen nicht selten ein Drittel des Gesammtvolumens
des Eis. Das Volumen des Protopiasma verdndert sich hierbei
nicht. Das Protoplasma nimmt also bei der interlamelliren Spaltung
der Dotterhaut weder nachweishar sofort Flussigkeit auf noch gibt
es solche ab.

Aus vorstehend mitgetheilten Thatsachen geht mit Sicherheit
hervor, dass diese Flissigkeit aus dem Wasser der Umgebung
stammt. Die erhebliche Volumzunahme des Gesammteis, das Constant-
bleiben des Volumens des Protoplasmas heweisen, dass das Ei
wihrend des Zeitpunkts der Befruchtung aus seiner
ausseren Umgebung Wasser aufnimmt. Wie kommt diese
Wasseraufnahme bei der Befruchtung zu Stande?

Bei der Geschwindigkeit des Eintritts der Flussigkeit und dem
Finstromen derselben in das Ei-Innere konnen nur mechanische
Ursachen in Frage kommen und scheint die Apnahme eines ge-
ringeren Binnendrucks, einer Ansaugung des Wassers durch das sich
retrahirende Protoplasma allein ibrig zu bleiben. Da die auf-
gesogene Wassermenge uns in allen Fallen zu gross erscheint, um
dureh eine einmalige Retraction in das Ei beférdert zu werden, so
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liegt die Deutung nahe, dass in Folge des Baus der Dotterhaut ein
Rucktritt des Wassers nicht moglich ist und durch Wiederholung
der Retraction ein immer grosseres Quantum Flussigkeit aufgesogen
wird, Beim Wiederausdehnen des Protoplasmas muss die inter-
Jamellare Spaltung an der ganzen Eiperipherie zu Stande kommen.
Ob und in welcher Weise die Verhiltnisse an der Eintrittsstelle der
Spermien die Wasseraufnahme beginstigen, wird bei Besprechung
des Baues der Spermien beriicksichtigt werden.

Man konnte die #ussere Eischicht, solange das Protoplasma aus
ihr sich noch nieht zuriickgezogen hat und sie daher noch nicht
sichtbar geworden ist, als membranogene Schicht bezeichnen. Alle
Beobachtungen deuten darauf hin, dass diese Schicht von der
ansseren Umgebung in ihrer Struetur abhiingt. Ihre Widerstands-
fahigkeit erleidet bei #dlteren Eiern sichtlich Einbusse. Morgan
beobachtete bei Sphaerechinus, dass iiberreife Eier leichter zerschuttelt
werden konnten, was bei dieser Art sonst nur nach der Besamung
eintritt. Die von O. Hertwig gemachte Beobachtung, dass
Kreuzungen bei den Echiniden am leichtesten dann zu bewirken sind,
wenn eine Ueberreife der Eier eingetreten, konnte ebenfalls auf
dieses Moment oder auch auf die zunehmende Diffusion der Siure
der Schleimhille in das umgebende Seewasser event. auf ein
Zusammenwirken beider Umstinde zuriickgefithrt werden. Bei der
ersten Furchung kann man hiufig eine von der dusseren Membran
durch das aufgenommene Wasser abgetrennte innere Membran unter-
scheiden, welche letztere sich als eine die beiden Furchungskugeln
verbindende Achterfigur abzeichnet. Zwischen beiden befindet sich
der interlamellire Raum, ausserdem sind noch die beiden membrano-
genen Schichten der beiden Furchungskugeln vorhanden. Es gelingt
an den durch Schiitteln isolirten Blastomeren des Eis eine #ussere
Membran durch Zusatz von destillirtem Wasser nachzuweisen. Fast
itberall dort, wo das Cytoplasma der Blastomeren mit einem iusseren
Medium in Berithrung gerath, kann man die Bildung einer derartigen
Membran beobachten. Nach den Versuchen von Pouchet und
Chabry, die bei Echinidenlarven in kalkfreiem Seewasser ein Aus-
bleiben der Kalknadelbildung beobachtet hatten, war von Herbst,
Driesch und Morgan gefunden, dass der Verband membranlos
geschiittelter Eier, falls kein Calcium im Seewasser vorhanden, auf-
gelockert wird. Ich wiederholte diesen Versuch bei Eiern von
Strongylocentrotus 1., die ich einige Minuten nach Besamung durch
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Schiitteln ihrer Membran beraubt und, einem #hnlichen Versuch von
Herbst folgend, in eine Mischung von 3o NaCl, 0,10 RCI, 0,5 %o
MgS0, und MgHPO, gebracht hatte. Als die Furchungszellen auf-
gelockerten Verband zeigten, setzte ich ihnen destillirtes Wasser zu
und beobachtete sie unter dem Mikroskop. An dem zum Theil durch
deutliche Zwischenrsume getrennten Blastomeren konnte ich ver-
mittelst dieser einfachen Methode ohne Firbung feststellen, dass
feinste Protoplasmafiden von der einen Blastomere zur anderen sich
spannten. Durch Neutralrothfirbung gelang es, diese Fiden deut-
licher darzustellen.

Die Kalksalze fehlen bei diesen Versuchen iibrigens nur in der
ausseren Umgebung, da, wie oben gezeigt wurde, das Ei selbst Kalk-
salze enthilt. Bei Extraovatbildung habe ich beobachtet, dass das
Extraovat im Contact mit dem Seewasser eine Membran bildete, und
dass durch diese Membran eine neue Dotterblase sich ausstiilpte, welche
wiederum durch eine Membran vom Seewasser abgegrenzt war. Diese
Membranen waren durch Faltelungen, die sie zeigten, deutlich erkenn-
bar. Auch nach Verletzungen des Eies oder der Blastomeren sehen
wir Membranbildung eintreten. Die Erscheinung, dass vom
Blastulastadium ab die einzelnen Zellen leichter mit einander ver-
schmelzen, weist auf Verschiedenheiten in der Structur der Zellen-
peripherie vor und nach dem Blastulastadium und Abnahme der
Widerstandsfahigkeit hin. Am resistentesten erscheint die Dotterhaut.
Die Annahme einer Kittsuhstanz zwischen den einzelnen Blastomeren
wird durch keine Wahrnehmungen gestiitzt und widerspricht der un-
gemeinen Wandlungsfihigkeit der Blastomeren und der Moglichkeit,
ohne Weiteres mit einander zu verschmelzen. Die plastischen Kriifte
kiitmmern sich um keine Zellengrenzen, wie Whitman bemerkte;
Hammar glaubte eine protoplasmatische Verbindung zwischen
den einzelnen Zellen bei Echinodermen, Klaatsch bei Amphioxus,
beobachtet zu haben. Im Abschnitt @ber die Form der Spermien
habe ich darauf hingewiesen, dass schon die so verschiedenarticen
Gestaltungen der Samenfiden fiir verschiedene Structuren der Ei-
membranen sprechen,

Kine Abspaltung der mewbrandsen von der membranogenen
Schicht gleichzeitic mit der Aufnahme eines grosseren Quantums
Flussigkeit, die eine Quellung des ganzen Eies bedingt, fand ich zu-
weilen auch vor dem Beginn der parthenogenetischen Entwicklung
bei Asterias gl.; im Uebrigen beobachtete ich in diesem Zeitabschnitt
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bei allen drei Echinodermen nur ein missiges Aufquellen oder an-
scheinendes Fehlen der Dottermembran. H. Przibram, H. G.
Brown’s Classen und Ordnung des Thierreichs. 54—57. Lieferung
8. 1222, bemerkt, dass bei parthenogenetisch sich entwickelnden Eiern
die dicke Dotterhaut fehle. Das Gebilde, das bei der Befruchtung als
abgehobene Dotterhaut bezeichnet wurde, ist, wie erwihnt, die wasser-
aufnehmende Schicht, Dieses Wasser wird bei der interlamelldren Spal-
tung auf einmal aufgenommen — es dient als Reserve, wihrend es bei
der parthenogenetischen Entwicklung allméhlich aufgenommen wird.
Auch mochte es scheinen, als ob die parthenogenetisch sich ent-
wickelnden Eier weniger Wasser aufnihmen als die befruchteten
Eier. Die parthenogenetisch entwickelten Larven schwimmen am
Grunde, bleiben also specifisch schwerer, auch entwickeln sie sich
langsamer und erscheinen im Durchschnitt etwas kleiner als die durch
Befruchtung entstandenen Larven. Die Wasseraufnahme ist somit
ein deutlich erkennbares gemeinschaftliches Moment, das Befruchtung
und Parthenogenese mit einander verbindet, und halte ich mich auf
Grund dieser Befunde bei den untersuchten Echinodermen zum Aus-
sprechen des Satzes berechtigt:

Die Entwicklung des reifen Eies wird durch Wasseraufnahme
ausgelost.

Sperma und Conjugation.

Die Frage nach der Herkunft und Structur der Dotterhaut
musste der weiteren Erorterung itber dep #usseren Befruchtungs-
vorgang vorausgeschickt werden. Es war im Eingang ausgefiihrt
worden, durch welche Vorginge die Spermien an das Ei heran-
gebracht und dort festgehalten werden, bis eine Verschmelzung des
beiderseitizen Plasmas eintritt; ferner wie Kopf und Mittelstiick der
gelahmten und ihrer Bewegungsapparate beraubten Spermien in das
Innere des Eies hineingebracht werden. Bisher ist nur von der Ver-
schmelzung des Cytoplasmas des Eies mit dem Kopf der Spermien
die Rede gewesen.

Die Frage blieb offen, welcher Antheil des Spermakopfes in
die Verschmelzung eintritt. Bekanntlich entstammen die Spermazellen
bei den Echinodermen den grosskernigen Urkeimzellen oder Sperma-
togonen, welche die spharischen Endverzweigungen der Hodenschlauche
auskleiden. Die Spermatogonen theilen sich zu den sog. Sperma-
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tocyten, aus welchen durch weitere Bildung die Spermien resp.
Spermatazoén entstehen. Der Nuecleus weist bei Strongylocentrotus
lividus 4 u, der Nebenkern 2 u auf, die Schwanzlinge betrigt 60 w.
Nach Field ist der Kopf und das Mittelstack der Echinodermen-
spermien von einer Hillle umgeben, die ebenso wie das Schwanzstiick
von Cytoplasma der Sperniatiden abstammt. In der vom Cytoplasma
abstammenden Spitze des Spermakopfes ist ein Centralkorperchen
wabrzunehmen, das auch in den sog. Perforatorien vieler anderen
Spermakdopfe, nach Retzius auch denen des Menschen festgestellt wurde.
Iech konnte mir dies Centrosoma bei Asterias gl., das im Durchmesser
1,3 u gross ist, durch die von Field empfohlenen Dahlia-Methylgriin-
farbung immer deutlich sichtbar machen. Centrosoma der Spitze
und Mitosoma werden violett, der Nucleus grun. Jodzusatz zum
Seewasser fiarbt alle diese Theile deutlich gelb. Durch verschiedene
Behandlungsmethoden ist der directe Zusammenhang des vorderen
mit dem hinteren Centrosoma nachgewiesen. Field sagt hieriiber:
»In the case of spermatozoon killed by osmic vapor the nucleus
after a time swells and bursts leaving the spherical hygly refringent
centrosome and also the ,Nebenkern“ intact.“ Das Centrosoma an
der Basis des Kegels hiangt mit dem Centrosoma der Spitze durch
eine continuirliche dem Cytoplasma angehdrende Schicht zusammen
und ist vom Kern abzutrennen.

Wenn auch der Dimorphismus der Geschlechtszellen zu einer
ganz verschiedenen Ausbildung des jeweiligen protoplasmatischen
Antheils gefithrt hat, so sind doch die kinetischen Centren des
Protoplasma vorhanden, und auch der Schwanzfaden hat proto-
plasmatischen Charakter. Dem Spermatozoon kann man auf Grund
seiner Entstehung und seiner Structur die Bezeichnung einer Zelle
nmit Kern, Protoplasma und Centrosoma nicht verweigern. Field
hatte angenommen, dass das Centrosoma der Spermie, welches die
Bildung der ersten Astrosphiire im Protoplasma des Eies hervor-
ruft, dieses an der Spitze der Spermie befindliche Centralkorperchen
sei. Nach Boveri, Wilson und Matthews licgt indess dieses
Centrosoma an der Basis des Kegels, und dreht sich der Spermakopf
nach dem Eintritt in das Ei derart, dass seine Basis centralwirts zu
liegen kommt. Nach den von mir beobachteten Verschmelzungs-
vorgangen, an denen der Kern nicht unmittelbar, sondern zunichst
nur die Kernhiille Theil nimmt, ist eine Betheiligung des Central-
korperchens an der Spitze des Sperma bei dieser Verschmelzung
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unabweisbar. Nachdem der Samenkopf vom Protoplasmazapfen des
Eies aufgenommen worden war, konnte ich in einem Fall bei
Strongylocentrotus deutlich feststellen, dass das Centrosoma an der
Spitze des Spermakopfes verschwunden war. Erst spater entsteht
rings um das Ceuntrosoma der Basis des Kerns die erste Astrosphére.
Ich glaunbe hiernach dem vorderen Centralkdrperchen die Bedeutung
zuschreiben zu durfen, dass es bei der Verschmelzung die Vorginge
im Cytoplasma der beiden Geschlechtszellen auslost, welche den
Spermakopf in den hyalinen Befruchtungszapfen hineinbeférdern. Die
Formen der Spermakopfe vieler Thierclassen, wie sie in den Arbeiten
von Jensen,Ballowitz, v.Bardeleben, Field, Retzius und
Waldeyer wiedergegeben sind, zeigen héufig Spitzen, Spiesse auch
Widerhaken, und hat man daraus den meines Erachtens zu weitgehenden
Schiuss gezogen, dass die Kopfe mittelst dieser Spitzen sich einen Weg
in das Innere des Eies bahnen. Nach meinen Beobachtungen durfte es
sich wenigstens fiir eine grosse Anzahl von Thierarten nur darum handeln,
den Spermakopf in enge Verbindung mit dem Eiplasma zu bringen,
den Kopf zunichst an der Eiwand zu fixiren oder anzuhaken.
Die Kriimmungen und Widerhaken des Spermakopfs erscheinen im
anderen Fall zwecklos. Eine Kraft, die das Ei wieder nach riick-
wiirts aus dem Ei hinausbefordern konnte, ist ja nicht gegeben. Nach
der Festlegung in die feinen Liicken der Eimembran wirde der Aus-
tausch und die Verschmelzung zwischen dem an der Spitze befind-
lichen kinetischen Apparat des Samenfadens und dem Protoplasma
des Eies eintreten. Beobachtungen von Field machen es wahr-
scheinlich, dass letzterem Vorgang die Auflésung der &usseren Hiille
des agglutinirten Spermakopfes vorausgeht, Darum koénnen auch
die ,Perforatorien (Waldeyer) bei vielen Arten #usserst feine
und schwache, bewegliche Fiden an der Spitze des breiten Kopfes
oder feine Knopfchen, auch wohi stumpfe Stabchen sein und doch
ihren Zweck erfilllen. Beim Pferdespulwurm stellt die Spermie sogar
eine mit der breiten Basis nach vorn gerichtete Pyramide dar. Bei
Asterias z. B. stellen die betreffenden Spermien eine verhéltnissmassig
grosse Doppelkugel dar. Der Schwanzfaden ist bei den Spermien
im Verhaltniss zum Kopf fast immer enorm lang und dinn und wohl
geeignet, den verhaltnissmassig dicken Kopf in einer Flussigkeit vor-
wirts zu schrauben, nicht aber denselben durch die resistente Eiwand
hindurch zu treiben. Manche Spermien tragen statt einer Spitze
vorn nur ein rundes Knopfchen, das ebenfalls mit einer zum Ein-
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dringen bestimmten Waffe, einem Perforatorium, keine Eigenschaft
gemein hat. Bei den Wirbelthierspermien sehen wir eine ganze
Anzahl von Bildungen, bei denen von einem Bohr- oder Schneide-
apparat nicht die Rede sein kann, so, um einige Beispiele aus den
verschiedensten Thierclassen herauszugreifen, bei Perca fluviatilis, bei
Vanellus eristatus, bos taurus, vor Allem bei Metachirus guica. Auch
das Kopfstiick der menschlichen Spermie erscheint wenig zweckmissig
fir ein Bohr- oder Schneideinstrument gebaut zu sein. Sehr haufig
sind die Kopfe stark abgeplattet, so z. B. beim Stier, auch concav
= convex wie bei Perca fluviatilis und beim Menschen, so dass sie
zum Anschmiegen an eine Kugelfische wie vorbestimmt erscheinen. —
Die kugeligen Wimperzellen aus der Leibeshohlenflissigkeit der
Echiniden zeigen fast dieselbe Form, wie sie die Spermien derselben
Art aufweisen, so dass sie anfinglich fir diese gehalten wurden.
Erstere sind nur zur Fortbewegung, keinen Falls zum Eindringen in
ein Gewebe bestimmt, und wire es auffallend, wenn eine so
abweichende Bestimmung wie die des gewaltsamen Eindringens in den
Eikorper jedes morphologischen Ausdrucks gegenitber den Wimper-
zellen entbehren sollte.

Diese fur ein gewaltsames FEindringen ungeeigneten Formen
lassen sich indess sehr wohl aus den Functionen des Sperma erkliren,
wie sie wihrend der Befruchtungsvoreiinge bei den Kchinodermen
oben wiedergegeben wurden. Sie erscheinen durchaus geeignet zum
Anlegen an die Eiwand, wobei sie dem Eiprotoplasma eine mog-
lichst breite Flache zuzawenden im Stande sind. Wir wissen aus
den Untersuchungen O, Hertwig’s, dass die feinste Protoplasma-
briicke zwischen zwei Zellen geniigt, um diese als ein durchaus ein-
heitlich geleitetes Gebilde erscheinen zu lassen. Boveri und
Driesch heobachteten, wie zwei Zweifurchungszellen, die nur durch
einen dinnen Plasmafaden mit einander verbunden waren, sich durchaus
als einheitliche Zelle verhielten. Sobald zwischen den feinen Proto-
plasmafiden der Eihille und dem Spermakopf der Contact hergestellt
ist, ist damit die Verschmelzung der beiden Geschlechtszellen ent-
schieden. Wir wiirden daher die Befruchtung auch verhaltnissmassig
s0 hoch differenzirter Arten wie die der Echinodermen als eine mit dem
Vorgang der Conjugation oder Copulation wesensgleiche Vereinigung
der beiderseitigen Geschlechtszellen bezeichnen durfen. Es ist generell
genommen derselbe Vorgang, den wir bei den Urformen der ge-
schlechtlichen Zeugung, den niederen Algen, wie bei den Geschlechts-
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zellen der Infusorien, der Phanerogamen und der Thiere verfolgen —
Annéherung, Beriihrung und Verschmelzung des beiderseiticen Proto-
plasmas und der Kerpsubstanzen. Die auf ein oder beide Individuen
sich erstreckende Reducirung der Kernsubstanzen und der kinetischen
Centren des Protoplasmas lisst die Grundlage des Vorgangs unberiihrt.
Die Auffassung, als ob das eine Individuum sich in das andere hinein-
bohre, sich von ihm bis auf die typische Kernvereinigung gleichsam
verdauen lasse, ist meines Erachtens eine irrige, die nur den vor-
handenen, oft enormen Grossendifferenzen ihre Entstehung verdankt.
Wenn im Spermakopf das Protoplasma hiufig fast ausschliesslich auf die
Centrosomen reducirt erscheint, so konnten wir aus diesem Vorgang
eben die Consequenz ziehen, dass die Centrosomen den wesentlichen
Bestandtheil des Protoplasmas fortzupflanzen befihigt sind.

In Bezug auf die Conjugation der Algen mochte ich eine
Beobachtung von Sachs erwidhnen, der von den Samenfiden von
Eudorina elegans einer Volvocinee bemerkt: ,Sie kriechen his zu
den Eizellen vor und legen sich oft in Mehrzahl, nachdem sie an
denselben tastend herumgekrochen sind, an sie an.* Diese ,tastendem
Herumkriechen® ihnlichen Bewegungen beobachteten wir auch bei der
Befruchtung der Echinodermen-Eier. Das Bild, das Strasburger
von der Befruchtung von Fucus platycarpus gibt, zeigt in der Art
und Weise, wie sich die Spermatozoiden an die weibliche Zelle an-
legen, grosse Aehnlichkeit mit einem von wenigen Spermien be-
lagerten Echinodermen-Ei.

Nach Boveri kann bei Echinodermen die Vereinigung zweier
Geschlechtszellen erfolgen, ohne dass sich der Spermakern mit dem
FEikern vereinigt. Die Vereinigung beider Kerne trat erst im Acht-
zellenstadium ein. Beobachtungen wie diese, ebenso die bekannten
Experimente, die die Gebr. Hertwig und Boveri aber die Be-
fruchtungs- und Entwicklungsfihigkeit kernloser Eifragmente ange-
stellt, konnen iber die fithrende Rolle, welche die protoplasmatische
Vereinigung bei der Zellenvereinigung spielt, kaum im Zweifel lassen.
Wenn nach meinen Beobachtungen die Spitze des Samenkopfes dazu
dient, die erste Verschmelzung zu vermitteln, so liegt die Ver-
muthung nahe, dass die wechselnden Formen des Xopfes mit
der wechselnden Form der Eihautstructur, sowie mit der Auf-
gabe der Spermien in Verbindung stehen, Flissigkeitsaufnahme
seitens des Eies zu vermitteln. Dort, wo eine Mikropyle im Ei vor-
handen ist, wiirde bereits ein Weg fiir den Wassereintritt vorge-
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zeichnet sein, wo éine solche nicht existirt oder wo die Mikropyle,
wie bei Strongylocentrotus lividus nicht immer vom Samenfaden auf-
gesucht wird, wirde der Spermakopf gentigenden Zugang in das
Innere zu schaffen bestimmt sein. Der Grund, warum die Spermien
vom befruchteten Ei eher ablassen als vom unbefruchteten, finde ich
in der plotzlichen Ausdehnung des Fies. Wie die Intravitalfirbung
mit Methylenblau zeigte, schafft diese Ausdehnung in dem umgebenden
Schleimmantel zahlreiche Zuginge fir das Seewasser. Mit dem ein-
dringenden alkalischen Seewasser nimmt auch die saure Reaction .
der unmittelbaren Umgebung des Fies rasch ab.

Polyspermie.

Die sogen. Abhebung der Dotterhaut, d. h, die interlameilire
Spaltung im Ei als Folge des Wassereintritts findet bei Polyspermie
ebenso statt wie bei der Befruchtung durch ein Spermium. Diese
Abhebung kann also niebt vor Polyspermie schiitzen, wie bisher an-
genommen warde. Wirde es sich bei ,der Befruchtung um ein Ein-
dringen der Samenfiden handeln®, so konnten wir uns schwer vor-
stellen, wie ein gleichzeitiges Eindringen mehrerer Samenfiden aus-
zuschliessen wire. Nachdem gezeigt wurde, dass Ei und Sperma
bei der ausseren Befruchtung gleichmissig mitwirken, so ist zu ver-
stehen, warum normaler Weise Polyspermie nicht eintritt, und warum
durch Schiadigung des Protoplasmas, insbesondere durech lihmende
Agentien, wie sie O. und R. Hertwig u. A. anwandten, Poly-
spermie kiinstlich zu erzeugen war. O. Hertwig beobachtete, dass
die vor der Besamung auf 2—38° C. abgekithiten Eier nach /2 Minute
nur unvollkommen Abhebung der Dotterhaut und weit vorragende
Befruchtungshiigel zeigten und oft 2-—4 Samenfiden enthielten. Nach
zwei Stunden trat nach gelinder Erwarmung Polyspermie und Ab-
hebung der Dotterhaut ein. Diese Beobachtung ist dabin zu deuten,
dass die unter der Norm bleihende Contraction des geschiidigten
Cytoplasma zu geringe Zufuhr von Wasser und daher unvollkommene
Abhebung der Dotterhaut bewirkt. Die Gebriider Hertwig fanden
ferner, dass nach 0,2 %—0,5°/6 Chlorathydrat, nach Nicotinextract
1:200 his 1: 1000, nach Cocain 0,025 ¢/o—0,05 %0—0,1 %0 bei ver-
schieden langer Dauer der Einwirkung stets Abhebung und Poly-
spermie eintrat. Morphium in 0,0 % und 42 Stunden Dauer be-
wirkte keinec regelméassige Abhebung, aber sehliesslich
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doch iiberall Polyspermie, die indess niecht zur Weiter-
entwicklung fiuhrte.

Diese Beobachtung findet ihre Erklirung in meinen Ausfibrungen
iiber die Ursache der Entwicklung des Eies. Das Ausbleiben einer
interlamelldren Spaltung beweist, dass das Protoplasma unter dem
Einfluss des Morphiums wihrend der Verschmelzung mit den Sper-
mien sich ungeniigend contrahirt und daher zu wenig Flussigkeit
aufgenommen hatte. Die von einer ausreichenden Flussigkeitszufuhr
abhingende Entwicklung des Eies musste daher trotz der Aufnahme
der Spermien ausbleiben. Bei Morphiumlosung 0,0075 % und 10
bis 20 Minuten Dauer erscheinen fast alle polyspermen Befruchtungs-
hiigel hoch hervorragend. Bei 0,025 %o und 11 Minuten Dauer wurde
die Eihaut etwas verlangsamt abgehoben; am folgenden Tage fanden
sich am Boden liegende Blastulae. Bei 20 Miputen Dauer waren von
den entwickelten Blastulae nur wenige im Stande, die Eihaut zu ver-
lassen, und starben rasch ab. Letztere Erscheinungen weisen eben-
falls auf eine zu geringe Flussigkeitsaufnahme hin.

Kreuzungen.

Aeltere Asteriaseier, denen ich Arbaciasamen in frischem Zu-
stande zusetzte, zeigten keine Entwicklung. Als ich aber unter
dem Gesichtspunkt, dass die Befruchtung nicht durch ein actives
Eindringen der Spermie in das FEiinnere, sondern durch innigen
Contact eingeleitet wird — die gleich niiher zu beschreibende
Methode anwandte und zwei Tage alte Asteriaseier mit frischem
Arbaciasamen verrieb, erhielt ich Entwicklungen bis zum Blastula-
stadium und auch einzelne freischwimmende Gastrulae. Asterias-
eier und Strongylocentrotussamen auf dieselbe Weise mit einander
in Berothrung gebracht, ergaben einige erste Furchungen, die
aber auf Rechnung des mechanischen Reizes geschoben werden
konnten. Wenn Strongyloeentrotuseier mit Asteriassamen ver-
rieben wurden, erhielt ich sehr viel positive Resultate bis zur
Bildung von Gastrulae, die indess in der Mehrzahl der Faille
nicht frei, sondern am Boden schwammen. Dass es sich nicht um
eine aus mechanischen Ursachen entwickelte Parthenogenese handelte,
zeigte die rasche Entwicklung der Larven bei den befruchteten
Eiern, die der parthenogenetischen nahezu um 24 Stunden voraus-
zueilen pflegt.
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Befruchtung durch bewegungsloses Sperma.

Wenn ich den Eiern der mebrerwihnten Echinodermen Sperma
zusetzte, das vor 6—8 Stunden in Seewasser entleert war, und dessen
Spermien anscheinend ihre Beweglichkeit ganz oder fast ganz ein-
gebusst hatten, so trat keine Befruchtung ein, wenn auch ein dichter
Schwarm von Spermien alle Zwischenrdume zwischen den Eiern aus-
fullte. Wenn ich aber dieses Sperma unter sanftem Druck mit den
Eiern derselben Art verrieb, so trat bei allen Echinodermenarten
reichliche Befruchtung ein. Bei dem Verreiben oder Verrithren
durften die Eier nicht geschidigt werden. Als ich den Versuch
dahin ausdehnte, dass ich 16 Stunden alte Spermien von Arbarcia
unter Zusatz einer geringen Menge Pepsin centrifugirte und jetzt
die von dem Schwanze befreiten Kopfe mit frischen Eiern verrieb,
erhielt ich wiederum eine grossere Anzahl positiver Befruchtungs-
resultate, dabei auch viele Misshildungen. Unter starkem Druck
zerriebenes Sperma starb ab. Als ich altere Spermamasse von
Arbacia, in der die Spermien villig unbeweglich waren, mit frischen
Eiern verrieb, wurden dieselben simmtlich befruchtet. Blosser Zu-
satz des betr. Sperma hatte keine Befruchtung zur Folge. Sperma
von Arbacia, das ich am 23. Januar 1903 Abends gewonnen und
centrifugirt hatte, wurde am 24. eingerieben und erfolgte am 25.
allgemeine Entwicklung. Als ich altere Kier von Arbacia pustulosa
mit einem verhdltnissmissiz sehr grossen Quantum von reinem,
frischem Sperma derart verrieb. dass die Eier nicht geschiadigt er-
schienen und das Sperma noch villig beweglich war, trat keine Be-
fruchtung ein. Erneute Untersuchungen dieser Thatsache konnte ich
leider nicht mehr anstellen. Die Deutung, dass das alkalisch reagirende,
im Uebermaass verriebene Sperma die saure Reaction der Eier
beseitigen wiirde, wiirde, falls die Eier iiberhaupt noch befruchtungs-
fahig gewesen, Vieles fir sich haben. Nachdem gezeigt worden ist,
dass die Bewegung des Schwanzfadens nur dazu dient, den Sperma-
kopf unmittelbar an das Protoplasma des Eies heranzubringen, wahr-
scheinlich auch noch durch Hin- und Herreiben des Kopfes das Zu-
standekommen der protoplasmatischen Conjugation zu unterstitzen,
hat die Befruchtung durch Spermakopfe allein nichts Unerklarliches
mebr. Wenn die isolirten Kopfe mit dem FEi verrieben wurden, so
fand ein ahnlicher Vorgang statt, wie wir ihn bei der Befruchtung
festgestellt haben.
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Ich machte die Beobachtung, dass an den auf diese Weise be-
fruchteten Eiern die Interlamellirriume und auch die innere Lamelle
besonders deutlich und schon ausgeprigt war. Auch die Larven
Uberschritten die normale Grosse. Diese Befunde wiirden mit der
bei dieser Methode unausbleiblichen stirkeren Reizung des Plasmas,
also des mechanischen und Befruchtungsreizes, im Einklang stehen.
Der griosseren Wassermenge, die bei der Befruchtung in das Ei ein-
tritt, wiirden wiederum grossere Larven entsprechen.

Vernon beobachtete, dass die Befruchtung frischer Eier mit
nicht frischem Sperma grossere Eier ergab als das umgekehrte Ver-
fahren. Er fand ferner, dass Befruchtung bei 17°—22° C. und
Befruchtung in concentrirten Losungen zur Entwicklung grosserer
Larven, dagegen Befruchtung bei einer Temperatur von 8° C.
kleinere Larven als normale erzielen lasst. Frische Eier sind eben
erregbarer auf den Befruchtungsreiz als dltere Eier; bei 17°—20° C,
und in concentrirteren Losungen sind sie ebenfalls erregbarer, wihrend
das Umgekehrte bei niedrigeren Temperaturen stattfindet. Die Er-
regbarkeit des Protoplasmas durfte aber die Grosse der Wasser-
aufnahme bestimmen.

Zur Intravitalfirbung der Eier.

In einer Mittheilung iiber Methylenblaufirbung hatte ich darauf
aufmerksam -gemacht, dass die Anwesenheit von Haloidsalzen bei
bestimmten Temperaturen die Auflosung des Farbstoffes verhindert,
und dass sich noch ausserordentlich kleine Mengen von Haloidsalzen
durch diese Reaction nachweisen lassen. Methylenblau (chemisch
rein und chlorzinkfrei) und Neutralroth reagiren in derselben Weise
den betreffenden Salzen gegeniiber. Bismarckbraun und Thionin farben
schon weniger scharf. Ich schiittelte eine Quantitit Methylenblau
wiederholt mit Seewasser, das durch Essigsiurezusatz neutralisirt
war, und erneute das Seewasser so lange, bis sich der Farbstoff nicht
mehr aufloste. In einem Uhrgldschen mit Seewasser, das auf 109 C.
abgekithlt war, befanden sich die Echinodermeneier. Nunmehr
schichtete ich einige Kornchen Methylenblau am Rande der Fliissig~
keit auf. Ich konnte jetzt feststellen, dass zunichst nur lebende
Eier und Larven Farbstoff aufnahmen und sich leicht griin-
blau firbten, und zwar wurde der Farbstoff zunichst den reifen Eiern
zugefilhrt. Unreife Eier firben sich schwicher. Todte Eier und
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todte Larven blieben ungefirbt. Die Zufuhr des Farbstoffs muss auf
einer Stromung beruhen, die die feinsten Farbstoffpartikelchen, die
im Seewasser nicht oder kaum sichtbar werden, zu den Eiern hin-
fithrt. Wenn ich einen loslichen Stoff, ein Kérnchen Gummi arabicum
z. B., in das Seewasser legte, so entstand rings um das Gummi-
kornchen eine centrifugale Stromung, die es verhinderte, dass der
Farbstoff zu den Eiern gelangte. Die lebenden Eier erschienen in
der Gegend des Kerns nicht dunkler, sondern heller. Die Farbung
des lebenden FEies beschrinkt sich zunichst auf die Granula. Auch
frei schwimmende Gastrulae firben sich, wihrend abgestorbene sich
nicht farben. Das Methylenblau farbt bei der angewandten Kornchen-
farbmethode nur alkalisch oder neutral reagirende, nicht sauer
reagirende Substanz. Die Folgerung, dass die Granula alkalisch
oder neutral, der Dottersaft sauer reagirt, dirfte somit viel Wahr-
scheinlichkeit fiir sich haben. Ist iin Seewasser bereits mehr Farbstoff
angehauft, so findet man, dass verletzte Eier sich rasch intensiv farben.
Wenn wir aber einige Zeit verstreichen lassen, und das Wasser sich
erwirmt, so dass grossere Mengen von Methyleublan das Seewasser
farben, so bemerken wir, dass jetzt der Vorgang langsam umkehrt
und der Farbstoff sich am meisten in den abgestorbenen Eiern, ferner
in Eiern, die dem Absterben nahe sind, und auch in den lebenden
Eiern nicht in der Peripherie, sondern im Centrum anhauft. Reife
und unpreife Eier unterscheiden sich jetzt kaum wesentlich in der
Farbung. Todte Eier und todte Larven firben sich tiefblau. Die
Schleimschicht nimmt immer nur die Farbung des uingebenden Wassers
an. O. Hertwig beobachtete, dass diejenigen Eier bei der Fort-
entwicklung am weisten geschidigt erschienen, die am intensivsten
gefarbt waren. Vielleicht nebmen die weniger lebensfihigen Eier
auch grosserc Mengen von Farbstoff anf. Die Aufnahme des Farb-
stoffes geht mit der Aufnalime des Seewassers parallel.

Withrend bei der Untersuchung mit gewaschenen Farbstoff-
kornchen die protoplasmatischen Stréomungen die Farbstoffansamumlung
zu Stande kommen lassen, scheint spiter fir die Aufrnahme des ge-
nannten Farbstoffs die Reaction des Objekts das wichtigste Moment zu
sein. Wenn ich die Eier auf irgend eine Weise reizte, gleichgultig,
ob auf galvanischem oder chemischem Wege, so dass eine Contraction
des Eiprotoplasmas eintrat, so beobachtete ich hei dem Zusatz von
Methylenblau in Form gewaschener Kornchen, dass die gereizten

Eier noch keine Farbung angenommen hatten, wahrend die zuerst
E. Pfliger, Archiv fir Physiologie. Bd. 97. 6
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gereizten Kier bereits eine Farbung erkennen liessen. Methylenblau
wirkte labmend auf die Spermien ein. Als ich aber bei Strongylo-
centrotus unter den oben angegebenen Verhiltnissen den Eiern von
der einen Seite Spermien, von der anderen Seite Methylenblaukornchen
zusetzte, gelang es wiederholt, dort, wo die Befruchtung nicht gestort
wurde, eine deutliche, nur auf den Interlamellirraum beschrinkte,
grimblaue Fiarbung festzustellen.

Entwicklung bei der Parthenogenese und lebenserhaltende Reize.

Auch die parthenogenetische Entwicklung kommt nachweisbar
nur durch Flussigkeitsaufnahme zu Stande. Es ist schon wiederholt
die Vermuthung ausgesprochen worden, dass . die Parthenogenese
durch Reizwirkungen zu Stande kommt, ohne dass man in das Wesen
des Vorgangs niher eingedrungen wire. Einige Forscher, Loeb
und Morgan, suchten den Grund zur Auslésung der partheno-
genetischen Entwicklung sogar in der Wasserabgabe. Eine Be-
obachtung, die ich bei der Behandiung von reifen Eiern von Asterias
glacialis mit destillirtem Wasser machte, gibt den Schliissel zur
Losung dieses Problems. Eier, die vorher durch #ussere Agentien
(mechanische, chemische, elektrische, thermische und Lichtwirkungen)
gereizt waren, blieben bei Zusatz von destillirtem
Wasser mehrere Minuten und linger erbalten und
zeigten sich, in Seewasser gebracht, lebens- und befruchtungsfihig,
wiahrend die nicht gereizten Eier aufgequollen und
zerfallen waren. Ich erhielt also bei der Eizelle dasselbe Re-
sultat, das ich bei der Aplysia in toto nach Entfernung des Basal-
ganglions erhalten hatte. Zu diesen lebenserhaltenden Reizen gehorte
auch die Befruchtung. Befruchtete Eier wurden von
destillirtem Wasser spiater zerstort alsunbefruchtete.
Man konnte diese Thatsache durch den Umstand erkliren wollen,
dass die verinderte Beschaffenheit der Dotterhaut die Ursache dieses
verschiedenen Verhaltens wiire. Diesem Einwurf ist entgegenzuhalten,
dass auch Eier, deren Membranen durch Schiitteln beseitigt wurden,
sich ebenso dem destillirten Wasser gegeniiber verhielten, und dass
die Befruchtungsfahigkeit der unbefruchteten Eier in Folge des Ein-
flusses der erwihnten Agentien sich nicht #nderte. Ferner beweisen
dies meine Versuche an Erythrocyten und Leukocyten. Ieh mochte
beziiglich des Aufquellens der Eier noch erwihnen, dass die nicht ge-
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reizten Eier bei destillirtem Wassersich vorwiegend voneinem bestimmten
Punkt aus auflosen, wihrend die gereizten Eier sich von der ganzen
Peripherie aus auflosten. Als lebensverlingernde Reize erzeigen sich
alle Arten von Agentien, die auch fiir die Erzeugung der Parthenogenese
wirksam waren. Bei den Eiern von Arbacia p. war nach einer
halben Minute Galvanisirung der Reizzustand, nach zwei Minuten die
Erschlaffung festzustellen. Bei Strongylocentrotus 1. trat der Reiz-
zustand schon nach etwa einer Drittelminute ein. Bei Fiern von
Asterias gl. und auch bei Larven derselben Art dagegen musste ich etwa
zwei Minuten lang den galvanischen Strom einwirken lassen, um einen
deutlichen Reizzustand zu erzielen, und war die Erschlaffung des
Eies erst nach sechs Stunden eingetreten. Diese Erschlaffung, unter
welcher ich den Zustand verstehe, bei welchem das destillirte Wasser
rascher in das Ei eindrang als bei Controleiern, zeigte erst nach
circa acht Stunden ibr Maximum. Ich legte mir die Frage vor, ob
dieses verschiedene Verhalten gegeniiber dem destillirtem Wasser nicht
als Maassstab fir den vorhandenen Reizzustand des Eiprotoplasmas
verwandt werden konnte, und ob nicht Untersuchungen nach dieser
Richtung weitere Aufschliisse ither das Wesen der Parthenogenese zu
geben im Stande seien. DBei allen Agentien, die ich anwandte, er-
hielt ich immer wieder das Resultat, dass die Eier sich nur dann
parthenogenetisch entwickeln, wenn sie einen bestimmten Zeitraum
hindurch der Einwirkung der Ausseren Agentien ausgesetzt und dann
in Seewasser gebracht waren. Erst nachdem sie sich einige Zeit
wieder im Seewasser befunden hatten, begann die parthenogenetische
Entwicklung.

Wodureh unterscheiden sich die so behandelten Eier unmittelbar
nach der betreffenden Behandlung und nachdem sie einige Zeit im
Seewasser gelegen hatten, von normalen Eiern? Wenn beispielsweise
nach der Behandlung mit verdiinnter Essigsiure die parthenogenetische
Entwicklung auch erst nach sechs bis acht Stunden Aufenthalt im
Seewasser eintrat, so musste die Wirkung des chemischen Agens doch
schon bei der Entfernung aus demselben vorhanden sein. Ich lasse
das Protokoll oines solchen Versuchs folgen:

Asterias glacialis- Eier wurden, nachdem bei den meisten das
zweite Polkorperchen ausgestossen war, bei 18° C. um 4 Uhr in
400 g Seewasser gelegt, das mit zwei Tropfen concentrirter Essig-
siure deutlich angesiuert war, Um 4 Ubr 40 Minuten wurden die

Eier mit Seewasser abgespilt, dann ein Theil in destillirtes Wasser
6*
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gelegt. Sie quollen circa zwei Minuten spater auf als Controleier.
Um 6Y¢ Uhr trat das Aufquellen ebenfalls circa zwei Minuten spiter
auf als bei den Normaleiern. Um 10 Uhr stellte ich fest, dass das
Volumen der vorbehandelten Eier im Seewasser grosser war als das
gewohnlicher Asteriaseier. Nunmehr quollen die Essigsiure- Eier
gleichzeitig mit den Controleiern auf. Es traten tiberall in ersteren
die in der membranogenen Eihiille enthaltenen Protoplasmaeinschliisse
vor. Das Ei war wie von einer Corona von unzihligen Perlchen, die
rasch immer grosser wurden, eingefasst. Nach 40 Minuten hatte also
der Einfluss der Essigsiure einen Reizzustand zur Folge, nach zwei-
stundigem Aufenthalt im Seewasser war der Reizzustand noch vor-
handen, nach finfstindigem Aufenthalt in Seewasser war er an-
scheinend verschwunden, die Wirkung der Essigsaure auf die Dotter-
haut hatte indess zur Folge, dass in destillirtem Wasser die feinen
Protoplasmafiden sichtbar wurden. Die protoplasmatischen Einschliisse
hatten sich imbibirt, wie der zahlreiche Austritt desselben bewies.
Bei der Parthenogenese also wie bei der Befruchtung wird der Beginn
der Entwicklung durch Wasseraufnahme bezeichnet. Die der Partheno-
genese auslosenden Agentien bewirken ausnahmslos zuerst einen Reiz-
zustand, der nach lingerem Aufenthalt im Seewasser schwindet und
zu eiper Lahmung des Eiplasmas fithrt, das sich mit Wasser imbibirt.
Beim Zusatz von destillirtem Wasser quellen die erschlafften und
erweiterten Protoplasmafiden aus der Eiperipherie hervor, wahrend
das Innere des Eies dem eindringenden destillirten Wasser noch
Widerstand leistet. Die Widerstandsfahigkeit der verschiedenen Eier
gegenitber der Essigsiure ist eine sehr verschiedene. Arbaciaeier,
die nur eine Viertelminute in der erwihnten Flissigkeit (1 bis
2 Tropfen Essigsiure zu 300 g Seewasser) verweilen, werden resistent
gegen destillirtes Wassers. Lisst man aber die Eier eine Minute in
dem angesiduerten Wasser, so losen sie sich nach Zusatz von
destillirtem Wasser sofort in demselben auf. Von besonderem Interesse
ist unter diesen Umstinden die Wirkung des destillirten Wassers
auf die Hervorrufung der Parthenogenese. Wenn Asterias glacialis
etwa eine Minute, Arbacia und Strongylocentrotus eine Viertel- bis
eine halbe Minute in destillirtes Wasser gebracht und dann in See-
wasser versetzt wurden, so folgte bei Asterias eine grossere Anzahl,
bei den anderen Artea hiéufig ein kleiner Procentsatz von partheno-
genetischen Entwicklungen. Bei vielen Eiern kam es nur zu dem
Furchungsstadium, eine grossere Anzahl entwickelte sich stets bis zur
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Blastula und freischwimmenden Gastrula. Die Entwicklung unter dem
Einfluss des destillirten Wassers erscheint abweichend von der sonstigen
Parthenogenese als ein Analogon der durch Befruchtung hervorgerufenen
Entwicklung. Es kam hier hiaufig zur Bildung der Dotterhaut und
Bildung eines interlamelliren Raumes, Die Bedeutung der Wasser-
aufnahme fur die Entwicklung ist damit besonders deutlich erwiesen.
Von Wichtigkeit ist es, dass dies Experiment einen gewissen
Anhalt tber die Beschaffenheit des Wassers gibt, das die Befruchtung
auszulosen im Stande ist. Wir konnen aus diesem Versuche schliessen,
dass der Eintritt von stark verdiiunten Losungen die Entwicklung
hervorzurufen im Stande ist, und die Annabme gewinnt an Wahr-
scheinlichkeit, dass unter pormalen Bedingungen die Salze des See-
wassers mehr oder minder vom Kintritt in das Ei zurtickgehalten
werden. Wir missen ferner annehmen, dass eine schwach saure
Beschaffenheit des eintretenden Wassers der Entwicklung mindestens
nicht schédlich ist, da das den Eiern zugesetzte destillirte Wasser
unter dem Einfluss des sauren Schleims der Eihillle schwach saure
Reaction zeigte. Wir konnen vermuthen, dass das Seewasser beim
Passiren der stark sauren Schleimhiille von seiner Alkalescenz stark
einbiisst, wenn es nicht neutrale oder saure Reaction annimmt.

Kiinstliche Erzeugung der Parthemogenese.

Nachdem sich mir fur die Krklarung parthenogenetischer Ent-
wicklung ein einheitlicher Gesichtspunkt ergeben hatte, habe ich eine
grossere Reihe von Agentien nach dieser Richtung gepruft. Ich muss
die Wirkuug des Temperatureinflusses auf die Parthenogenese allen
anderen Versuchen vorausschicken, da alle anderen dadurch beein-
flusst werden. Die Versuche wurden stets an allen drei oben ge-
nannten Echinodermen angestellt, Als ein sehr geeignetes Object
fur meine Versuche erwiesen sich die Eier von Asterias glacialis,
da diese verhdltnissmissig widerstandsfahig sind und bei ent-
sprechender Temperatur zur natiirlichen Parthenogenese neigen. Ich
darf hier bemerken, dass ich die Angaben Viguier’s fiber natiir-
liche Parthenogenese von Arbacia pustulosa und Strongylocentrotus
lividus nicht ohne Weiteres mit Loeb verwerfen kann. Die von
v. Uexkiull in Daar-es-Salaam angestellten sorgfaltigen Unter-
suchungen zeigen erhebliche Abweichungen in der Lebensthitigkeit
der Echinodermen gegeniiber solchen an anderen Beobachtungsorten.
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Welche phylogenetischen Differenzirungen beziiglich der ersten Ent-
wicklung bei den unter den hoheren Temperaturen der afrikanischen
Kiiste beobachteten Thieren stattgefunden haben, konnen nur
weitere Beobachtungen klarstellen. Uebergiessen von reifen Asterias-
eiern in 18 ° C. kalten Schalen mit 34° C. warmem sterilisirtem
Seewasser rief wiederholt parthenogenetische Entwicklung hervor.
Ausser vielen Zerfallserscheinungen beobachtete ich wiederholt Ent-
wicklungen bis zum Blastulastadium. In einem Fall kamen die
Eier nicht tber das Morulastadium hinaus, im anderen Falle sah
ich ausschliesslich Zerfallserscheinungen. Die in Wasser von 34° C,
gebrachten Eier zeigten Reizerscheinungen, sie losten sich spéter in
destillirtem Wasser auf als' die Controleier. . Bei Strongylocentrotus
und Arbacia erhielt ich negative Resultate. Dreistiindige Abkithlung
bis auf 3 upd 4 ° C. rief mehrere Stunden nach Riickversetzung bei
Asterias und Arbacia regelméssig zahlreiche Entwicklung hervor, wie
dies Morgan, Loeb und Greeley bereits beobachtet hatten. Von
- mechanisch wirksamen Mitteln erwihne ich der Ruttelversuche.
Viertelstiindiges Ratteln am Riittelapparat des Neapeler Instituts
todtete sammtliche Eier der drei Arten ab, wie man durch die Zerfalls-
erscheinungen feststellen konnte, wihrend die Spermien der be-
treffenden Arten ein einstiindiges Rutteln ohne Schaden ertrugen.
Schwaches Riitteln von wenigen Minuten bewirkte vereinzelte partheno-
genetische Entwicklung. Die Versuche von Loeb und Morgan
wurden ‘damit bestitigt.

Bei Galvanisirung der Eier erhielt ich folgende Ergebnisse:
Constanter Strom von einer Minute Dauer bei Gebrauch von zwei
kleinen Chromsaure - Elementen bewirkte bei Asterias partheno-
genetische Entwicklung zahlreicher Eier. Nach Einwirkung von
zwei Minuten Dauer trat noch reichliche Parthenogenese ein, dabei
zeigten sich unregelmissige Furchungen. Die meisten Eier kamen
nicht tiber das 32 Zellenstadium hinaus. Die zwei Minuten galvani-
sirten Blastulae und Gastrulae blieben in der Entwicklung zuriick.
Galvanisirung von finf Minuten Dauer zerstorte Eier und auch
Larven. Der Inductionsstrom war anscheinend ohne Einfluss auf Eier
und Larven.

Ich mochte hier gleich erwihen, dass bei zwei Minuten gal-
vanisirten, dann besamten FEiern wenig Befruchtung und
viel Zerfall eintrat. Wenn die Eier nur eine Minute vor der Be-
fruchtung galvanisirt waren, so folgte gute Entwicklung. Der Ein-
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fluss von coneentrirtem Sonnenlicht war bei Ausschaltung der Wirme-
strahlen durch Alaunlosung bei Asterias bei einstiindiger Einwirkung
nur undeutlich nachweisbar. Es traten bei Asterias einige Furchungen
auf, die nicht tiber die ersten Stadien hinausgingen. Bei Arbacia
und Strongylocentrotus erhielt ich negative Resultate.

Versuche mit Sperma-Extractivstoffen bei Asterias gl.,
auf dessen Wirksamkeit Piéri, Dubois und Winkler aufmerk-
sam gemacht hatten, ergaben mir dasselbe negative Resultat, das
Cremer bei der Befruchtung von Forelleneiern in dieser Hinsicht
erhalten’ hatte. Ich hatte die Versuche bei Asterias, Strongylo-
centrotus und Arbacia angestellt und mich durchaus an die Vor-
schrifften Winkler’s (sein zuerst angegebenes Verfahren) gehalten.
Es war mir nicht moglich, einen Anhalt far die von dem Autor sup-
ponirten Wirkungen eines Enzymes zu finden. Der Spermaextract
war wirkungslos bei Asterias, Strongylocentrotus und Arbacia. Nach-
dem ich Vorstehendes bereits festgestellt, aber noch nicht verdffent-
licht hatte, hat W. F. Gies (Amer. Journ. of. Physiol. vol. 6
p- b3—76) eine eingehende Mittheilung verdffentlicht, in der er nach-
weist, dass kein spermatogenes Enzym im Extract vorhanden, auch
kein Zymogen im Samen nachweishar ist. — Zusatz von zerriebener
Eimasse hielt die Reifung der Eier bei Asterias zuriick.

Von chemischen Agentien haben Andere und ich von
sauren wie alkalischen Losungen, von Salzen in vermehrter und ver-
minderter Concentration #hnliche positive Erfolge fir die Hervor-
rufung der Parthenogenese beobachtet.

Die gunstigen Resultate, die Delage von der Anwendung der
Kohlens#&ure gesehen, veranlassten mich, den Einfluss der
Essigsiure und der Citronensidure auf die Partheno-
genese zu prifen.

Es gelingt bei geeigneter Temperatur, 18—19° C., und den
nothigen Vorsichtsmaassregeln, dieselben giinstizen Erfolge, die Delage
von der Anwendung des Kohlendioxyd bei Asterias erhielt, durch
eine sterilisirte, mit Essigsiure angesiuerte Seewasserlosung zu er-
zielen, Hierzu geniigen ein bis zwei Tropfen concentrirter Essig-
sdure auf 200 g Seewasser. Die Dauer der Anwendung betriigt
etwa 40 Minuten. Unbedingt nothwendig ist eine griindliche Ab-
spiilung der Eier, nachdem sie aus dem angesiuerten Wasser heraus-
genommen sind, und wiederholte Erneuerung des Seewassers. Wenn
ich zu stark angesiiuert hatte oder die Saure zu lange hatte wirken
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lassen, so traten zahlreiche Zerfallsformen auf. Bemerkenswerth
waren die zahlreichen Anomalien nach der Essig-Parthenogenese bei
den Larven.

Essigsdure, die lingere Zeit zugesetzt wird, hilt sehr deutlich
die Reifung der Asteriaseier auf. Uebrigens wirken ebenso retar-
dirend hypertonische Kochsalzlosungen und Kalksalze. Aehnlich wie
die Essigsiure war bei Asterias die Wirkung der Citronenssure auf
die Parthenogenese. Ein Aufenthalt in der Dauer von einer halben
Stunde in deutlich gesiuertem Seewasser rief zahlreiche Partheno-
genese hervor. Wenn die Eier zu lange in den sauren Losungen
gehalten oder die Eier nicht griindlich von allen Saureresten befreit
wurden, so quollen die Membrane glasig auf, und die Eier zerfielen.
Herbst und Driesch losten das Skelett von Echinidenlarven durch
Einleitung von Kohlensiure ohne Todtung der Larven auf. Es ist
danach nicht ausgeschlossen, dass die Erschlaffung des Eies, als deren
Folge ich das fir die Entwicklung entscheidende Eindringen von
Wasser in das Ei nach Ablauf des Reizzustandes desselben festgestellt
hatte, mit einer Auflésung der Kalkbestandtheile der Eimembran und
resultirenden erhohten Durchlissigkeit dieser einhergeht. Zusatz von
NaHCO;, und zwar in 1Y%2%ige Losung bei circa 1'/4+ Stunde
Dauer, bewirkten bei Asterias gl. allgemeine partheno-
genetische Entwicklung, die wiederholt nicht hinter der der
durch Kohlensiure bewirkten Entwicklung zuriickstand. Entwicklung
fand bis zur Bipennaria statt. Bei Strongylocentrotus und Arbacia
erzielte Anwendung derselben Losung in der Dauer von zehn Mi-
nuten einen positiven Erfolg. Die wenigen Entwicklungen gelangten
bis zum Gastrulastadium. Auch hier ist sorgfiltige Abspiilung der
Eier nothwendig. Von ganz besonderem Interesse waren Erscheinungen,
die ich bei den NaHCOg-Larven von Asterias beobachtete. Am dritten
Tage einer NaHCOQ,;-Cultur fand ich Folgendes: Blastulae, Semigastrulae
und Gastrulae waren zum Theil beweglich; nur wenige schwammen
frei herum. Die am Boden sich bewegenden Larven zeigten enorme
Reizbarkeit und Wandelbarkeit in der Formenbildung.
Die Larven stilpten den Urmund aus und ein, entwickelten
symmetrische kleinste Invaginationen am animalen Pol, bildeten
aus Gastrulae Blastulae, zeigten scheinbar Auflosung aller Zellen-
grenzen, um dann aus diesen wieder Blastulae zu bilden. Ich be-
obachtete bei einer derartigen Blastula eine Viertelstunde lang, wie
ganz regelmissig wihrend etwa dreiviertel Minuten abwechselnd der
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animale Pol zum vegetativen Pol wurde, indem sich hier ein Urmund
spaltete, darauf der vegetative Pol zum animalen wurde und
die betreffenden Blastomeren sich abplatteten. Wiederholt erhielt ich
Bilder, die ganz den Doppelgastrulae von Amphioxus glichen, wie sie
Wilson durch Schiitteln des Eies i Stadium der Zweitheilung er-
hielt. Bei einer Larve, die sich noch soeben als deutliche Gastrula
erwies, schwinden alle Zellgrenzen, ein unentwickeltes Ei scheint vor
uns zu liegen, langsam erscheinen wieder die Formen einer Blastula,
dann bildet sich an einer Stelle ein Zellknduel, die gegeniiberliegen-
den Zellen verkiirzen und verschmileru sich. Im Knéuel erscheint
eine Falte, eine Spalte von den anliegenden grossen Keimzellen
schiebt sich hinein, und die Gastrula resp. Semigastrula ist fertig.
Wir werden am Schluss noch einmal auf diese Erscheinungen zuriick-
kommen.

Bei Strongylocentrotus 1. hatte Anwendung der 1%/2%0igen NaHCO;-
Losung bei 10 Minuten langer Dauer wiederholt positiven Erfolg.
Die Erzeugung der Parthenogenese durch Erhidhung des #dusseren
osmotischen Drucks die Parthenogenese durch ,Tonogamie* dirfte
ebenfalls auf den Reiz zurtckzufihren sein, den die concentrirte
Flussigkeit ausibt. Eine Wirkung specifischer Ionen anzunehmen
scheint nach allem Vorstehenden kein zwingender Grund vorzuliegen.

Wie schon erwihnt, erhielt ich bei Asterias regelméssig partheno-
genetische Entwicklung einer grosseren Anzahl von Eiern bis zum
zweiten Tage, aber auch bei Arbacia und Stronzylocentrotus wieder-
holt Entwicklungen in den Aunfangsstadien, wenn ich die Kier eine
Minute in destillirtes Wasser gebracht batte. Die unbefruchteten
Eier starben in der Mehrzahl bald ab. Ferner beobachtete
ich, dass einzelne unreife FEier, nachdem sie nur eine Minute
in destillirtes Wasser gebracht waren, ini Seewasser nunmehr
weiter reiften und die Polzellen jetzt innerhalb der Dotterhaut aus-
stiessen.  Wenn ich Kier von Asterias, die eine Minute in destillirtes
Wasser getaucht waren, befruchten liess, so erhielt ich eine
grossere Anzahl guter Entwicklungen bis zur freischwimmenden
Gastrula. Alle Larven waren bedeutend grosser — um ein Funftel
bis ein Viertel — als die Controllarven. Sie zeigten dabei Lucken
zwischen den Blastomeren, als hiitte das zellenbildende Material zur
Ausfullung der Keimblase nicht ausgereicht.

Die Entwicklung bei der Befruchtung folgt, wie ich zeigte, durch
Wassereintritt. Dieser Wassereintritt scheint auch im vorliegenden
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Fall stattgefunden zu haben, indem die Dotterhaut schon eine ge-
wisse Flissigkeitsmenge aufgenommen hatte, die moglicher Weise zur
Einleitung der Entwicklung gentigt hitte. Fur diese Deutung wiirde
der auffallende Wasserreichthum der Larven sprechen.

Verzigerung der parthenogenetischen Entwicklung.

Bei den Versuchen zur kiumstlichen Erzeugung der Partheno-
genese nabm bei Asterias gl. das Stadium des Reizes durchschnittlich
sechs bis acht Stunden in Anspruch. Dann erst trat das Stadium
der Erschlaffung und hierauf erst die Entwicklung ein. Auch im
Stadium der Erschlaffung nahm der Wassereintritt lingere Zeit in
Anspruch als bei der Befruchtung. Diese Verhiltnisse wirden es
erkliren, warum die Entwicklung nach Befruchtung der partheno-
genetischen Entwieklung fast immer viele Stunden vorauseilt.

Einstiilpung bei der Gastrulation?

Von den Formen, die in der organischen Entwicklung gesetzlich
zu sein scheinen, hat man der Einstulpung der Keimzellen den Platz
als einer Grundform aller Neugestaltung angewiesen. Jedenfalls hat
man geglaubt, dass in der Regel die Gastrulation durch eine Ein-
stilpung der Keimzellen bewirkt werde. Bei den von mir unter-
suchten drei Echinodermenarten konnte iech aber mit Bestimmtheit
feststellen, dass die Gastrulabildung mit einer Spaltung des am
vegetativen Pol angehéuften Keimzellenaggregats
beginnt.

Ich war zuerst durch die Beobachtungen an den NaHCO,-Larven
auf diese Bildungsweise aufmerksam gemnacht worden. Diese Larven
bildeten nicht selten, wie oben mitgetheilt wurde, in einer halben Minute
aus der Blastula eine Semigastrula aus, und entstand die Spaltung in
dem in das Blastoedl ragenden Zellenaggregat eher als zwischen den
entsprechenden peripheren Blastomeren. Auch an anderen Stellen
als am vegetativen Pol kam es bei den beobachteten Larven haufig
zu einer Schlauchbildung innerhalb des Blastocols. Immer war aber
der Vorgang der, dass ein solider Zapfen, ein Zellenaggregat in das
centrale Lumen hineinwuchs und sich dann spaltete, worauf die Rand-
zellen sich palissadenformig um das entstandene Lumen gruppirten.
Weitere Vergleiche bei anderen Thierarten bringen zu dem Sechluss,
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dass eine FKinstilpung nur in der Minderheit der Fille, z. B. bei
Amphioxus, eine Gastrulabildung. hervorruft. Zumeist handelt
es sich um eine Anhiufung von Keimzellen am vegetativen
Pol,. die einer KEinstulpung einen mechanischen Widerstand ent-
gegensetzen wiirde. Thatsichlich kann man auch die Entwick-
lung der feinen Spaltungen an den Préaparaten selbst nachweisen.
Eine Einstulpung konnte entstehen, wenn in der Keimblasenhohle
ein verminderter Drueck herrschte. Wenn auch ein solcher durch
Flussigkeitsaufnahme seitens der Keimzellen entstinde, so miissten
wir in weiterer Consequenz dieser grob mechanischen Auffassung
annehmen, dass sich der am wenigsten resistente Theil der Ei-
wandung, der animale Pol, einstiilpte, wihrend thatséchlich die volumi-
nosen Dotterzellen den Urdarm bilden helfen. Wenn aber durch
die Urdarmbildung ohne gleichzeitige entsprechendn Flussigkeitsauf-
nahme in der Keimblasenhohle ein erhdhter Druck hervorgerufen
werden sollte, so wirde eine Zapfenbildung weniger Raum, eine
nachfolgende Spaltung weniger Energie aus ein fachstenmechanischen
Principien beanspruchen, als wenn ein Theil der Zellwand sich ein-
stilpte.

Bei den NaHCO;-Larven konnte ich zwei Formen der Urdarm-
bildung beobachten. In dem einen Fall entstand ein solcher durch
Anhiufung eines Zellenaggregats und nachfolgende Spaltung; in dem
anderen Fall bildeten sich zwei seitliche Falten, zwei Ausstillpungen,
die durch ihren Zusammenschluss den Urdarm herstellten. Bei letzterer
Bildungsweise war eine temporire Druckerhohung innerhalb der
Keimblasenhohle ganz ausgeschlossen.

Beim Saugethier geht bekanntlich die Form der Blastula aus
einer intercellularen Spaltbildung hervor und dirfte auch hier die
Gastrula aus einer Delamination von der Innenfliche des Furchungs-
kugelrestes entstehen.

Ich mochte die wesentlichsten Resultate vorstehender Mitthei-
lungen wiederholen.

1. Die sauer reagirende Eimasse ibt bei den genannten Echino-
dermen eine todtliche, bei kurzer Dauer der Einwirkung lihmende,
in geringer Menge agglutinirende bezw. erregende und anlockende
Wirkung auf Spermien der eigenen und fremden Art aus.

2. Die Untersuchung des Extracts der Ei- und Sechleimhiillen-
substanz ergiebt, dass die saure Reaction von primirem Kalium- und
Natriumphospbat herrithrt. Im Riickstand des Dialysats bleibt die
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agglutinirende Substanz zuriick. Ausserdem wird aus dem Destillat
eine flichtizge Saure gewonnen. Die aufgefundenen verschiedenen
Flussigkeiten entsprechen, wie experimentell nachgewiesen wurde,
den festzestellten verschiedenen physiologischen Wirkungen der Ei-
substanz auf die Spermien.

3. Es wurde nachgewiesen, dass die Vorbedingungen fiur die
Befruchtung theils mechanischer, theils chemischer Art sind, und
konnten die einzelnen Wirkungen naher analysirt werden.

4. Die Agglutination der Spermien kommt zu Stande durch
das Zusammenwirken der an den Eiern befindlichen agglutinirenden
und der am Sperma befindlichen agglutinirten Substanz.

Zum Zustandekommen der Agglutination ist eine gewisse Menge
von NaCl erforderlich.

Die Agglutination dauert nur eine beschrinkte Zeit, da die
Verbindung der agglutinirenden und agelutinirten Substanz sich im
Wasser 1ost und nicht wieder ersetzt wird.

5. Der Samenkopf bohrt sich nicht in das Ei ein, wie bisher
angenomimen wurde, sondern sein protoplasinatischer Antheil ver-
schmilzt mit dem Eiprotoplasma zu einem hyalinen Zapfen. Von
diesem Zapfen umfasst, wird das Spermium in das Ei hineingezogen.

6. Bei der sogenannten Abhebung der Dotterhaut handelt es
sich nicht um Neubildung einer ausseren Membran. Die Dotterhaut
ist stets auch bei anscheinend homogener protoplasmatischer Masse
vorhanden. Die Dotterhaut zeigt eine aschen- oder siebférmige
Structur und ist von feinsten Protoplasmafiden durchsetzt. Auch die
einzelnen Blastomeren hingen durch feine Protoplasmafiden zu-
sammen.

Bei der Befruchtung tritt eine interlamellare Spaltung der
Dotterhaut durch Wasseraufnahme ein. Die Vergrosserung durch
Wasseraufnahme ist betrichtlich, nicht selten s des Volumens
des Eis.

7. Der Beginn der gesammten Entwicklung des reifen Eis wird
durch Wasseraufnahme ausgelost.

8. Die Spermatozoen zeigen bei den untersuchten Echinodermen,
ebenso bei vielen anderen Arten, auch beim Menschen, in ihren sog.
Perforatorien ein, in einzelnen Fallen auch mehrere Centralkorperchen.
Dies Centralkorperchen scheint bei der Befruchtung die erste Ver-
schmelzung des protoplasmatischen Antheils des Samenfadens mit
dem Ei zu vermitteln. Schon die #usseren Formen der Spermien
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machen es unwahrscheinlich, dass dieselben fiir ein gewaltsames
Eindringen bestimmt sind. Die directen Beobachtungen zeigen dem-
entsprechend, dass die Befruchtung ein Analogon der bei den Infu-
sorien beobachteten Conjugation darstellt.

9. Die unter Wasseraufnahme eintretende interlamellare Spaltung
der Dotterhaut, die als Abhebung der Dotterhaut bezeichnet wird,
soll bekanntlich das Ei gegen Polyspermie schiitzen. Sie tritt in-
dess auch bei Polyspermie ein, wenn das Eiprotoplasma durch
aussere Agentien geschiadigt wurde.

10. Der Schwanzfaden der Spermien scheint nur dazu bestimmt
zu sein, den Kopf an die Eiperipherie heranzubringen, die Proto-
plasmafiden des Eis dureh die Bewegungen des Kopfes mechanisch
zu reizen und damit die Verschmelzung einzuleiten. Die Befruchtung
gelingt auch mit schwanzlosen Kopfen, falls diese mit den Eiern bei
Schonung der Substanz derselben in innigen Contact gebracht werden.
Auch Kreuzungsbefruchtungen, die auf andere Weise schwer hervor-
zurufen waren, gelang es durch diese Methode zu erzeugen.

11. Bei der von mir angewandten Methode der Intravital-

farbung — Waschen der Methylenblaukdornchen mit Kochsalz-
losung und Zusetzen derselben bei niederer Temperatur und
neutraler Reaction der Flissigkeit — zeigt es sich, dass zu-

niachst nur lebende Eier in Folee einer in das Innere des Kis
fithrenden Stromung Farbstoff aufnehmen. Bei grosserer Anhaufung
von Farbstoff und steigender Temperatur kelirt der Farbungsproeess
um, und werden abgestorbene Theile starker als lebende gefarbt.

12. Eier, die ich durch Aussere Agentien gereizt hatte, leisteten
den osmotischen Einflissen Widerstand.

In destillirtes Wasser gebracht blieben sie bis zu mehreren
Minuten langer lebens- und befruchtungsfihig als die Controleier.

Diese Beobachtung gab gleichzeitiz mit der Beobachtung der
Wasseraufnahime auch hei parthenogenetischer Entwicklung den
Sehliisse zn dem Problem kistlicher Erzeugung parthenogenetischer
Entwicklung.

13. Die verschiedenartigsten #usseren Reize (chemische, ther-
mische, elektrische, Lichtreize) konnen Parthenogenese hervorrufen.
Dem Stadium des Reizes folgt ein Stadium der Erschlaffung, in
welchem das die Entwicklung auslosende Wasser eintreten kann.
Auch directer Zusatz von Wasser derart, dass man die Eier
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eine Minute in destillirtem Wasser quellen lisst, 1ost parthenogene-
tische Entwicklung aus. ,

14. Die besten Resultate erhielt ich durch Anwendung von
Essigsaure, 1 bis 2 Tropfen auf 200 g Seewasser, bei 40 Minuten
langer Einwirkung.

- Auch NaHCO; bewirkte parthenogenetische Entwicklung.

15. Besonders interessant war die grosse Reizbarkeit und
Wandelbarkeit der NaHCO,-Larven, die einen neuen Beweis fir die
Isomerie der Blastomeren gaben. )

16. Wenn Eier, die eine Minute in destillirtem Wasser gequollen
waren, nach Zusatz von Seewasser befruchtet wurden, so schien
ausser dem Quellungswasser auch noch bei der Befruchtung Wasser
eingetreten zu sein. Die Larven waren in diesem Falle bedeutend
grosser als normale Larven.

17. Parthenogenetische Entwicklung bleibt hiufiz hinter der
durch Befruchtung bewirkten in der Zeit zuriick, weil das Er-
schlaffungsstadium, in dem die parthenogenetisch sich entwickelnden
Fier Wasser aufnehmen, erst nach 6 bis 8 Stunden eintritt.

18. Die Gastrulation wird bei den untersuchten Echinodermen-
Eiern nicht durch Einstilpung, sondern durch Spaltung von Zell-
aggregaten bewirkt,

Zum Schluss mochte ich dem Koniglich Preuss. Cultusministerium
fir die zweimalige gitige Gewahrung eines Arbeitsplatzes in Neapel,
sowie Herrn Geheimrath Dohrn und den anderen Herren der
Station fiir ihre freundliche Unterstitzung meinen ergebensten Dank
aussprechen.
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S. 399. 1897.

Morgan, Experiment Stud. on Echinoderm-Eggs. Anat. Anzeig. Bd. 9.
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Nagel, W., Das menschliche Ei. Arch. f. mikrosk. Anat. Bd. 31. 1888.

Nathanson, A., Ueber Parthenogenesis b. Marsilia u. s. w. Bericht d. deutschen
Bot. Gesellsch. 18 Jahrg. Bd. 28 8. 99.

Pouchet und Chabey, I’eau de mer artificielle comme moyen tératogénique.
Journ. del’anat. et de la physiol. t. 3 p. 298,
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Bd. 14 8. 339. 1901.

Przibram, H., Experimentelle Biologie der Echinodermen. H. G. Brown’s
Arch. f. Anat. u. Physiol. 1902.

Przibram, H.,, Classen und Ordnungen des Thierreiches. Leipzig, Winter.

Rawitz, Versuche iiber Ephkebogenesis. Arch. f. Entwickl-M. Bd. 6. 1901.

Roux, W., Gesammelte Abhandlungen iiber Entwicklungsmechanik der Organis-
men. 1895,

Schiicking, A., Ueber verinderliche osmotische Eigenschaften der Membranen
von Seethieren. Arch. f. Anat. u. Phys. 1902. Suppl.

Schiicking, A., Eine neue mikrochemische Bestimmung von Haloidsalzen.
Centralbl. . inn. Med. 1902, Nr. 24.

v. Uexkiill, Studien iiber Echiniden. Zeitschr. f Biol. 1904.
Varigny, H. de, Beitrag zum Studium des Einflusses des siissen Wassers auf
die Seethiere. Centrabl. f. Physiol. Bd. 1. 1888. .
Vernon, The relation between the hybrida Parentforms and Cross Fertilization
among Echinoids. Philosoph. trans. vol. 190 p. 465 u. Arch. f. Entw.-M.
Bd. 9 S. 464.

Wilson, E. B, The cell in Development and Inberitance. 2nd ed. 1902,

Winkler, H., Ueber die Furchung unbefruchteter Eier unter der Einwirkung von
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Beziiglich der benutsten Literatur tber Sperma verweise ich auf die
Literaturitbersichten von W. Waldeyer in O. Hertwig’s Handbuch der ver-
gleichenden und experimentellen Entwicklungslehre der Wirbelthiere, sowie auf
die- Arbeiten von Field, Wilson und Matthews, Ballowitz, Jensen,
v. Bardeleben, Retzius, Miescher, v. Koellicker. Einige erst kiirzlich
erschienene Arbeiten sind im Text angefiihrt.
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Figurenverzeichniss.

Fig. 1. Interlamellare Spaltung beim Asteriasei.

Fig. 2. Protoplasmafiden beim Eindringen von dest. Wasser sichtbar geworden.

Fig. 3. Erschlaffungszustand eines Eies, das 40 Minuten in angesiuertem See-
wasser, dann 8 Stunden in gewohnlichem Seewasser gelegen, hierauf in dest.
Wasser gebracht wurde.

Tig. 4. Strongylocentrotus-Ei vor der Befruchtung.

Tig. 5. Dasselbe Ei eine Minute spater nach Befruchtung.

Fig. 6. Befruchtung eines Strongylocentrotus-Eies. Hyalinarzapfen unter dem
Einfluss des vorderen Centrosoms entstanden,

Fig. 7. Derselbe Vorgang bei Ascaris megalocephala. bivalens (nach O. Hertwig).

Fig. 8. Spermium v. Perca fluviatilis.

Fig. 9 und 10. Spermium v. Zoarces viviparus.

Fig. 11. Spermiam v. Cavia cobaya.

Fig. 12. Spermium v. Metachirus quica (nach Karl M. Farst).

Fig. 13. Spermium v. Homo sapiens.

Fig. 14. Spermium v. Homo sapiens.

Fig. 15. Spermium v. Asterias glacialis.

Fig. 15a. Spermium v. Ascaris megalocephala. Die Anheftung des Eies erfolgt
mit der Basis des Kegels.

Fig. 16—28. NayCOy-Larven von Asterias gl. Hiervon sind Ueberginge einer
und derselben Larve Fig. 16—18, 19—20, 21—25, 26-~28.

Fig. 29. Normale Blastula von Asterias.

Fig. 30. Durch ,Verreiben* mit Spermakopfen entstandene Blastula von Asterias.

Die Figuren von 1630 incl. konnten nur schematisch wiedergegeben werden.

E. Pfluger, Archiv fiir Physiologie. Bd. 97. 1



