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Ueber Wasseraufnahme und Aktivierung der Lachseier.
1V. Vorlaufiges Experiment in Betreff des
Calciumproblems®*

Von
Yasuhiko Kanoh

(Zool. Institut, Naturwiss. Fakultat, Hokkaido Univ.)
(Mit 1 Textabbildung)

I

Die Rolle von Calcium in den Vorgingen der Befruchtung oder Ei-
Aktivierung ist schon seit langer Zeit von manchen Autoren betont worden, und
noch jetzt lenkt diese Frage das Interesse auf sich. "

Beim Seeigelei ist es wohl bekannt, dass, wenn Calciumionen im Ausseren
Milieu nicht enthalten sind, keine Befruchtung vorkommt (Loeb ’'15), und noch
dazu ist es auf der anderen Seite in den letzten Jahren erkannt geworden, dass ein
Freiwerden von Calcium bei der Befruchtung erfolgt (Mazia '37), und zwar findet
dieses Freiwerden nicht nur im. Ei-Inneren statt, sondern Calcium scheidet sich
dabei vom Ei nach aussen aus (Grstrém & Orstrém ’42, Monroy ’46).

Beziiglich der Fischeier hat Yamamoto ('44) vom Oryzias-Ei berichtet,
dass Calciumionen fiir die Befruchtung notwendig seien, folglich ohne Calciumionen
im Milieu keine Befruchtung vorkomme. Ferner hat er neuerdings beschrichen,
dass freie Calciumionen vom Kortikalplasma bei der Erregung mit Anstich entlassen
werde (Yamamoto '54). Beim Heringsei sind auch die Calciumionen, wie beim
Oryzias-Ei, fiir Befruchtung notwendig, und dabei ist weiter ermittelt worden,
dass ohne Calciumionen im Milieu die positive Bewegung der Spermien nach der
Mikropyle des Eies, die bei normaler Befruchtung bestimmt erfolgt, nicht
beobachtet werden kann, trotzdem die Spermien dabei sich verhéltnismissig lebhaft
bewegen (Yanagimachi & Kanoh ’'53). Dies geschieht auch beim Oncorhynchus-
Ei in gleicher Weise. An diesem Ei ist ausserdem gefunden worden, dass beim
Eintauchen in isotonische CaCl,-Losung die Keimscheibe ohne Zerfallen der
Kortikalalveoli parthenogenetisch allméihlich sich zu bilden beginnen kann, woriiber
eine kurze Mitteilung verdffentlichen worden ist (Kanoh *52a).

1) Contribution No. 344 from the Zoological Institute, Faculty of Science, Hokkaido
University, Sapporo, Japan.

2) Ein Hauptinhalt von dieser Mitteilung wurde berichtet in der XXII. jihrlichen
Versammlung der Zoologischen Gesellschaft von Japan, in Hiroshima, am 12. Oktober
1951. _

Jour. Fac. Sci. Hokkaido Univ, Ser, VI, Zool. 12, 1956.
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260 Y. Kanoh

Daraus lisst sich an die Moglichkeit denken, dass Calciumionen auch bei
Fischeiern im Befruchtungs- oder Ei-Aktivierungsprozess eine gross Rolle spielen,
und hierauf ist das vorliegende Experiment angestellt worden, welches hier
beschrieben werden soll.

Alle in dieser Arbeit behandelten Eier wurden, wie in den vorhergehenden
Mitteilungen, direkt durch Bauchschnitt vom frischen reifen Lachs, Oncorhynchus
keta, gesammelt.

Die Aribeit wurde von dem wissenschaftlichen Fond des Unterrichts-
ministeriums finanziell unterstiitzt, dafiir moéchte der Verfasser seinen Dank
ausdriicken.

I1

Wenn das Oncorhynchus-Ei in frisches Wasser eingetaucht und aktiviert
wird, kommt zuerst Zerfall der Kortikalalveoli vor, dann wird Wasser aufgesaugt,
und ein Perivitellintraum tritt in die Erscheinung. Solche parthencgenetische
Ei-Aktivierung geht nicht in isotonischer Salzlésung (M/6,5 p. 4. 5.8)) vor sich,
vielmehr bleibt das. Ei in dieser Losung lange Zeit unverdndert, aber wenn das

Ei vorher nur kurze Zeit lang mit destil-
liertem Wasser behandelt worden ist, wird

- es aktiviert und nimmt selbst in isotonis-
cher p. 4. S. nachher Wasser auf, wodurch
ein Perivitellinraum zur Erscheinung kom-
mt (Kanoh ’50, 51, ’52b). Ferner sind
fiir diese Ei-Aktivierung Calciumionen im
dusseren Milieu entbehrlich. Néamlich,
wenn auch das Ei mit M/10 Natrium-
oxalat-Losung oder M /6,5 Ca-freier p. 4. S.
o~ v sorgfiltig gewaschen worden war, wurde es

! ‘Min' Behandlung durch kurze Bertithrung mit destilliertem
mit redest. Wasser Wasser parthenogenetisch aktiviert und

90 unbefruchtete Reifeier

Waische mit isotonischer
Ca-freien p. 4. S.

™S

(45 Eier) (45 Eier)

2 St. Eintauchen
in isotonische Ca-freie p.4.S.

unaktivierte Eier aktivierte Eier

Abb. 1. Schematische Darstellung der

Verfahrungsweise des Experiments
Erklirung im Text.

nahm noch in isotonischer Ca-freier p.4.S.
(M/6,5) Wasser auf, folglich wurde ein
Perivitellinraum gebildet.

Also, wenn Calcium dabei, d. h. bei
der Ei-Aktivierung, aus dem Ei-Inneren,
wie beim Seeigelei, entlassen wurde, musste
es sich in den Perivitellinraum ausschei-
den, dann im #usseren Milieu (Ca-freie p.
4. S.) sich diffundieren und nachgewiesen
werden, denn die Eimembran ist nicht nur
fiir Wasser, sondern auch fiir Krystalloide

3) p.4.S. Die physiologisch.éiquilibrierte Salzldsung. s. Iste Mitteilung.
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permeabel (Kanoh ’52).

Ui diese Voraussicht festzustellen, wurden daher die folgenden Experimente
gemacht. v

Wie das Verfahren in der Abbildung (Abb. 1) schematisch dargestelit ist,
wurden zuerst 90 Eier mit M /6,5 Ca-freier p. 4. S. sorgfiltig mehrmals gewaschen
(ungefihr 56 Minuten lang mit totalem Volum 500 ml), dann wurden 45 Eier von
ihnen kurz (lediglich 1 Minute lang) mit redestilliertem Wasser behandelt und
danach in 15ml M/6,5 Ca-freie p. 4. S. 2 Stunden lang eingetaucht (I). Die
itbrigen 45 Eier wurden direkt, d. h. ohne Behandlung mit redest. Wasser, in 15
ml M/6,5 Ca-freie p. 4. S. auch 2 Stunden lang eingetaucht (II). '

Die Folge davon war, dass die ersteren 45 Eier wegen der Beriihrung mit
redest. Wasser aktivierten, infolgedessen nach 2 stiindigem Eintauchen in Ca-freie
p. 4. S. Wasser genug aufsaugten und bei ihnen Perivitellintiume deutlich
wahrgenommen wurden, aber die letzteren 45 Eier nicht aktivierten und nach 2
Stunden noch keine Verdnderung zeigten®).

Hierauf wurden beide &dusseren Milieus (I u. II) zur Priiffung auf das
Vorhandensein von Calcium gebraucht.

I11

Erstens wurden je 5 ml von den zu priifenden Losungen durch Hin-
zufiigung einiger Mengen von 0,1 N NaHCO,-Losung schwach alkalisch gemacht,
und danach 0,3ml von 0,59, Alizarinrot S-Losung hinzugefiigt. Dann wurde
bemerkt, dass eine rote flockige Fallung in der Lésung von I ungefdhr nach 3
Stunden zu entstehen anfing, aber nicht so in der II, d. h..in dieser trat keine
deutlicher Fallung auf. Da die rote Fillung vermutlich Calciumalizarinat sein
muf}, war zu erwarten, daB freie Calciumionen in der Losung von I enthalten waren.

Darauf wurden die quantitativen Bestimmungen der Calciumionen ausge-
fithrt®, wodurch die folgende Ergebnisse erreicht wurden.

Die Konzentration der Calciumionen in der Losung von IT stimmte mit
der der zuletzt gebrauchten Waschfliissigkeit fast {iberein und lag innerhalb der
Grenzen des Messungsfehlers, folglich war sie ohne Bedeutung. Dagegen zeigte
die Konzentration der Calcilumionen in der Losung von I bedeutenden Wert,
namlich sie betrug durchschnittlich 0,00245 mg pro Ei (141, 7 mg). Mit anderen
Worten, nur in der Losung von I bemerkte man Mengenvermehrung von Calcium.

Aus diesen Ergebnisse wird deshalb angenommen, dass das nachgewiesene
Calcium in der Ldsung von I das aus den aktivierten Eiern entlassene sein muss,
denn diese Lisung (I), abweichend von der die unaktivierten Eier enthaltenden
Lésung (II), ist diejenige Fliissigkeit, welche die aktivierten Eier enthilt.

4) Nach solcher Behandlung waren sie noch nicht beschidigt, sondern hatten
normale Befruchtungsfihigkeit behalten. »

5) Die Methode der Bestimmungen war wie folgt : Ca wurde zuerst als Oxalat
ausgefillt, mit verdiinnter Schwefelsiure wieder aufgeldst, und iiberschiissige Kaliumper-
manganatlésung hinzugefiigt, dann der Ueberschuss von KMnQ, jodmetrisch bestimmt.
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v

Fiir Elektrolyten ist die Eimembran des Salmonideneies permeabel, dagegen
scheint im allgemeinen die Plasmaoberfliche hohe Impermeabilitit {iir Elektrolyten
zu haben (Grey ’32, Aoki ’39, Kanoh ’51 u. ’52b). Doch, streng genommen, ist
diese Impermeabilitdt nicht vollkommen, sondern ein Austausch der Kationen
durch die Plasmaoberfliche mag stattfinden (Pumphrey '31, Oikawa '52). Obgleich
dies geschieht, handelt es sich nach den bis jetzt verdffentlichen Data nur um
geringe Mengen sowohl beim unaktivierten als auch beim aktivierten Ei. Also
kommt socher Ionenaustausch beim vorliegenden Experiment nicht in Betracht.

Andrerseits haben Hayes et al. ('46) nach der direkten Analyse an Eiern
von Salmo salar berichtet, dass ein Verlust der Calciumionen bei der Befruchtung
vorkomme, und weiter hat Yamamoto ('54) am Oryzias-Ei mit Verwendung einer
Reaktion in Alizarin S-Ringerlosung bewiesen, dass freie Calciumionen zur Zeit
der Reizung mit Anstich aus dem Exsudat des Kortikalplasmas entlassen werden.

In Erwigung dieser Tatsache lasst sich an die Moglichkeit denken, dass das
im vorliegenden Experiment nachgewisene Calcium in der Lésung von I dasjenige
sein muss, was bei der Ei-Aktivierung aus dem Ei-Inneren entlassen wurde, sich
in den Perivitellinraum ausschied und dann durch die Eimembran ins &dussere
Milieu sich diffundierte.  Somit zeigen die vorliegenden Ergebnisse geradezu,
dass bei der Ei-Aktivierung Calcium aus dem Ei-Innere entlassen werden mag.
Natiirlich ist das quantitativ hier bestimmte Calcium ein Teil des aus dem Ei-
Innere entlassenen.

Heilbrunn (’52) hat bahaupten, dass gewisse kolloidale Verdnderungen, welche
bei der Erregung Jder Zelle erfolgen, zuerst auf dem Freiwerden von Calcium aus
dem Zellkortex beruhen ; und darauf hin hat er eine Kolloidchemische Theorie von
Reizung (colloid chemical theory of stimulation) aufgestellt. Seiner Ansicht nach
mag die Ei-Aktivierung, z. B. die bei Seeigel, auf Grung dieser Theorie erkldrt
werden. Die oben erwidhnten Ergebnisse bei den Oncorhynchus - Eiern erinnern
auch an diese Theorie, doch muss es noch einer weiteren Untersuchung iiberlassen
bleiben, welche kolloidchemischen Verdnderungen bei der Aktivieruhg des Fischeies
im Ei-Inneren praktisch stattfinden.

Zusammenfassung

Die obigen Experimente wurden an reifen Oncorhynchus-Eiern gemacht.
Fiir die Aktivierung dieser Eier waren Calciumionen im dusseren Milieu entbehrlich.

Die Eier wurden erstens mit isotonischer Ca-freier p. 4. S.” (physiologisch
dquilibrierte Salzldsung) mehrmals sorgfiltig gewaschen, dann wurde die Hailfte
von ihnen nach kurzer Berithrung mit redest. Wasser in isotonische Ca - freie
p- 4.5, 2 Stunden lang eingetaucht, doch die andere Hilfte wurde direkt, d. h.
ohne Behandlung mit redest. Wasser, in isotonische Ca-freie p. 4. S. von demselben
Volum auch 2 Stunden lang eingetaucht. Die Folge davon war, dass die Eier
von der ersteren Hilfte wegen der Berithrung mit redest. Wasser aktivierten,
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aber die von der letzteren nicht aktivierten und keine Verdnderung zeigten.

Hierauf wurden der Nachweis und die Bestimmung des Calciums in beiden
dusseren Milieus qualitativ und quantitativ unternommen, und es wurde festgestellt,
dass nur das erstere, d. h. die aktivierten Eier enthaltende Milieu einen bedeutenden
Wert von Calciumkonzentration zeigte.

Nach einigen Ueberlegungen ist der Verfasser zu dem folgenden Schluss
gekommen ; diese Ergebnisse zeigen geradezu, dass bei der Ei-Aktivierung
Calcium aus dem Ei-Inneren entlassen wird.
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