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Ueber Wasseraufnahme und Aktivierung der Lachseier

II. Die Wirkung der hypertonischen Salzlosung®
Von

Yasuhike Kanoh
(Zoologisches Tustitut, Naturwissenschaftliche Takultiit, Hokkaido Universitit!

(Mit 2 Texlabbildungen)

Wie aus der vorhergehenden Mitteilung hervorgeht, wird beir Itiern von
Oncorbiynchus keta geschlossen, daB, bevor der Perivitellinraum zur Erscheinung
kommt, auf alic Fille die Ei-Aktivierung vorgeht, welche von Veriinderung im Ei-
kortex (dem Zerfallen der Kortikalalveoli) begleitet ist, und dalb das Erscheinen
des Perivitellintaums darauf beruht, dal} einiges Wasser infolge des mit der Ii-
Aktivierung cintretenden Zerfallens der Kortikalalveoli durch kolloidosmotischen
Druck auf rein osmotishem Wege von auflen aufgesangt wird, wodurch die Abhebung
der Eimembran (des Chorions) erfolgt, Also, hat diese Erscheinung eine Volumen-
und Gewichtszunahme im Gefolge.

In isotonischer Salzlgsung {M/8 p.i.S.%) nimmt das Ei kein Wasser auf,
aber in diinnerer Losung als M/8 p.d.S. kommt diec Wasseraufnahme vor, niimlich
in der ersteren wird der Perivitellintaum nicht wahrgenormumen, dagegen in der
letzteren wird c¢r bemerkbar {Aoki. '39) ; und dies ist darauf gegriindet, dal} die
isotonische Salzlésung (M/8 p.a.5.) dic Ei-Aktivierung hemmt, aber dic diinnere
Lésung als M/8 p.i.S. parthenogenetisch dieselbe hervorruft.  Hierbei kénnen
wir die Ei-Aktivierung nach dem Verschwinden der Maschenkonstruktion der
plasmatischen Schicht, die den Eikortex bildet, beurteilen, da diese Maschen-
konstruktion ein Vorhandensein der Kortikalalveoli zeigt (Kanoh. '50).

Anderseits, bei Untersuchung tiher den Mechanismus fiir die Iirniederung
der Befruchtungsfihigkeit der mit Wasser in Berithrung gekommenen TLachseier,
hat K. Yamamoto ('47) berichtet, dafl sowohl die hypoteonische als auch dic
hypertonische Salzlésung die Eier zur Aktivierung fithre (natiirlich parthenogene-
tisch), da die Scheidewand in beiden Lisungen in Erscheinung trete, welche sich

1) Contribution No. 256 from the Zoological Institute, T'aculty of Science, Hokkaido
University, Sapporo.
2! p. 4. S. = Die physiologisch dquilibrierte Salzldsung. s, Iste Mitteilung.

Jour. Fac. Sci. Hokkaido Uwiv. Ser. VI, Zool. 10, 1951.
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unter der Kcimscheibe erst bei Schnittbetrachtung erkennen lasse. Beziiglich der
hypotonischen Salzlésung ist Yamamoto’s Ansicht, obgleich er die Veranderung
im Eikortex noch nicht bemerkt hat, mit der des Verfassers zufdllig tibereinstimmend,
aber methodish aus folgendem Grund noch zweifelhaft :

Wenn das Ei durch hypertonische Salzldsung (M/4 p.d.S)), wie Yamamoto
berichitet hat, parthenogenetisch aktiviert wiirde, miissten die Kortikalalveoli,
nach des Verfassers Ansicht damit zerfallen und die Wasseraufnahme in dicser
Losung kolloidosmotisch zustande kommen, da die Eimembran fir Krystalloide
permeabel ist.  In der Tat ist dies aber nicht der IFall. Namlich i M/4 p.a.s.
zeigt das Ei vielmehr cine geringe Tendenz zur Gewichtsabnahme (Aoki. '39).

Also méchte der Verfasser tiber die Wirkung der hypertonischen Salzlésun-
gen, besonders die der M/4 p.d.S. auf das unbefruchtete Oncorkivnchus-Ei in der
vorliegenden Arbeit untersuchen und etwas diskutieren.’)

Di¢ Arbeit wurde unter finanzicller Unterstiitzung von dem wissenschaft-
lichen Fond des Unterrichtsministeriums ausgeftibrt, wofiir an diesen Stelle der
Verfasser seinen Dank sagt.

1

Werden die Oncorhiynchus-Eier in hypertonischere Losung als M/4 p.d.s.
eingetaucht, so werden sie, wic schon Aoki gezeigt hat, {iber eine Weile durchsichtig,
und wird das Protoplasma um den Oeltropfen klumpig, wobei sie starke Turgeszenz
zeigen, Natlirlich ist diese Verdnderung abnormal, irreversibel und deutet die
Disintegration der Eier, d. h. den Tod derselbe an.  Aber bei M/4 p.d.S. verhiilt
¢s sich ganz anders.

Wenn man die Ejer in M /4 pii.S. eintauchtce, so ging eine Zeit lang keine
Verinderung bei diesen Fiern vor sich, sondern es trat danach ein Raum wie der
normale Perivitellinraum, zwischen der BEimembran und der cigentlichen Lizelle,
in die Erscheinung.  Wenn auch Yamamoto dies nicht anerkannt hat, scheint dicses
Phinemenon, wic it seiner Ansicht Ubereinstimmend, auch zu zeigen, dafy die
Eier normal parthenogenetisch aktiviert worden sind.  Aber, wenn die Eier wirklich
durch die M/4 p.4.S. normal parthenogenetisch aktiviert werden, so miissen ihre
Kortikalalveoli, wie schon gesagt, zugleich zerfallen, infolgedessen mull auch die
Wasscraufnahme vor sich gehen.

Was das Zerfallen der Kortikalalveoli und die Wasseraufnahime der Llier
anlangt, so kénnen wir jenes an dem Zustand der Maschenkonstruktion der plasma-
tischen Schichit vom Likortex erkennen und diese an der Gewichitsinderung. Um

1) Die Nicht-clekrolytenlésungen, d.h. Saccharose-, Glucose- und Mannitldsungen
rufen Ei-Aktivierung in helicbiger Konzentration hervor, namlich sie haben, abweichend von
den Elcktrolytenlésangen, keine Hemmungswirkung anf die Ei-Aktivierung. IHier wollen
wir uns daler nur auf die Salzlosungen beschrinken.
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die Probleme festzustellen, sind daher die folgenden Behandlungen gemacht worden :

Alle in dieser Arbeit behandelten Eier von Oncorhvnchus kefa wurden dirckt
nach der in Ister Mitteilung beschriebenen Weise vom frischen 1fisch gesammelt.
Zur Beobachtung der plasmatischen Schicht des Eikortex wurde diesetbe Methode
wic die in Ister Mittetlung verwendet.  Die Gewichtsbestimmung wurde nach Aokis
Mecthode ('39) gemacht, und die Gewichtsinderung wurde durch die prozentige
Zu- oder Abnahme des Gewichtes, bezogen auf das der intakten Eier, ausgedriickt.

i1

Das Eigewicht der intakten Eier bleibt noch in 30 Stunden konstant, und
die Masclhienkonstruktion der plasmatischen Schicht beil solchen Eiern ist nicht
verschwunden,  Im M/8 9 S, gilt dies auch ginzlich, demgemil tritt natiirlich
m dieser Losung kein Perivitellinraum am £ hervor. T Leitungswasser vermehrt
dagegen das Eigewicht sich im Laufe der Zeit, und der Periviteilinraum beginot
sich zu zeigen, wird allmihlich deutlicher, und nach 2 Stunden zeigen die Eier
10.25+0.172, Gewichtszunalime, nidmlich dic Wasseraufnahme tindet hierbei statt.
Was die Maschenkonstruktion der plasmatischien Schicht solcher Eier betrifit,
50 ist diese schon vollig verschwunden.  In M/4 p.d.S. sind diese Verhiltnisse aber
davon verschieden. Nimlich an den Eiern in dicser Losung ist kaum eine Ver-
inderung, wenigstens in 3 Stunden, zu bemerken. Werden aber diese Eier noch
linger in dieser Losung bleiben gelassen, so wird an mancher unter ihnen ein Raum,
wic der norma!l, parthencgenetisch entstchende Perivitellintaum, zwischen der
Eimembran und der eigentlichen Eizelle, wie schon erwihnt, mit blossem Auge etwa
nach 15 stiindigem Eintauchen bemerkbar, und nach 20 Stunden ist dies bei allen
Eiern der Fall (Temp. 11710 C). Was dic Gewichtsinderung solcher Lier an-
ngt so ist hier bemerlwns\x irdig, daB3 das Gewicht der soin M/4 p.a.S. 20 Stumlcn

¢ ,\"&1¢ Aor o e AT .
ier mit dem der intakten oder derin nl/o P :

1 mit d
Eicr beinahe gleich ist, d. h. eine (xewmhtsanderung in diesem lallc kaum statt-
findet. Mit anderen Worten gesagt, geht, wider Erwartung, die Wasseraufnahmne
in M/4 p.a.S., trotz des Erscheinens des dem normalen Perivitellinraum dhnlichen
Raumes, noch in 20 Stunden nichit vor sich. Den Eikortex betreffend, ist es hier
partikuldr :  Die plasmatische Schicht im Kortex solcher Eier nach Fixierung ist
so leicht zerbrechlich, dal} es schwer ist, sic in grollen Stiicken zu isolieren.  Aber
bei Betrachtung eines Teiles derselbe, ist die Maschenkonstruktion unzweifelhaft
noch vorhanden bezw. nicht verschwunden, obgleich dic Grenze dicser Maschen
im Vergleich mit der der intakten Eier undeutlicher und etwas dicker, nocly dazu
stiitker gefiirbt ist.  Mit anderen Worten ist das Zerfallen der Kortikalalveoli in
M/4 p.a.S. noch nicht cingetreten, s liegt aus diesen zwel Tatsache also nahe,
gegen Yauamoto's Ansicht anzunchmen, dall die M /4 p.i.S. keine parthenogeneti-
sche Li-Aktivicrung hervorrult ; und mit der Schnitt-Methode wird dics auBerdem
noch festgestellt : trotz einer Sammlung des Plasmas am animalen Pol sind die

. Ul uchten
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Kortikalalveoli wie die den Schnitt eines in M /4 p.4.S. 20 Stunden lang verbliebenen
Eies darstellende photographische Abbildung (Abb. I. u. I1I.) zeigt, noch nicht
verschwunden, und an der Peripherie ist die Metaphase-Spindel sichtbar, welche
von der des intakten Eies nicht abweicht. Dicse Auffassung aber setzt voraus,
daB die Wasseraufnahme in M/4 p.i.S. noch nach der Ei-Aktivierung (Zerfallen
der Kortikalalveoli) vorkommen kann. Die Ei-Aktivierung kann nur durch kurze
Berithrung mit redistilliertem Wasser hervorgerufen werden (s. Iste Miteilung).
Deshalb wurde das folgende Experiment angestellt, um noch einen Beweis fiir
die obige Auffassung zu liefern.

M

Abb. 1. Schnitt durch den animalen Tol des in M/4 p.a.S. 20 Stunden
lang verblicbenen Eies. 70x. Abb. 2. Metaphase-Spindel (M in Abb. 1.) im
Kortex desselben Eies. 700x%.

Zuerst wurden die Eier 1.5 Minute lang in pH um 7.0 reguliertes, redistilliertes
Wasser eingetaucht, dann wurde das an den Eiern haftende Wasser mittels Fliel-
papiers moglichst abgetrocknet, und danach blieben sie sich in M/4 p.d.5. 2 Stunden
lang fiberlassen. Das Ergebnis war folgendes: Wihrend nur 1.5 Minuten 148t
sich kein Perivitellinraum in redistilliertem Wasser erkennen, aber nach 2 stiindigem
Eintauchen in M/4 p.a.S. wird er klar heahachtet, und das Eigewicht vermehrt
sich (9.01+0.3 1%). Diese Tatsache zeigt geradezu, daBl Wasseraufnahme noch
in M/4 p.4.S. nach der Ei-Aktivierung vorkommen kann, und dies wird daraus
erklirt, dal} die Eier wegen des durch die kurze Beriihrung mit redistilliertem Wasser
vorliaufig verursachten Zerfallens der Kortikalalveoli kolloidosmotisch in M /4
p.4.5. Wasser aufsaugen.

Also aus oberen Data wird mit Sicherheit geschlossen, da3, wenn auch ein
Raum, wie der normal, parthenogenetisch entstehende Perivitellinraum, an Eiern
in M/4 p.a.S. auftritt, keine Ei-Aktivierung in dieser Losung stattfindet, dem-
gemil keine Wasseraufnahme dabei vorkomint.

1) Diese erwdhnte Verdnderung der Eier in M/4 p.4.S. ist bis zu einem gewissen Grad
reversible, d.h. wenn solch verinderte Eier in Leitungswasser gebracht werden, so beginnen
sie 'Wasser aufzunehmen, und das Eigewicht nimmt zu, anders gesagt, die Fi-Aktivierung
kommt erst in diesem Falle in demselben Sinne wie bei den irischen Eiern vor.
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Hierauf kommt es in I'rage, warum cin Raum zwischen der Eimembran und
der cigentlichen Eizelle in M/4 p.i.S. in Erscheinung tritt.

Des Verfassers Meinung nach scheint es sich hierbei um die Permeabilitit
der Plasmacberfliche des Eies zu handeln,

III

Was die Permeabilitiit der Plasmaoberfliche der Fischeier betrifft. so hat
Gray (20, '32) beim Salmei berichtet, daf die Plasmaoberfliche fiir Elcktrolyten
und auch fiir Wasser impermeabel sei.  Und er hat sich dabel mit dem Gedanken
getragen, dald einc Herabsetzung des osmotischen Druckes {eine Abnahme der
Gefrierpunkterniederung) oder Wasserabsorption der Eier nach Ablage auf den
Eintritt des dulleren Milieus in den Perivitellnraum zuriickzufiihren sei, der erst
nach der Ablage im Wasser in Erscheinung tritt. Auf der anderen Secite haben
Krogh and Ussing ('37) mit Verwendung des schweren Wassers (D,0) am Salmei
suggeriert, dall die Plasmaoberfliche fiir das Wasser einige Stunden lang nach
Ablage permeabel sei.?? Zudem hat T. Yamamoto {41} aus den DBeobachtungs-
resultaten der Formverdnderungen am sich entwickelnden Orvzigs-Ei in Ldsungen
verschiedener Konzéntration geschlossen, dafl das Wasser durch die betreffende
Oberfliche sehr langsam permeiere.

Auf den ersten Blick gibt es zwel gegencinander stehende Ansichten, wie
oben gesagt, iiber die Permeabilitiit der Plasmaoberfliche der Fischeier ; aber Ver-
fasscrs Meinung nach kann man, im Gegensatz zu Gray, dic niedrige Permeabilitit
fir Wasser, wie sic Yamamoto berichtet hat, nicht verneinen. Der Verfasser
mdchte deshalb auch zu der Meinung neigen, daB die Plasmaoberfliiche am frischen
Oncorkynchus-Ei iir Wasser gering permeabel sei, und mochte daraufhin dic
Erklarung der oben  beschricbenen Irage, folgendermassen vermuten: In
hypertonischer Losung wie M/4 p.d.S. scheidet sich das Wasser sehr langsam vom
Fi-Tnneren aus, demgemif schrumpft dic cigentliche Eizelle, wodurch nach etwa
20 Stunden ein Raum zwischen der Eimembran und der eigentlichen Eizelle bemerk-
barwird.  Sozeigt das Eiin M/4 p.4.S. bisweilen einc geringe Tendenz zur Gewichts-
abnahme, wie Acki berichtet hat.  Also in hypertonischer Salzlgsung ist wenigstens
keine dirckt Beziehung zwischen der Entstehung des dem normalen Perivitellinraum
dhnlichen Raumecs und der Ei-Aktivierung vorhanden.

Natiirlich ist es bei dem jetzigen Stand der Erfahrung noch ein Problem,
ob die Plasmaoberfiiche des Lachseies fiir Wasser tatsichlich permeabel sei oder
nicht, und mull noch der weiteren Untersuchung iiberlassen bleiben, die bei nichster
Gelegenlheit ausgefiihrt werden wird.

Y Beim unaktivierten Fi hat Tusa dies nachgepriift und ist auch zu demsclben
Gedanken gelangt.  (Bericht in der 177, jabrlichen Versammlung der Hokkaido Abteilung
der zoologischen Gescllschaft von Japan, in Sapporo, am 16. September 1950).



Die Wirkung dev hy pertonischen Salslosung auf das unbefruchtete Qneorhyuchus-10 263

Zusammenfassung

Dic Wirkung der hvpertonischen Lisungen, besonders die der M/4 p.ils,
(phyvsiologisch iquilibrierte Salzlosung) auf das unbefruchtete i vom Lachs,
(Osncorbvichus keta) ist untersucht worden.

In hvpertonischerer Losung als M/4 p.a.S. zeigt das Ei tber cine Weile
Disintegration, aber in M/4 p.a.S. verhilt es sich ganz anders. Nimlich, pach
etwa 20 stiindigem Eintauchen tritt ein Raum zwischen der Eimembran und der
cigentlichen Eizelle in Erscheinung. Das Eigewicht nimmt dabe1 nicht zu, sondern
es zeigt vielmehr eine geringe Tendenz zur Abnahine.

Die M/4 p.a.S. ruft keine Ei-Aktivierung hervor und daher besteht in
hypertonischer Salzlosung wenigstens keine direkte Bezichung zwischen der Ent-
stehung des dem normalen Perivitellinraum idhulichen Raumes und der Ei-Aktivie-
rung.

Nach einiger Diskussion aber die Permeabilitit der Plasmaobertliche der
Fisheler wird die Veriinderung des Lies in M/4 p.i.S. wie {olgt vermutet. Die
Plasmaoberfliche des frischen Oncorkvichus-1ies ist fur Wasser gering permeabel,
infolgedessen scheidet sich in M /4 p.a.S. das Wasser sehr langsam vom Ei-Inneren
aus, und schrumpft dic eigentliche Eizelle, wodurch nach etwa 20 Stunden ein
Raum zwischen der Eimembran und der eigentlichen Eizelle bemerkbar, wird.
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