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Ueber den japanischen Hering (Crupea pallasii C. et V.)
III. Der Beginn der Entwicklung ohne Zerfallen
der Kortikalalveoli?®

Von
Yasuhiko Kanoh und Ryuzo Yanagimachi

(Zool. Institut, Naturwiss. Fakultit, Hokkaido Univ.)
(Mit 8 Textabbildungen)

I

Bereits ist es eine bekannte Tatsache, dass im allgemeinen bei der Befruch-
tung eine Verinderung im Eikortex vorkommt. Zum Beispiel, wenn das Secigelei
befruchtet wird, verschwinden vor allem die in der Oberschicht des Eies eingebet-
teten Granulen, nimlich Kortikalgranulen, dann beginnt die Befruchtungsmembran
sich zu erheben. Dies kommt auch bei der kiinstlichen Ei- Aktivierung vor
(Moser ‘39 a u. b, Motomura ’36, '41, Runnstrém, Monné et Wicklund '44, Runn-
strém et Wicklund ’50).

Auf der anderen Seite -hat Motomura (’34) bei Eiern von Seeigeln,
Strongviocentrotus nudus, Strongylocentrotus pulcherrimus und  Pseudoccentrotus
depressus, beobachtet, dass die Eier, welche vorher mit Buttersdure-Seewasser
behandelt worden sind, durch Sperm befruchtet werden kénnen und zwar ohne
Entstehung einer Befruchtungsmembran sich furchen. Und nach seiner spiteren
Untersuchung ist es klar geworden, dass Buttersiure-Seewasser auf Eliminerung
der Kortikalgranulen hemmend wirkt, vielmehr die Granulen nach Befruchtung
noch im Eikortex bleiben. - Daher ist es moglich zu denken, dass Zerfall der
Kortikalgranulen, d. h. Eliminierung derselben, eine der Reaktionen bei der
normalen Befruchtung, aber nicht notwendig fiir den Prozess der Befruchtung
und der Furchung sei. Mit anderen Worten, ist Zerfall der Kortikalgranulen
nicht die nétige erste Stufe zur fernen Entwicklung (Motomura "41).

Was die Fischeier betrifft, so war irgend eine Verdnderung im Eikortex bei
der Befruchtung beobachtet worden, und in den letzten Jahren hat Yamamoto
(’44-’54) am Ei eines japanischen Knochenfisches, Medaka (Oryzias latipes), mit
Verwendung der von ihm entdeckten isotonischen Methode dies eingehend aufs
neue untersucht, wodurch er zum folgenden Schluss gekommen ist: Im Kortex

1) Contribution No. 347 from the Zoological Institute, Faculty of Science, Hokkaido
University, Sapporo, Japan.

2) Ein Hauptinhalt von dieser Mitteilung wurde berichtet in der XX1II. jahrlichen
Versammlung der Zoologischen Gesellschaft von Japan, in Sendai, am 4. Oktober 1952.

Jour. Fac. Sci. Hokkaido Univ. Sev. VI, Zool. 12, 1956.
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des intakten, bzw. unbefruchteten Oryzias-Eies sind viele Alveoli eingebettet
(Kortikalalveoli), welche jedoch bei der Befruchtung immer wellenweise, am ani-
malen Pol beginnend, ringsum zerfallen. Erst nach Zerfall der Alveoli tritt ein
Perivitellinraum in die Erscheinung, dann findet bipolare Differenzierung statt,
infolgederen die Keimscheibe sich hochwolbt. Dies geschieht auch bei der
kiinstlichen parthenogenetischen Ei-Aktiviernng.

Ferner, wie schon berichtet, ergibt sich, dass am Ei von Hering (Clupea
pallasti), von Lachs (Oncorhynchus keta), von Aland (Tribolodon hakuensis) u.s.w.
auch Kortikalalveoli sich erkennen lassen (Abb. I) und dasselbe Phaenomenon,
wie das am Orizias-Ei, bei der Befruchtung oder kiinstlichen Aktivierung auftritt
(Kanoh ’50, '52, ’53, Kanoh et Ito '53, Yamamoto, K. '51). Daher mag dieses
Phaenomenon bei der Befruchtung oder Ei- Aktivierung ein allgemeingiiltiges
fiir Fischeier sein.

Nun liegt die Gedanke nahe, dass die bei der Befruchtung oder Aktivierung
vorkommende Verinderung im Kortex der Fischeier dieselbe Bedeutung wie
diejenige der Seeigeleier habe. Und wenn das der Fall ist, dann muss es méglich
sein, dass Fischeier ohne Zerfall der Kortikalalveoli sich zu entwickeln beginnen,
denn Seeigeleier kénnen, wie oben erwdhnt, ohne Zerfall der Kortikalgranulen
sich furchen.

Diese Méglichkeit ist am Ei von Hering, von Lachs und von Aland, wenn
auch die Behandlungen dafiir von einander verschieden sind, fiir giiltig erklirt
worden, woriiber schon ein kurzer Bericht zusammenfassend erstattet worden ist
(Kanoh ’52).

Eine bestimmte Art solcher Behandlung stellt die thermale Beeinflussung
der Heringseier dar, die in der vorliegenden Mitteilung berichtet wird und woriiber
einige Diskussionen gegeben werdon sollen. "

Die Arbeit wurde zum grosseren Teil in der Hokkaido Fischereianstalt zu
Yoichi, Hokkaido, ausgefiihrt, welchem Institut die Verfasser an dieser Stelle
ihren besten Dank sagen. Ebenso mdchten die Verfasser Herrn T. S. Yamamoto
herzlich danken fiir die wohlwollende Hilfe bei der Ausf{iihrung der Arbeit.

Die Arbeit wurde unter finanzieller Unterstiitzung von dem wissen-
schaftlichen Fond des Unterrichtsministeriums ausgefiihrt.

II

Die in dieser Arbeit zur Verfigung stehenden reifen Eier waren solche, die,
wie in vorhergehenden Mitteilungen (Kanoh ’49, *52), direkt durch Vivisektion
vom frischen Fisch, Clupea pallasii, gesammelt wurden.

Bei der thermalen Behandlung wurden die Eier nach Ankleben an ein kleines
flaches Glasstiick in beliebig warmes Seewasser eingetaucht, dann in Seewasser
von Zimmertemperatur (9°C) untergebracht und darin besamt.
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Zur Schnittprdparierung wurde Gilsonsche Flissigkeit als Fixierungsmittel
beniitzt und nach der gewé6hnlichen Paraffinmethode wurden die so fixierten
Objekte 104 oder 7 u dick zerlegt, dann mit Haematoxylin nach Delafield und
mit Eosin gefirbt.

III

Wenn dfe Behandlungstemperatur niedrig ist, zeigen die Eier keine
Verdnderung und beginnen mit Besamung sich in normaler Weise zu entwickeln,
namlich hierbei findet Zerfall der Kortikalalveoli statt. Zum Beispiel war das
der Fall, wo die Eier in Seewasser von 25°C Temperatur wenn auch 5 Minuten
lang eingetaucht, dann in Zimmertemperatur besamt wurden.

"Dagegen, wenn die Behandlungstemperatur zu hoch ist, verfallen die Eier
in Degeneration. Z. B.,selbst wenn die Eier in Seewasser von 45°C Temperatur nur
10 Sekunden lang eingetaucht wurden, verfielén sie bald danach in Degeneration.

Aber wenn die Behandlungstemperatur und Behandlungsdauer Mass hielten,
wurden sehr interesante Resultate herbeigefiihrt, wie Folgendes zeigt.

Wenn die Eier in Seewasser von 30° oder 35°C Temperatur 2 Minuten oder
1 Minute lang eingetaucht, alsdann in Seewasser von Zimmertemperatur (9°C)
gebracht wurden, so traten zweierleie Typen von ihnen auf, namlich der eine
(Typus I) waren diejenigen Eier, welche keine Verinderung zeigten, folglich den
intakten Eiern Ausserlich ganz gleich waren, und der andere (Typus 1I) waren
diejenigen, bei welchen Kortikalalveoli, wie bei intakten Eiern, vorhanden waren,
aber die Eimembran von dem Eileib sich abtrennte und dazwischen ein Raum
entstand (Abb. 1, 1 u. 2).

Durch Besamung zeigten die Eier von letzterem Typus Keine fernere
Verdnderung®, jedoch die Eier von ersterem Typus begannen nach Besamung
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Abb. 1. Schematische Darstellung der zweierlei Typen von
Fiern, welche bei der thermalen Behandlung auftreten.
¢ : Eimembran . i
1. TypnusI, der dem intakten Ei 4usserlich ganz
gleich ist.
2. Typus II, in dem die Eimembran von dem
Eileib sich abgetrennt hat.

3) Streng genommen, gab es unter deratigen Eiern sclche, welche dieselbe Reaktion
zeigten wie die Eier von Typus I.
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Abb. 2. 1 u. 2. Sich entwickelnde durch wirme behandelte Emr im \’1er und Acht-
zellenstadium. ca. 35 X. Verbliebene Kortikalalveoli sind sichtbar.
1’ u. 2’. Schnitte durch die Keimscheibe derselben Eier, wiein I und 2.
3. Normales Zweizellenstadium. ca. 35 X. Keine Kortikalalveoli bleiben.
3/. Schnitt durch die Keimscheibe desselben Eies, wie in 3.
4. Kortex des intakten Reifeies. ca.65 X. Essind viele Kortikalalveoli.

Abb. 3. Schematische Darstellung der Entwicklung von durch Wirme be-
handeltem Ei (A) und der des normalen Eies (B). al: Kortikalalveoli.
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sich zu furchen und schritten in ferneren Lauf der Entwicklung fort, wobei aber
bemerkenswert ist, dass der Zeorfall der Kortikalalveoli nicht so vollstindig war,
demgemiss die Eier bei der Weiterentwicklung noch Alveoli besassen (Abb. 2).
Trotzdem die so bleibenden Alveoli im Verlauf der Entwicklung fiither oder
spater allmihlich verschwanden oder sich an Zahl verminderten, konnte man
dieselben noch auf der Oberfiche des Embryos im Stadium, wo das Herz sich
bildet und Korperbewegung beginnt, wahrnehmen, falls viele Alveoli anfangs
iibriggeblieben waren, wie aus der Abbildung hervorgeht (Abb. 3).4),

Daraus ist an die Mdglichkeit zu denken, dass zwischen dem Zerfall der
Kortikalalveoli und dem Beginn der Entwicklung keine direkte Beziehung besteht
und auch ohne Zerfall der Kortikalalveoli die Eier sich entwickeln konnen.

Wie schon gesagt, hat Motomura ('34, '41) bei Seeigeleiern berichtet, dass
die Eier ohne Membranabhebung und mit Kortikalgranulen versehen sich furchen
konnen, wenn sie vorher mit Buttersiure-Seewasser behandelt, dann im Seewasser
besamt werden. Dabei aber liegen nach ihm die Blastomeren voneinander
abgesondert, und ob die Entwicklung weiter fortschreite, ist noch fraglich.

Diesbeziiglich stellten die Verfasser daher ein #hnliches Experiment bei
Eiern von einem Seeigel, Strongylocentrotus intermedius, an und Folgendes wurde
dabei klar.

Wenn die Eier von S¢. intermedius 1 Minute lang in Buttersiure-Seewasser
{N/10 Buttersiure 6 ml -Seewasser 94 ml) eingetaucht, dann in gewdhnliches
Seewasser gebracht wurden, wurden sie parthenogenetisch aktiviert und geschah
die Membranabhebung. Aber, wenn die Eier mehr als 2 Minuten lang mit dem
Buttersiure-Seewasser behandelt, dann in normales Seewasser gebracht wurden,
wurden sie, abweichend von oben, nicht aktiviert, waren jedoch noch befruch-
tungsfihig, und zwar begannen sie durch Besamung ohne Membranabhebung sich
zu furchen, wobei die Kortikalgranulen nicht verschwanden, sondern {brigblieben,
ebenso wie Motomura berichtet hat. Die geeignete Behandlungsdauer mit
Buttersiure-Seewasser fiir dieses Ergebnis war 5 Minuten lang. Und nach
Beobachtung dieses Falles wurde ermittelt, dass die dadurch kommenden
Blastomeren gewohnlich, auch wie Motomura beobachtet hat, von einander ab-
gesondert lagen; doch wenn die Eier sorgfiltig behandelt wurden, dies nicht der
Fall war, sondern die Morulae sich wie normale bildeten und wenigstens zu den
Gastrulae fortschreiten konnten. Selbst nach Bildung solcher Morulae trennten
sich vielmals noch einige Zellgruppen (Gruppzn der Blastomeren) von ihnen ab,
indem von diesen Zellgruppen kleine Blastulae einzeln gebildet wurden.

Auf jeden Fall waren die so gebildeten Gastrulae sowie kleine Blastulae
deshalb mit den normalen #usserlich vergleichbar, jedoch bei jenen liessen sich
noch bleibende Kortikalgranulen, wenn auch in geringerer Zahl per Flicheneinheit,
erkennen.

4) Indemselben Experiment, das im Jahre 1953 noch einmal angestellt wurde, fithrte
die Behandlung von 3 oder 4Minuten bei 30°C zum besten Ergebnis.
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Daher ist auch bei Seeigeleiern an die Moglichkeit zu denken, dass zwischen
dem Zerfall der Kortikalgranulen und dem Beginn der Entwicklung keine direkte
Beziehung besteht, und ohne Zerfall der Granulen die Eier sich entwickeln
kénnen. ‘

Man wird hierauf begreifen koénnen, dass die bei der Befruchtung oder
Aktivierung vorkommende Verdnderung imi Eikortex der Fischeier denselben
Sinn wie bei den Seeigeleiern hat.

Bei Seeigeleiern kommt es im allgemeinen vor, dass, wenn die fiir Ei-
Aktivierung erforderliche Erregung zn gross ist, vielmehr eine Hemmungs-
wirkung auf die Membranabhebung entsteht, wie z. B. bei Behandlung mit But-
tersiure, Harnstoff u.a.. Und zwischen der Erregung zur Ei-Aktivierung und
Hemmungswirkung auf die Membranabhebung scheint irgend eine Beziehung
vorhanden zu sein. Dementsprechend miissten auch die Eier des Herings durch
thermale Behandlung zur Aktivierung gefithrt werden konnen, was aber beim
jetzigen Stand unsres Wissens, ungeachtet wiederholter Versuche, noch nicht
gelungen ist ; und daher muss wenigstens bei Fischeiern dies noch der weiteren
Untersuchung iiberlassen bleiben.)

Iv

Auf seine Beobachtungen und experimentellen Resultate an Oryzias-Eiern
gegriindet, hat T. Yamamoto (’51, ’'54) eine Befruchtungswellen- Theorie
(fertilization-wave theory), welche auch fiir Heringseier gelten mag, aufgestellt,
nimlich er hat angenommen, dass die Verdnderung im Kortex des Oryzias-Eies
bei der Befruchtung und Aktivierung aus folgender Kettenreaktion bestehe :
Reizmittel» Reizung— “Befruchtungswelle’’— Zerfall der Kortikalalveoli— Aus-
sonderung der Kolloide von Kortikalalveoli— Trennung der Eimembran. Die
“Befruchtungswelle”” ist definiert als eine Art Erregungsprozess und wird {iir den
Grund des Zerfalls der Kortikalalveoli gehalten.

Wenn wir also von diesem Gesichtspunkt aus in Erwidgung ziehen, auf
welche Weise der Zerfall der Kortikalalveoli des Heringseies, trotz des Beginns der
Entwicklung, durch die thermale Behandlung gehemmt wird, lassen sich zwei
Méoglichkeiten denken: Die erste ist, dass, infclge der Abnahme der Reizbarkeit
des Eies (Eikortex) die durch das Spermium hervorgebrachte Reizung zu schwach
ist, um die Befruchtungswelle herbeizufithren, und somit Zerfall der Alveoli nicht
vorkommt. Die zweite Moglichkeit ist, dass die Stirke der Reizung geniigt, um
die Befruchtungswelle herbeizufithren, aber irgend ein Mechanismus des Zerfalls
gewisser Alveoli ausgeschaltet worden ist, infolgedessen einige Alveoli, ohne zu
zerfallen, iibrig bleiben.

Dann wurde, um diese Moglichkeiten zu priifen, noch ein weiteres Ex-
periment unternommen : Nach geeigneter thermaler Behandlung wurden die

5) Hier, ist es aber bemerkenswert, dass man Ovyzias-Eier durch thermale Behandlung
zur normalen Aktivierung fithren kann (Yamamoto ‘44).
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Eier in zweil Gruppen geteilt. Die der einen Gruppe wurden besamt, und die der
anderen wurden ohne Besamung zur Aktivierung mit einer feinen Glasnadel
angestochen. Es ergab sich, dass die besamten bzw. befruchteten Eier mit Alveoli
versehen sich zu entwickln begannen, d. h. ohne vollstindigen Zerfall der Alveoli
die erhabenen Keimscheiben gebildet wurden, welche danun, wie schon erwihnt,
sich zu furchen anfingen. Die angestochenen Eier zeigten beinahe dieselben
Reaktion, d. h. auch an diesen Eiern geschah Zerfall der Alveoli nicht vollsiindig,
obgleich erhabene Keimscheiben gebildet wurden. Noch dazu, selbst wenn be-
fruchtete Eier, welche, mit Alveoli versehen, sich zu entwickeln begannen, mit
Nadel gestochen wurden, zerfielen die bleibende Alveoli nicht. Da die durch
Anstich hervorgerufene Reizung stirker als die durch Spermium hervorgerufene
zu sein scheint und das “‘Alles-oder-Nichts-Gesetz’* {iir die Erregung des Eikortex
nicht gilt (Yamamoto '44), zeigt das Resultat des obigen Experiments geradezu,
dass die erste Moglichkeit nicht denkbar ist, sondern allein die zweite in Betracht
kommt.

Wie schon in der vorhergehenden' Mitteilung (Kanoh ’53) gesagt, pflanzt
sich ein Zerfall der Kortikalalveoli auch beim Heringsei, wie beim Orvzias-Ei,
wellenweise nach und nach vom animalen bis zum vegetativen Pol fort, aber sorg-
faltigen Beobachtungen nach geschieht der Zerfall je eines Alveolus vereinzelt
hier und da, wie aus den Abbildungen (Abb. 1b u. 2, S. 70) in der vorhergehenden
Mitteilung hervorgeht. Ferner, ptiift man die Lage der durch thermale Belkandlung
unzerfallend {ibrig .gelassenen Alveoli, so wird ermittelt, dass nicht nur in der
vegetativen Hemisphére Alveoli immer 1ibrig bleiben, sondern auch in der animalen
unzerfallend vorhanden sind, d. h. ein unvolistindiger Zerfall der Alveoli, obgleich
verschiédenen Grades, nicht nur in der animalen sondern auch in der vegetativen
Hemisphire vorkommt. Diese Tatsache zeigt, dass einzelne Alveoli voneinander
unabhidngig sind, sodass je ein Alveolus einen von anderen abgesonderten
Mechanismus des Zerfalls hat, und dass bei der thermalen Behandlung auch
“Befruchtungswelle’” durch den ganzen Eikortex sich fortpflanzen kann, weil mit
Besamung oder Anstich einwenig Alveoli auch in der vegetativen Hemisphire
zerfallen. )

Es liegt also nahe, anzunehmen, dass die geeignete thermale Behandlung
keinen Einfluss auf Entstehung der Befruchtungswelle ausiibt, sondern auf den
Mechanismus des Zerfalls einzelner Alveoli schiddlich einwirkt, indem einige der-
selben nicht zerfallen kénnen. ‘

Was den Mechanismus {iir Zerfallen der einzelnen Alvecli anlangt, so scheint
er enzymatisch zu sein, d. h. die Befruchtungswelle aktiviert ein damit zusammen-
hingendes Enzymen-System, welches ein Esterase-System, wie Yamamoto (*51)
béhauptet hat, sein kann, sodass der betreffende Alveolus zerfillt.

Daher liegt die Vermutung nahe, dass die betreffende schidliche Einwirkung
von thermaler Behandlung auf die einzelnen je einem Alveolus gehérenden
Enzymen-Systeme sich ausiibt -und solch beschidigtes System trotz Entstehung
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der Befruchtungswelle, nicht aktiviert wird, demgemiss der Alveolus unzerfallend
bleibt.

Zusammenfassung

- Im allgemeinen, geschieht die Entwicklung der Fischeier in der Weise, dass
mit Befruchtung Kortikalalveoli zerfallen, dann ein Perivitellinraum auftritt und
erst hierauf die bipolare Differenzierung beginnt, infolgederen die erhabene
Keimscheibe gebildet. wird, wonach diese sich zu furchen anfingt. Nun liegt der
Gedanke nahe, dass die bei der Befruchtung vorkommence Verinderung im Kortex
der Fischeier demselben Sinn wie diejenige der Seeigeleier habe. Daher kommt
es darauf an, ob Zerfall der Kortikalalveoli bei Fischeiern notwendig sei {iir den
Prozess der Befruchtung oder {iir den Beginn der Entwicklung. In Bezug auf
dieses Problem sind die Ergebnisse bei Heringseiern in der vorliegenden Mitteilung
berichtet und einige Diskussionen dariiber gegeben worden.

Wenn die Heringseier vorher durch Wéarme (30°-35°C) 2 Minuten—1 Minute
lang behandelt, dann in Seewasser von Zimmertemperatur (9°C) gebracht werden,
beginnen sie nach Besamung ohne vollstindigen Zerfall der Kortikalalveoli mit
bipolarer Differenzierung sich zu furchen, schreiten dann im ferneren Lauf der
Entwicklung fort, namlich sie entwickeln sich mit Alveoli versehen.

Daraus ist ‘an die Moglichkeit zu denken, dass zwischen dem Zerfall de1
Kortikalalveoli und dem Beginn der Entwickiurg keine direkte Beziehung besteht
und dass auch ohne Zerfall der Kortikalalveoli dic Eier sich entwickeln konnen.

Nach hinzugefiigten Anstichversuchen wird die Hemmungswirkung
solcher thermalen Behandlung auf Zerfall der Kortikalalveoli, wie folgt, vermutet :
Die geeignete thermale Behandlung 1iibt keinen Einfluss auf die Entstehung der
Befruchtungswelle (im Sinne von T. Yamamoto '51) aus, sondern wirkt nur auf
den Mechanismus des Zerfalls der einzelnen Alveoli schidlich ein, indem einige
derselben nicht zerfallen kénnen, folglich die Eier mit Alveoli versehen sich zu
entwickeln beginnen. |

Was den Mechanismus {iir Zerfallen der einzelnen -Alveoli anlangt, so scheint
er enzymatisch zu sein. Daraus ist auch denkbar, dass die betreffende schidliche
Einwirkung der thermalen Behandlung auf einzelne je einem Alveolus gehérende
Enzymen-Systeme sich ausiibt und solch beschiddigtes System, trotz Entstehung
der Befruchtungswelle, nicht aktiviert wird, demgemaiss der Alveolus unzerfallend
bleibt.

Die Ergebnisse lassen sich wohl mit denjenigen bei Sceigeleiern vergleichen
und die Verfasser haben dariiber etwas diskutiert.
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