
Prom. Nr. 2090

Beiträge zur Verwendung von Daphnia
als pharmakologisches Testobjekt

Von der

Eidgenössischen Technischen Hochschule

in Zürich

zur Erlangung

der Würde eines Doktors der Naturwissenschaften

genehmigte

Promotionsarbeit

vorgelegt von

EDWARD FLÜCKIGER

von Rohrbach

Referent : Herr Prof. Dr. H. Flück

Korreferent : Herr Prof. Dr. J. Büchi

GRAPHISCHE ANSTALT SCHÜLER AG. BIEL

1952



Leer - Vide - Empty



INHALTSVERZEICHNIS

Einleitung und Problemstellung 5

Allgemeiner Teil
, 7

I. Das Genus DAPHNIA Sars

A. Habitus 7

B. Anatomie 8

C. Biologie 10

D. Physiologie 12

E. Pharmakologie 22

1. Abführmittel 22

2. Insektizide 23

3. Depressiva 24

4. Excitantia 26

5. Pharmaka des autonomen NS 27

6. Vorwiegend cardioaktive Stoffe 30

7. Vitamine und Hormone 32

8. Elektrolyte , . 33

Zusammenstellung der pharmakologischen Ergebnisse 34

Zusammenfassung 36

F. Über die Zucht der Daphnien 37

1. Chemisch-physikalische Bedingungen 37

2. Nahrung 39

3. Allgemeines 41

Experimenteller Teil 42

II. Biologische Untersuchungen

A. Untersuchungsmaterial 42

1. Daphnia longispina 42

2. Teichwasser, Salze, dest. Wasser 43

3. Zuchtgefässe 43

4. Temperatur 44

5. Nahrung 44



B. Methoden 45

1. Zuchtkulturen 45

2. Kontrolle der Tiere 46

3. Beurteilung der Lebensbedingungen 46

C. Das Verhalten von D. longispina in Teichwasser unter verschiedenen

Nahrungsbedingungen 48

1. Teichwasser ohne Futterzusatz 48

2. Teichwasser mit Algenzusatz 50

3. Teichwasser mit Hefezusatz 50

4. Diskussion 51

D. Entwicklung einer synthetischen Versuchslösung 53

1. Vorgehen 53

2. Verhalten von D. longispina in der synthetischen Versuchslösung 54

E. Beiträge zur Ernährungsphysiologie der Daphnien 56

1. Vitamin E 56

2. Versuche mit künstlicher Nahrung I 60

Zusammenfassung 64

3. Versuche mit künstlicher Nahrung II 64

Zusammenfassung 66

Diskussion 68

III. Pharmakologische Untersuchungen

Einleitung 69

A. Untersuchungsmaterial 71

1. Oxyanthrachinonderivate 71

2. Opiumalkaloide 72

B. Methodik 72

1. Versuchstechnik 73

2. Auswerten der Beobachtungen 76

C. Resultate 80

1. Tätigkeit des unbeeinflußten Darmes 80

2. Einfluß der Oxyanthrachinonderivate auf die Darmtätigkeit . 82

Zusammenfassung und Diskussion 84

3. Die Wirkung von Opiumalkaloiden auf die Darmtätigkeit ... 85

Zusammenfassung und Diskussion 87

D. Versuch einer Beurteüung der Daphnien als pharmakologisches

Testobjekt 89

E. Zusammenfassung , 90

Literaturverzeichnis 92



EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG

Der Wert eines pharmakologischen Testobjektes wird einerseits durch die

Spezifität seiner Reaktion auf das zu prüfende Pharmakon, anderseits aber durch

unsere Vertrautheit mit den Besonderheiten der Anatomie und Physiologie des

Objektes bedingt.
Während der letzte Punkt in der Regel mehr oder minder erfüllt ist, leiden

viele biologische Testmethoden an mangelnder Spezifität der verwendeten Reak¬

tion. Die Resultate solcher Tests werden leicht vieldeutig und erschweren das

Auswerten der Versuche. Infolgedessen ist der Pharmakologe stets auf der Suche

nach neuen Testobjekten und neuen Testverfahren.

Hierbei war man schon vor längerer Zeit auf ein Tier gestoßen, das gegenüber
den «klassischen» Versuchstieren eine Anzahl von wertvollen Vorteilen in sich

vereinigt, welche es als aussichtsreich erscheinen ließen, sich eingehender mit

diesem Tier zu beschäftigen.
Es handelt sich bei diesem Objekt um Vertreter der Gattung DAPHNIA

(Phyllopoda, Euarthropoda), einer Gruppe von Kleinkrebsen des Süßwassers,
welche seit etwa 70 Jahren das Interesse der verschiedenen wissenschaftlichen

Disziplinen stets von neuem auf sich zieht.

Durch dieses rege Interesse, das den Daphnien entgegengebracht wird, ist

ein sehr umfangreiches, aber auch sehr verstreutes biologisches und pharmakolo¬
gisches Beobachtungsmaterial entstanden, welches bei Durchsicht ungefähr fol¬

gende Situation unserer Daphnienkenntnisse ergibt :

1. Das physiologische und allgemein biologische Tatsachenmaterial reicht

durchaus, um die Daphnien soweit zu verstehen, daß man einige pharmakologische
Probleme an ihnen studieren könnte.

2. Die pharmakologischen Arbeiten erwecken zum Teil einen so zwiespältigen
Eindruck, daß es gerechtfertigt erscheint, manche Methoden, bzw. Resultate,

einer kritischen Untersuchung zu unterziehen.

3. Viele Resultate lassen sich nicht miteinander vergleichen oder zum Teil

überhaupt nicht verwerten, da in züchterischer Hinsicht wie in der Vorbereitung
der Tiere zum Experiment (Standardisierung) oder in der Versuchsanlage die

Zielsetzung unklar ist.

4. Nur bei einer sehr geringen Zahl von Agentien kann mit einiger Wahrschein¬

lichkeit auf die Art der Aufnahme des Agens durch die Daphnien geschlossen
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werden; in keinem Fall jedoch ist der Weg des Wirkstoffes vom Außenmedium

zum Ort seiner Wirkung klar.

Da Untersuchungen über die Resorption von Substanzen aus dem Außen¬

medium bei solch kleinen Tieren technisch äußerst schwierig sind, mußte auf eine

Inangriffnahme dieses interessanten und vielseitigen Problèmes verzichtet werden.

Es waren vor allem die Punkte 2 und 3, welche den Anstoß zu der vor¬

liegenden Arbeit gaben.
Als erstes sollten standardisierte Kulturbedingungen geschaffen werden und

an Hand einiger physiologischer Untersuchungen die Verwendbarkeit der Zucht¬

methode demonstriert werden. Als zweites sollte die Eignung der Daphnien für

die Prüfung von darmwirksamen Substanzen untersucht werden.

Da schon verschiedentlich die Daphnien als pharmakologische Testobjekte
vorgeschlagen wurden (Irwin, Neisler & Co., G. Madaus & Co., A. Viehoever),
sollten die im folgenden dargestellten Untersuchungen beitragen, die Brauchbar¬

keit der Daphnien für pharmakologische Testverfahren beurteilen zu können. Aus

diesem Grunde ist es vorerst notwendig, die weit verstreuten biologischen, physio¬
logischen und pharmakologischen Kenntnisse in einem allgemeinen Teil darzu¬

stellen.

Herrn Professor H. Flück und Herrn Professor J. Büchi möchte ich für das

große Interesse, das sie meiner Arbeit entgegenbrachten, herzlich danken, ebenso

allen andern, die mir behilflich waren.
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ALLGEMEINER TEIL

I. Das Genus DAPHNIA Sars*

A. Habitus

Die Daphnien bilden eine süßwasserbewohnende Gattung der Cladoceren,
aus der Unterordnung der niederen Krebse. Sie sind 2 bis über 5 mm große,
rundliche bis seitlich kompresse Tiere, deren nur aus wenigen Segmenten aufge¬
bauter Körper bis auf den helmartig hervorstehenden Kopf von einer zweiklap-
pigen Schale umschlossen ist, die aus einer HautdupUkatur entstanden ist und

caudal in einen mehr oder weniger stark ausgebildeten Stachel ausläuft.

Die Daphnien sind mit den für die Klasse typischen zwei Antennenpaaren
ausgerüstet, von denen das erste als Träger von Sinnesorganen nur schwach aus¬

gebildet ist, das zweite aber, mit starken Muskeln versehen, der Lokomotion

dient. Der zwischen den beiden Schalenhälften eingebettete Rumpf zeigt zwei

Abschnitte. Der vordere Teil, Brustabschnitt, trägt 5 paarige Gliedmaßen, Thora-

kal- oder Kiemenfüße, welche die bei den verschiedenen Arten ungleich entwickel¬

ten Kiemensäckchen aufweisen. Diese Glieder sind ebenfalls Träger eines Borsten¬

apparates, mit dessen Hilfe die Daphnien ihr Futter aus dem Wasser anzureichern

vermögen. Dieser erste Rumpfabschnitt ist mit seinem vordem Teil dorsal mit der

Schale verwachsen, der hintere Teil jedoch ist frei. Der hintere Rumpfabschnitt

hängt frei in den von der Schale gebildeten Hohlraum hinein; er ist, besonders

in seinem Endteil, messerblattartig zusammengedrückt und zeigt an seinem Ende,

dem Postabdomen, eine von Art zu Art verschieden ausgeprägte Chitinisierung.
Das Postabdomen kann einen Dornenbesatz aufweisen und endigt in zwei Klauen,

welche mit oder ohne Börstchen ausgerüstet sind. In Normalstellung ist das Post¬

abdomen nach ventral abgebogen, so daß es ungefähr parallel zur Bauchseite des

Rumpfes und unter die Thorakalgliedmaßen zu liegen kommt.

Zwischen der freien Rückenpartie des Rumpfes und der Schale ist bei den

reifen Weibchen ein Raum ausgespart, der zur Aufnahme der Eier während ihrer

Entwicklung dient. Dieser Brutraum wird dorsal und lateral durch die Schalen¬

hälften, ventral durch den Rücken des Tieres und caudal durch fingerförmige
Fortsätze des Abdomens abgeschlossen, kann aber durch Einbiegen des Hinter¬

leibes geöffnet werden.

* Für eine ausführliche Darstellung der allgemeinen Biologie der Daphnien sei auf C.Wesen-

berg-Lund (167) verwiesen.
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B. Anatomie

Der Körper der Daphnien wird von einer Chitinschicht bedeckt, welche von

den Hypodermiszellen ausgeschieden und in regelmäßigen Zeitabständen er¬

neuert wird. Diese Cuticula ist an den verschiedenen Körperabschnitten verschie¬

den, im allgemeinen aber sehr dünn ausgebildet. Ihre Bedeutung als Außen¬

skelett ist wegen der geringen Stärke ihrer Ausbildung sehr klein. Die Dünnheit

dieser Chitinmembran ist mit ein Grund für die große Durchsichtigkeit, welche

die Daphnien auszeichnet.

Wie bei allen Arthropoden ist auch hier die sekundäre Leibeshöhlenwand

zurückgebildet und findet sich nur noch als Bläschen an der Basis der Exkretions-

organe und als Gonadenhöhlenwand. Es sind deshalb auch keine Blutgefäße vor¬

handen.

Die Daphnien besitzen ein strickleiterförmiges Bauchmark, welches aber nur

aus wenigen Ganglienpaaren besteht. Durch eine Schlundkommissur ist das Bauch¬

mark mit dem Gehirn verbunden, das durch Verschmelzen verschiedener Ganglien¬
paare entstanden ist. Es sind vor allem zwei übereinandergelagerte große Ganglien
sichtbar, von denen dem obern ein großes, aus 10—20 Linsen bestehendes Kom¬

plexauge vorgelagert ist. Das Auge entsteht embryonal aus einer paarigen Anlage.
Es wird durch drei paarige Muskeln äußerst beweglich gemacht. Dem untern

Hirnganglion kann ein sogenanntes Naupliusauge aufgesetzt sein, welches ein aus

wenigen Elementen zusammengesetztes Primitivauge darstellt. Unterhalb dieses

Hirnganglions münden die dicken Nervenbündel des schon erwähnten paarigen

Sinnesorganes der ersten Antenne in das Gehirn. Ein solches Sinnesorgan besteht

aus einer Gruppe von borstenförmigen Fortsätzen, deren Struktur und Funktion

noch recht unklar ist. Aus dem Gehirn entspringen noch weitere Nerven, die in

kleinen Kölbchen am Kopfhelm enden und vermutlich ebenfalls sensorischer

Natur sind.

Der Darmtrakt der Daphnien ist ein kurzes, ziemlich einheitlich gebautes
Organ, welches ventral mit einem gut ausgebildeten Oesophagus beginnt, und

das dorsal am Postabdomen in einem muskulösen Anus endet. Die Öffnung des

Oesophagus liegt am vorderen Ende einer Bauchrinne, in der die vom Reusen¬

apparat der Thorakalfüße angereicherten Futterpartikel nach vorn geschafft
werden. Der Mund ist mit einer muskulösen Oberlippe und zwei stark chitini-

sierten Mandibeln und zwei schwachen Maxillen ausgerüstet. In der Oberlippe
sind kleine, wenigzellige Speicheldrüsen zu erwähnen (40). Die Speiseröhre öffnet

sich kurz nach der Schlundkommissur des Bauchmarkes zum eigentlichen Darm¬
trakt. Im ersten Drittel desselben befinden sich, lateral angesetzt, auffällige Aus¬

stülpungen, Leberhörnchen oder Hepatopankreas genannt. Sonst ist der Darm

in seiner ganzen Länge ohne anatomische Besonderheiten. Die Darmwand be¬

steht nach W. B. Hardy und McDougall (54) aus einem Zylinderepithel, dessen

Elemente je nach dem Spannungszustand des Darmes stark in der Höhe variieren.

Am freien Ende zeigen die Epithelzellen einen hyalinen Stäbchensaum. Die Zellen

sind zum Teil reich an Granula, so besonders im Mittelteil des Darmtraktes.
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Diese Granula werden durch Osmium dunkel gefärbt (54) und nehmen auch Neu¬

tralrot stark auf (40).
In der Thorakalregion, direkt über dem Darm, hegt das Herz. Es ist dies ein

einkammriges, bläschenförmiges Organ mit zwei lateralen Ostien für das venöse

Blut und einer cranial gelegenen Aortenöffnung. Das frei an einzelnen Bändern

in der Leibeshöhle hängende Herz besteht aus einer zarten bindegewebigen Mem¬
bran (Intima) mit aufgelagerten, im allgemeinen querverlaufenden Muskel¬

fasern (154), welche von einem dorsal medianen und ventral medianen Zentrum

ausstrahlen (18).
Das vom Herz durch ein Lakunensystem des Körpers getriebene Blut ist

morphologisch sehr einfach zusammengesetzt: In der farblosen Lymphe sind

amöboide Zellen vorhanden, welche entweder aktiv herumkriechen oder von der

Strömung mitgeschleppt werden. Diese Zellen sind einheitlich 7—8 jli im Durch¬

messer und von Kügelchen stets mehr oder weniger angefüllt (53). Sie zeichnen

sich durch ihre Fähigkeit aus, große Mengen von Fremdstoffen, Fett, Bakterien,

Pilzsporen, aufzunehmen und im ersteren Fall zur Verteilung der nicht wasser¬

löslichen resorbierten Stoffe beizutragen (52, 53, 100). Der Entstehungsort dieser

Blutzellen ist unbekannt ; hingegen wurde bei ihnen schon amitotische Zellteilung
beobachtet (17). Lymphogene Organe sind nicht bekannt (64).

Im vorderen Teil der Schalenduplikatur, vom Blutstrom allseitig umspült,

liegt das Exkretionssystem (Emunktorien). Es besteht nach R. Burian und

A. Muth (20) aus zwei unabhängig voneinander sich entwickelnden Teilen, näm¬

lich einer mesodermalen Blase und einem ektodermalen Nephridialkanälchen ; die

beiden Elemente treten erst spät miteinander in Verbindung. Das «Nieren¬

bläschen», das als Rudiment der sekundären Leibeshöhlenwand betrachtet wird,
ist ungekammert und besteht aus einer einschichtigen Zellage. Diese Zellen sind

reich an Einschlüssen. Das Nephrostom ist ohne besonderen Abschluß. Das

Nephridialkanälchen wird in vier Schleifen mit einer einheitlichen Epithelwan¬
dung angelegt. Auch diese Zellen sind reich an teils nackten, teils in Vakuolen

Hegenden Einschlüssen. Der Mündungsporus des Exkretionsorgans findet sich

auf dem Körperstamm der Maxille.

Beiderseits vom Darm liegen die langgestreckten Gonaden in je einem Sack

aus einem Rudiment der sekundären Leibeshöhlenwand (20). Bei den Ovarien

kann man am hinteren Ende ein Keimlager von der den übrigen Raum ein¬

nehmenden Wachstumzone unterscheiden. Die Ovarien münden mit je einem

kurzen Eileiter an ihrem caudalen Ende in den Brutraum. Die männlichen

Gonaden reichen weit ins Postabdomen hinein, und sie öffnen sich über einen

kurzen Samenleiter caudal.

C. Biologie

Der Lebenslauf der Daphnien wurde besonders von Banta (9) und die Fôrtpflanzungsver-
hältnisse von Mortimer (103) untersucht. Das Folgende bezieht sich zur Hauptsache auf diese

beiden Autoren.
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Die Daphnien vermehren sich sowohl bisexuell wie parthenogenetisch, wobei

die zweite Art die Regel bildet und die erstere nur unter gewissen Umständen

aufzutreten pflegt.
Die bisexuelle Vermehrungsart führt unter Verschmelzen des weiblichen

Vorkernes mit einem männlichen Vorkern zur Ausbildung von sogenannten
Sexualeiern (Latenz-, Dauer-, Winter- oder Ephippieneiern), welche längere
Perioden der Trockenheit und Kälte zu überdauern vermögen, um bei Eintritt

bestimmter Verhältnisse sich zu entwickeln. Die Dauereier, aus denen stets

Weibchen entstehen, werden zu zweit in einem Stück der Rückenschale, welche

eine Umwandlung durchmacht (Ephippium), abgeworfen.
Die parthenogenetische Vermehrung geht so vor sich, daß die Eier (Sommer-,

Subitaneier) schon zur Zeit der ersten und einzigen Reifeteilung, welche nicht

reduzierend ist, in den Brutraum abgegeben werden, wo sie die Entwicklung
durchlaufen und entweder Männchen oder Weibchen ergeben.

Die Daphnien produzieren demnach drei verschiedene Sorten von Eiern,
nämlich: bisexuelle, weiblich determinierte, parthenogenetische weiblich deter¬

minierte und parthenogenetische, männlich determinierte Eier. Über die ge¬

schlechtsbestimmenden Vorgänge im parthenogenetischen Ei sind wir noch zu

wenig orientiert, es ist jedoch sicher, daß die Determination rein phänotypisch ist.

Sobald das parthenogenetische Ei aus dem Ovar in den Brutraum über¬

getreten ist, beginnt seine Entwicklung. Die Furchung des sehr dotterreichen Eies

ist superfiziell, und die Kerne erreichen die Eioberfläche bereits im 8-Kern-Sta-

dium (193). Die Entwicklungsdauer ist natürlich stark von der Temperatur ab¬

hängig und dauert bei 18° C etwa drei Tage, bei 25° C etwa zwei Tage.

Wenn die Jungen voll entwickelt sind, schlüpfen sie aus dem Brutraum her¬

aus. Dann durchgehen sie drei sogenannte Juvenil-Stadien, zwischen welchen sich

ihre Körperlänge um je 20—30% vergrößert.* Hierauf folgt eine Adoleszenz-

Periode, während der sich die ersten Eier in den Ovarien entwickeln. Die Größen¬

zunahme ist jetzt etwas reduziert. Dann folgt die erste adulte Periode; der erste

Schub Eier tritt aus den Ovarien in den Brutraum über, und der zweite entwickelt

sich in den Ovarien.

Von der Geburt bis zum ersten Wurf verstreichen je nach Spezies bei 20° C

zwischen 5 und 8 Tage, bei D. longispina 7—8 Tage (16). Von nun an wird das

Weibchen etwa 15 oder mehr parthenogenetische Würfe in Abständen von 2—3

Tagen produzieren. Die Zahl der Eier pro Wurf ist aber stark von den Futter¬

verhältnissen (Dotterbildung) abhängig (12, 81), und auch das Alter des Tieres

ist von Bedeutung. Kommt es zu einer bisexuellen Vermehrungsperiode, so sinkt

die Zahl der Würfe beträchtlich ab.

Am Ende jeder Periode, bzw. nach jedem Wurf häutet sich die Daphnie. Die

alte Chitinhaut spaltet sich dorsal und die Daphnie schlüpft heraus. Hiernach

* Wenn nicht anders angegeben, dann handelt es sich im folgenden stets um weibliche Daph¬
nien. Die Männchen, die bedeutend kleiner als die Weibchen sind, sind für Untersuchungen wenig

geeignet, da sie nur in kleiner Zahl aufzutreten pflegen.
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verläßt ein neuer Schub Eier das Ovar. Das Wachstum erfolgt nur in einer kurzen

Zeitspanne nach der Häutung; es ist am stärksten ausgeprägt in der juvenilen
Periode und wird mit zunehmendem Alter immer kleiner und kann unter Um¬

ständen sogar negativ werden.
*

Zugleich mit dem Altern wird die Periode zwischen

zwei Häutungen immer größer. Die Zahl der pro Wurf produzierten Jungen er¬

reicht etwa in der Lebensmitte ihr Maximum und sinkt dann wieder ab. Am Ende

des Lebenslaufes zeigen gut erhaltene Daphnien noch eine kurze sterile Periode.

Der Tod erfolgt dann aber selten physiologisch, sondern ist meist die Folge einer

mißglückten Häutung. Wachstum und Häutung sind, wie A. Edlen (36) zeigen
konnte, sehr eng mit der Ovarialtätigkeit verknüpft ; erlischt diese, so setzt auch

das Wachstum aus und die Häutungen werden selten.

Die mittlere Lebensdauer der Daphnien ist von verschiedenen Faktoren ab¬

hängig, unter anderem sehr stark von der Temperatur : Bei etwa 20° C beträgt
die mittlere Lebensdauer für D. longispina 28—33 Tage (9) und für D. magna etwa

42 Tage (96). Die Beziehungen zwischen den Umweltsfaktoren «Futterangebot»
und Temperatur auf der einen Seite und Lebenslänge und Maximalgröße auf der

andern Seite sind sehr komplex. Verallgemeinernd kann gesagt werden, daß

zwischen Maximalgröße und Lebensdauer eine positive und zwischen Temperatur
und Lebensdauer eine negative Korrelation besteht (51, 95, 96, 97, 98, 126, 129,

191,192), daß aber bei intermittierendem Hunger die Daphnien am größtenwerden
und am längsten leben, Verkleinerung des Futterangebotes nach reichlicher

Fütterung Verkürzung der Lebensdauer verursacht, kontinuierliches Hungern
aber verlängerte Lebensdauer bei kleinerer Maximalgröße bewirkt (31, 67, 69).

D. Physiologie

In der Besprechung der hier interessierenden Funktionen soll der Anschaulichkeit wegen
dieselbe Reihenfolge eingehalten werden wie im Abschnitt über die Anatomie.

Es wurde schon erwähnt, daß die chitinisierte Membran, welche den Körper
der Daphnien in wechselnder Dicke bedeckt, ein Produkt der Hypodermis ist.

Über die Zusammensetzung des Daphnienchitins sind wir nicht unterrichtet * *
;

aus den Aschenanalysen von A. Viehoever und Prusky (185) geht allerdings her¬

vor, daß die stark chitinisierten Mandibeln mit einem Silikat inkrustiert sind.

Die Cuticula wird in regelmäßigen Zeitabständen durch den Akt der Häutung
entfernt. Auf welche Weise die alte Haut der Daphnien sich von der unter ihr

liegenden neuen Haut abhebt, ist unbekannt, doch kann in Analogie zu der

Insektenhäutung angenommen werden, daß dies mit Hilfe eines als Gleitmittel

wirkendes Exsudat geschieht. Aus den Untersuchungen von B. Andersson und

* Eine mathematische Analyse des Wachstums von Daphnia magna wurde von A.Edlên

(34. 35) versucht.
* * In Analogie zum Insektenchitin kann angenommen werden, daß es sich um ein N-haltiges

Polysacharid handelt.
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L. Brown (6) geht hervor, daß nach Ablauf von 60 % der Zeit, welche zwischen

zwei Häutungen liegt, die neue Haut bereits soweit ausgebildet ist, daß eine Ver¬

letzung derselben nicht mehr geheilt wird. B. Andersson (2) fand weiter, daß das

Regenerationsvermögen (bei Verletzung der Schaleninnenseite) mit zunehmen¬

dem Alter abnimmt, und daß der Fortgang der Wundheilung merkwürdigerweise
unabhängig von der Temperatur zu sein scheint.

Obschon die Cuticula als Stützelement des Körpers kaum eine wesentliche

Rolle spielt, kommt ihr, im Zusammenhang mit der Hypodermis, eine große
physiologische Bedeutung zu, indem sie die Barriere zwischen Körperflüssigkeit
und Außenmedium bildet. Leider sind gerade in dieser Beziehung wenig Tat¬

sachen bekannt. Wir müssen annehmen, daß Chitin und Hypodermis dem Gas¬

austausch keinen großen Widerstand bieten. Die Kiemensäckchen sind in der

Regel nicht gut ausgebildet und ebenfalls von Chitin bedeckt. Ebenfalls für Wasser

muß die chitinisierte Membran sehr durchlässig sein : Untersuchungen von Ussing
(zit. A. Krogh (78)) mit schwerem Wasser zeigen, daß der Wasseraustausch in

weniger als zwei Minuten 80 % beträgt und innerhalb von fünf Minuten voll¬

ständiges Gleichgewicht mit dem Außenmedium erreicht ist. Über die Durch¬

lässigkeit des Integumentes für Elektrolyte ist nichts Sicheres bekannt. I. Holm-

Jensen (63) hat zwar mit Radioisotopen die Aufnahme von Na", Cl' und Br' stu¬

diert, doch kann aus seinen Resultaten nicht auf eine Diffusion durch die Chitin¬

membran geschlossen werden. Ähnlich verhält es sich mit den Versuchen von

E. Macowsky (94) ; er untersuchte die Giftwirkung von Meerwasser auf Daphnien
und gelangte dabei zu einer Beziehung zwischen Konzentration, Einwirkungszeit
und Vergiftungsgrad, welche die Entwicklung dieses Effektes als ein Diffsusions-

problem erscheinen läßt; auch seine Resultate sind aber nicht geeignet, die Frage
nach der Permeabilität des Integumentes gegenüber Elektrolyten zu erhellen. Der

Annahme einer solchen Permeabilität steht allerdings eine eigentümliche Tat¬

sache gegenüber, welche auch ihrerseits nicht leicht zu interpretieren ist. Aus einer

Serie von Arbeiten von E. Naumann (108) ist bekannt, daß Daphnien in reinstem,

glasdestilliertem Wasser während zehn und mehr Tagen (ohne Futter) zu leben

vermögen. Dies wäre, auch für kürzere Zeit, unmöglich, wenn das Integument für

Salze, bzw. Ionen durchlässig wäre. Im Gegenteil setzt diese Tatsache ein außer¬

ordentlich hoch entwickeltes Salz-Retentionsvermögen der Darmwand und der

Exkretionsorgane voraus. Gegen eine Durchlässigkeit der Chitinmembran für

Elektrolyte spricht ebenfalls die Tatsache, daß die Daphnien gegenüber dem

Außenmedium stets etwas hypertonisch sind. Wenn also eine Durchlässigkeit der

Körperwand für anorganische Ionen als unwahrscheinlich angenommen werden

muß, so ist es ebenfalls als unwahrscheinlich anzunehmen, daß die Chitinmem¬

bran, außer in etwaigen Spezialfällen, für größere Molekel durchlässig ist.

Was die Physiologie des Nervensystems anbetrifft, können einzig sichere

Angaben über die Leistung des optischen Sinnes gemacht werden. Da diese Lei¬

stungen im Rahmen dieser Arbeit aber von nebensächlicher Bedeutung sind, so

seien die betreffenden Tatsachen summarisch und ohne Zitierung der Autoren-

Namen dargestellt. Neben einem Vermögen, Helligkeitsunterschiede festzu-
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stellen, besitzen die Daphnien einen Farbensinn; sie können einen langwelligen
Bereich von einem kurzwelligen Bereich und beide von weißem Licht unterschei¬

den. Ultraviolettes Licht stößt die Daphnien stets ab, während langwelliges
sie anzieht. Das Verhalten der Daphnien gegenüber weißem Licht wechselnder

Intensität ist stets von verschiedenen Faktoren, wie Temperatur, pB, Vorge¬
schichte, abhängig. Diese Tatsachen weisen daraufhin, daß für das Zustande¬

kommen des phototaktischen Verhaltens neben der rein optischen Funktion eine

Reihe von bei- oder übergeordneten Funktionen noch notwendig sind. In diesem

Zusammenhang sei auf die Wirkung von Antihistaminica auf die Fluchtreaktion

der Daphnien bei Einstrahlung von ultraviolettem Licht hingewiesen (Vgl. Kapitel
über Pharmakologie). Die sensorische Erregungssubstanz, welche bei Reizung
eines Sinnesorganes freigemacht wird, scheint verschieden zu sein von der, welche

bei Wirbeltieren gefunden wird ; über die Natur dieser Substanz ist man allerdings
noch nicht unterrichtet.

Die Physiologie des Verdauungstraktes: Es wurde bereits erwähnt, daß sich

in der Oberlippe der Daphnien zellige Gebilde finden, die als eigentliche Speichel¬
drüsen angesprochen werden müssen (40). Wenn Nahrungspartikel in den Oeso¬

phagus eintreten, so kleben sie zu einem lockeren Nahrungsbrocken zusammen,

vermutUch durch ein Sekret eben dieser Drüse. Diese Zellgebilde sind das einzige

Organ, das man als Anhangsdrüse des einfach gebauten Verdauungstraktes be¬

zeichnen kann. Die Vorderdarm-Ausstülpungen, welche mit dem Namen Hepato-
pankreas belegt wurden, weisen entgegen der Argumentation von A. Viehoever

(170) nichts auf, das auf ihre Funktion als drüsiges Organ schließen ließe. Die für

die Verdauung notwendigen Fermente werden vermutlich von den einzelnen

Epithelzellen der Darmwand produziert und ausgeschieden (40, 54).
Nach den eingehenden Untersuchungen von M. v. Dehn (29) können die

Daphnien Stärke, Fett und Eiweiß verdauen, dagegen weder Zellulose noch

Pektin. Algenzellen werden in der Weise ausgenützt, daß ihr Inhalt durch die

Zellwand heraus verdaut wird, die Hülle jedoch unverändert den Darm passiert.
Zu gleichen Ergebnissen kommt A. D. Hasler (55, 56) bei seinen Studien über

die Enzyme der Daphnien. Er fand im Glycerinextrakt ganzer Tiere Amylase und

Lipase. Der Glycerinextrakt von extirpierten Därmen verdaute Gelatine bei

einem optimalenpH von 7,4; Eiweiß verdauende Enzyme stellte er ebenfalls fest;
als Proteinase wirkt wahrscheinlich Trypsin, da bei der Verdauung von Casein

das pH im Darm von 6,8 nach pH 7,2 verschoben wird. Von Peptidasen sind drei

Typen sicher vorhanden, nämlich Dipeptidasen, Aminopolypeptidasen und

Carboxypolypeptidasen. Nach Untersuchungen von A. Viehoever (170) kommt

zu den aufgezählten noch ein Enzym vom Emulsin-Typus hinzu.

Über die für die Verdauung so wichtigen pH -Verhältnisse liegen nur unge¬

naue und zum Teil sich widersprechende Angaben auf Grund von Indikator¬

versuchen vor (29, 47, 99,144). Dies hängt zum Teil mit den nicht zu umgehenden
technischen Schwierigkeiten zusammen (Kleinheit des Darmvolumens, Eigen¬
farbe des Darmes usw.). Es scheint, daß der Daphniendarm im vordem Abschnitt

alkalisch, im Mittelteil sauer und gegen den Anus zu wieder alkalisch ist. Im
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übrigen kann sich aber das pH im Mitteldarm während der Verdauung verändern,
wie oben für die Verdauung von Casein angegeben wurde.

Wenn die Daphnien in bezug auf die Verdauung keine Besonderheiten auf¬

weisen, so verhält sich doch die Organisation des Daphniendarmes eigenartig. Die

Aufnahme der Nahrung aus dem Darmlumen findet nicht in einem hintern Darm¬

abschnitt statt, sondern im Vorderdarm, im Gebiete der Leberhörnchen. Eine

solche Organisation setzt eine komplizierte Peristaltik voraus.

Die Nahrungsbrocken, die den Oesophagus passiert haben, werden von der

Peristaltik durch den Vorderdarm in die mittlere Darmpartie getrieben, wo sie

sich locker anhäufen, den Vorderdarm bei nicht zu großem Futterangebot fast frei

lassend. Hier findet nun die Verdauung statt. Hierauf wird die Masse wieder nach

vorn transportiert; ist unterdessen durch den Oesophagus eine neue Portion

Futterpartikel in den Vorderdarm befördert worden, dann tritt nun eine Ver¬

mischung ein von Unverdautem, Verdautem und Unverdaulichem. Ein Teil der

Darmflüssigkeit und das emulgierte Fett werden durch saugende Bewegungen
in die Leberhörnchen aufgenommen. Das Unverdauliche und Unverdaute aber

wird wieder nach rückwärts getrieben und ein Teil davon wird aus dem mittleren

Darmabschnitt langsam in den hintern Abschnitt verfrachtet, wobei die Partikel

immer stärker zusammengeballt werden. Der so entstehende Kot wird portionen¬
weise durch den Anus ausgestoßen. Es waren vor allem W. B. Hardy und

McDougall (54), welche diese merkwürdigen Verhältnisse klargelegt haben. Ein

solches Verdauungsverfahren, bei dem Unverdautes mit Verdautem gemischt
wird, kann keine gute Ausbeute ergeben; man sieht denn auch in den Kotballen

einen hohen Anteil an unverdauten Algenzellen.
Über die Innervation der sehr schwach ausgebildeten Darmmuskulatur vom

Bauchmark her wissen wir nichts. Es wurde aber von W. B. Hardy und McDou¬

gall (54) festgestellt, daß die Peristaltik unabhängig vom Vorhandensein der

Bauchganglien ist, indem auch an isolierten überlebenden Darmstücken die

charakteristischen Bewegungen noch zu sehen sind. Es muß also, wie bei höheren

Tieren, ein Reflexbogen existieren, der die Automatic der Peristaltik bedingt.
Andere Untersuchungen haben ergeben, daß der Darm durch cholinergische
Fasern kontrolliert wird (121), es ist aber nicht möglich, zu sagen, ob diese Fasern

dem Bauchmark entspringen.
Es ist oben festgestellt worden, daß der Ort der stärksten Resorption in den

Leberhörnchen liegt; dies kann aus technischen Gründen nur an nicht wasser¬

löslichen Stoffen, also bei Fetten, für den Normalfall festgestellt werden. Aus

andern Beobachtungen ist zu schließen, daß die Resorption von wasserlöslichen

Stoffen, zum Beispiel Zucker, nicht so streng lokalisiert ist, sondern über den

ganzen vordem Teil des Darmes stattfindet. In besonderen Fällen, so bei aus¬

schließlicher Fettfütterung, können außer den Zellen der Leberhörnchen auch

benachbarte Bezirke des Vorderdarmes an der Resorption von wasserunlöslichen

Stoffen teilnehmen.

Das Herz der Daphnien ist, wie im Abschnitt über die Anatomie dargelegt
wurde, ein einfaches Hohlorgan, bestehend aus einer bindegewebigen Grund-
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membran mit aufgelagerten Ringmuskelfasern. Der Herzschlag, der von O. Storch

(154) eingehend studiert wurde, zeigt eine aktive und eine passive Phase; die

Systole kommt durch aktive Kontraktion der Ringmuskulatur zustande, die

Diastole aber allein durch die Elastizität der Grundmembran bei erschlafften

Muskeln. Die Systolenzeit ist etwa 1,5 mal größer als die Diastolenzeit, welche sich

auch unter extremen Versuchsbedingungen als sehr konstant erweist. So verläuft

die Systole bei Daphnien, welche auf 7—9° C abgekühlt sind, sehr gedehnt,
während die Diastole ebenso jäh wie bei Zimmertemperatur abläuft (75).

Trotz seiner Einfachheit zeigt das Herz der Daphnien eine Reihe von Er¬

scheinungen, die außer in der nächsten systematischen Verwandschaft, bei den

Crustaceen nicht wiedergefunden werden. So fehlt dem Herz ein Reizbildungs¬
zentrum, von dem aus die systolische Kontraktion eingeleitet wird (166, 138).
Sein pharmakologisches Verhalten gegenüber Acetylcholin und K' (Verlangsa¬

mung), sowie die große Resistenz gegenüber der Aethernarkose weisen auf eine

nahe physiologische Verwandtschaft mit dem Herz des erwachsenen Wirbeltieres

(10, 117, 121, 138). Das Daphnienherz ist, vermutlich wegen seiner geringen
Masse, dem Fehlen eines Reizbildungszentrums und der Poikilothermie des

Tieres, ein äußerst sensibles Organ. Es kann durch einen Reiz an der Stelle, wo

Vorderdarm und Mitteldarm aneinandergrenzen, in seiner Tätigkeit unterbrochen

werden (121); dasselbe kann nach eigenen Beobachtungen durch einen Tempe¬
raturschock erreicht werden. Die folgende Erholungsphase kann verschieden

lang dauern; dabei wird das Herz von Physostigmin und Acetylcholin günstig
beeinflußt (121), was auf eine cholinergische Natur der von E. R. Baylor (10)

gefundenen Innervierung hindeutet. Die Herztätigkeit ist sehr eng mit dem Stoff¬

wechsel des ganzen Tieres gekoppelt. Aus diesem Grunde sind in der Literatur

ganz verschiedene Angaben über die Herzfrequenz zu finden. Sie variieren von

140/min bei Ruhe und Zimmertemperatur (11, 34) über 200-250/min (89),
188—289/min bei Zimmertemperatur (75), 285/min (154) bis zu 300/min (39), eine

Zahl, die nach unseren Erfahrungen der Herzfrequenz einer ungestörten Daphnie
bei Zimmertemperatur am nächsten kommt. Männchen weisen eine höhere

Herzfrequenz auf als Weibchen, was auf einen höheren Stoffumsatz zurückzu¬

führen ist (96, 97). Es sei hier noch einmal darauf hingewiesen (siehe vorherge¬
henden Abschnitt), daß das Daphnienherz unter Umständen in seiner Tätigkeit

ganz sistieren kann, ohne daß das Tier in seiner Lebhaftigkeit dadurch beein¬

trächtigt wird. S. Tchakotnie (158) beobachtete Tiere, die mit stillgelegtem Herz

noch 24 Stunden lebten.

J. W. McArthur und W. H. T. Baillie (97) haben die Herztätigkeit der

Daphnien unter dem Einfluß verschiedener Temperaturen untersucht, und sie

fanden, daß der Herzschlag als Indikator für die Stoffwechselgeschwindigkeit
angesehen werden kann. Interessant ist die Beobachtung von F. Bukatsch (19),
daß die Herzfrequenz durch Radiumstrahlung reversibel erhöht wird. Die Herz¬

muskulatur ist sehr ultraviolett-empfindlich. S. Tchakotnie (158) konnte mit

Hilfe von eng gebündelten UV-Strahlen systolischen Herzstillstand hervorrufen,
welcher bei kürzerer Belichtungszeit reversibel, bei längerer aber irreversibel ist.

16



Das Blut der Daphnien hat zwei Funktionen; erstens dient es als Transport¬
mittel und zweitens bildet es das innere Milieu des Tieres. Die erste Funktion

wird erfüllt durch die flüssige, wie durch die feste Phase des Blutes. Wir müssen

annehmen, daß die wasserlöslichen Substanzen, welche von der Darmwand re¬

sorbiert wurden, nach Anreicherung in den Epithelzellen an die Körperflüssigkeit
zur Verteilung im Körper abgegeben werden (99). Von den resorbierten Fetten

wissen wir aus den Untersuchungen von W. B. Hardy und McDougall (54), daß

die schon beschriebenen amöboiden Blutzellen sich an der Wand des Darmes an¬

sammeln, und daß das in den Epithelzellen angereicherte Fett langsam in sie über¬

tritt. Wie dies geschieht wissen wir nicht. Das in den Blutzellen als Tröpfchen
vorhandene Fett wird von diesen mitgeschleppt und entweder direkt an die ver¬

schiedenen Organe oder aber an Fettzellen abgegeben.
Die Blutflüssigkeit dient aber auch dem Gasaustausch. Im Normalfall ge¬

schieht dies auf Grund der Löslichkeit der Gase in der Blutflüssigkeit. Bei gerin¬

gem Sauerstoffpartialdruck kann aber von einigen Daphnienarten ein speziali¬
sierter Überträger produziert werden. Es handelt sich um ein Hämoglobin, das

aber im Blute gelöst bleibt (Erythrocruorin nach T. Svedberg und Eriksson-

Quensel fl56^). Es sind vor allem die Untersuchungen, die von H. M. Fox und

seinen Mitarbeitern durchgeführt wurden, welche die Eigenschaften und Bedeu¬

tung der schon seit langem bekannten Blutpigmente der Daphnien aufklärten.

Von E. R. Lankester (84) wurde bereits 1871 der rote Blutfarbstoff der Daphnien

spektroskopisch als Hämoglobin erkannt. T. Svedberg und Eriksson-Quensel

(156a) bestimmten das Molekulargewicht des in zwei Größen vorkommenden

Hämoglobins zu 0,5- und 6 mal das Gewicht des Säugerhämoglobins, entsprechend
35200 und 422000. Hämoglobin wurde bei den Arten magna, pulex, optusa und

hyalina gefunden (48). Die Oxyhämoglobine der verschiedenen Arten scheinen

voneinander etwas verschieden zu sein, denn sie unterscheiden sich durch ver¬

schiedene Lagen der charakteristischen a-Bande (47).
H. M. Fox und seine Mitarbeiter stellten fest (47, 48, 49), daß die Bildung

von Hämoglobin nur bei niedern SauerstofFdrucken im Milieu einsetzt, und daß

bei höhern Partialdrucken das Hämoglobin wieder verschwindet. Der Hämoglo¬

binspiegel der Daphnien macht periodische Schwankungen durch, da ein Teil

des Blutfarbstoffes aus dem Blut in die reifenden Subitaneier (nicht aber

Dauereier) übertritt. Die Daphnien bilden einen der ganz seltenen Fälle, wo Hä¬

moglobin an die Eier abgegeben wird. Der Mechanismus des Übertritts des

großen Hämoglobin-Moleküls durch den Gonadensack und die Eimembran ist

ungeklärt.
Das Studium des Verhaltens hämfreier Daphnien und ihr Vergleich mit

Carboxyhäm- und Oxyhäm-Daphnien sowie ihrer Eier hat ergeben, daß bei sehr

niedern Sauerstoffkonzentrationen (^> 1,18 cc 02/l bei 17° C) die Oxyhämoglobin-

haltigen Daphnien statistisch gesichert mehr fressen können, mehr Eier produzie¬

ren, und daß die Oxyhämoglobin enthaltenden Eier sich etwas schneller ent¬

wickeln. Die Produktion von Hämoglobin hat also für Daphnienpopulationen,
welche in sauerstoffarmem Wasser leben, eine gewisse Bedeutung.
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Die zweite Funktion des Blutes wird nur durch Zusammenwirken desselben

mit Absorptionsflächen, zum Beispiel Darmwand und Exkretionsorgane, durch¬

geführt. Es wurde erwähnt, daß das Integument der Daphnien zu dünn ausge¬

bildet ist, um als Stützelement für den Körper zu dienen. Die Daphnien haben in

ihrem Blute eine Ersatzfunktion entwickelt, die darin besteht, daß mit Hilfe

der genannten Zusatzorgane ein Turgor aufrechterhalten wird, so daß das Tier

stets prall mit Wasser gefüllt ist ; dadurch erlangt der Körper seine für das Leben

nötige mechanische Festigkeit.
Die Regulation der in diesem Zusammenhang sehr wichtigen osmotischen

Verhältnisse wurden besonders von H. Fritsche (51) studiert, wobei er die Ge¬

frierpunktserniedrigung zur Bestimmung der Konzentration der im Blute ge¬

lösten osmotisch wirksamen Substanzen wählte. Normale, gut gefütterte Daph¬
nien (D. magna) haben eine innere Salzkonzentration entsprechend einer 68milli-

molaren NaCl-Lösung; sie ist also um ein Vielfaches größer als die Außenkonzen¬

tration, welche etwa einer 4 millimolaren NaCl-Lösung entspricht. Steigert man
die Salzkonzentration des Außenmediums, so verringert sich allerdings die Diffe¬

renz bis auf etwa 20 mM, bleibt aber dann konstant bis zu Außenkonzentrationen,
die einer 0,15 molaren NaCl-Lösung entsprechen. Eine solche stabile Differenz

könnte von den Daphnien durch entsprechende Wasserabgabe erreicht werden;
dies würde aber gleichzeitig den lebenswichtigen Turgor aufheben. Wir müssen

deshalb annehmen (51, 78), daß der erforderliche Konzentrationsanstieg im

Innern durch aktive Aufnahme von Salzen zustande kommt. Für eine aktive

Aufnahme spricht auch die Tatsache, daß die Innenkonzentration stark vom

physiologischen Zustand des Tieres (Sexualzyklus, Alter) abhängig ist, und daß

Hungertiere den hohen Salzspiegel nicht aufrechterhalten können.

Es wurde schon erwähnt, daß die Daphnien fähig sind, längere Zeit in de¬

stilliertem Wasser zu leben (108). Diese Tatsache setzt vor allem ein für Salze

undurchlässiges Integument und ein außerordentlich entwickeltes Salzreten-

tionsvermögen der Darmwand wie der Exkretionsorgane voraus. Nach A. Krogh
(78) könnte es sich auch darum handeln, daß die Daphnien einen gewissen Verlust

an Salzen ertragen könnten, und daß sie weitere kontinuierliche Verluste durch

kontinuierliche Absorption aus der äußerst verdünnten Salzlösung ihrer Umge¬
bung auszugleichen vermögen. Diese Theorie würde in Einklang stehen mit den

Beobachtungen, daß hungernde Tiere einen niederem Salzgehalt aufweisen als

gut genährte (51) ; das ganze Problem bedarf aber noch eines detaillierten Stu¬

diums. Nach I. Holm-Jensen (63) beträgt das Ionen-Aufnahmevermögen der

D. magna etwa 6 milliäquiv./kg/h ; ein Ionengleichgewicht wird aber nur dann

erreicht, wenn das Außenmedium mindestens 0,1-0,2 milliäquiv. Na", Ca", Cl'

und HC03' enthält. Vorderhand sind diese Beobachtungen nicht mit denen

E. Naumanns in Einklang zu bringen.
E. Naumann (108, 110, 115) hat zu wiederholten Malen auf die große Emp¬

findlichkeit der Daphnien gegenüber Schwermetallspuren in destilliertem Wasser

hingewiesen (sogenannter oligodynamischer Effekt) und D. magna als Testobjekt
für die Prüfung solchen Wassers auf Schwermetalle vorgeschlagen. I. Holm-
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Jensen (63) hat bei seinen schon erwähnten Untersuchungen über die Osmo¬

regulation gefunden, daß Ag", Cu", Hg" und Pb" in Konzentrationen von etwa

30 jMg/1 letal wirken, und zwar indem sie die aktive Salzaufnahme verhindern.

Interessanterweise stören organische Gifte die Ionenregulation in keiner Weise

(vgl. auch J. F. Danielli [28]).
Für die osmotische Regulation ist die Leistungsfähigkeit des Exkretions-

organs von großer Bedeutung; leider sind diesbezüglich nur spärliche Unter¬

suchungen gemacht worden. Nach R. Burian und A. Muth (20), welche eine

Beobachtung von E. Metchnikoff zitieren, besitzen Cölomsack und Schleifenteil

der Maxillardrüse verschiedene Funktionen: Läßt man Daphnien ein Gemisch

von Karmin- und Indigokarmin-Lösung aufnehmen, so wird das rote Karmin

vom Cölomsack ausgeschieden, das blaue Indigokarmin aber vom Schleifenteil.

F. Sturm (155) untersuchte die Exkretionsfunktion mit Hilfe von Fluoreszein.

Er fand, daß dieser Farbstoff vom Cölomteil ausgeschieden wird und daß im

Lumen des Schleifenabschnittes eine Konzentrationserhöhung stattfindet; bei

diesem Prozeß müssen pu -Verschiebungen auftreten, da Veränderungen der

Farbnüance des Fluoresceins ebenfalls zu beobachten waren. Die Zellen des

Schleifenteils nahmen keinen Farbstoff auf. Aus Sturms Beobachtungen kann

vorsichtig geschlossen werden, daß die Konzentrationserhöhung durch teilweise

Resorption von Wasser, die pH -Verschiebung durch Resorption von Salzen be¬

dingt wird.

Wie andere Aspekte, so ist auch der Stoffwechsel der Daphnien nur lücken¬

haft untersucht. Der Nahrungsbedarf der Vertreter dieser Gattung ist völlig
unbekannt; im Abschnitt über die Physiologie des Darmes konnten die Stoffe

erwähnt werden, die von den Daphnien verdaut und verwertet werden, aber die

zur Verfügung stehenden Angaben sind sehr allgemein gehalten. Diese Unkenntnis

über die Nahrungsansprüche hängt mit der Tatsache zusammen, daß die Tiere

erstens klein sind und zweitens, daß es sich um Wassertiere handelt. Auch über

die Resorption der verdauten Nahrung können nur wenig detaillierte Angaben
gefunden werden; sie wurden ebenfalls im obenerwähnten Abschnitt dargestellt.

Noch weniger als über die Resorption ist über die Assimilation der aufge¬
nommenen Stoffe bekannt. Es liegen zwar Analysen über Depotfette vor (73, 92),
da aber entsprechende Analysen der verfütterten Algen fehlen, eignen sich diese

Resultate noch nicht zur Auswertung.
Die Daphnien bilden reichlich Fett- und Kohlehydratdepots. Diese zeigen

periodische Schwankungen, welche mit dem Ovarialzyklus im Zusammenhang
stehen. Da die Eier sehr dotterreich sind, verlangt ihre Reifung eine entsprechende
Produktion disponibler Fett- und Kohlehydratreserven.

Die Fette werden im sogenannten Fettkörper gespeichert, der von G. Jäger

(73) eingehend untersucht worden ist. Der Fettkörper ist ein Gewebe, dessen

Zellen ein embryonales Gepräge beibehalten ; das Organ verteilt sich entlang den

Blutbahnen zu Seiten des Darmes, in den Schalenklappen, im Postabdomen und

in den Thorakalgliedmaßen. Die Fettzellen, welche das Depotorgan aufbauen,

durchlaufen in ihrer Entwicklung zwei Phasen; in der ersten sind sie fettfrei,
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aber mit Granula (Kohlehydrate ?) beladen, in der zweiten Periode sind sie beinahe

frei von Granula aber von großen Fetttropfen erfüllt. Der Fettkörper wächst in

der Zeit, wo die Ovarien nur Keimgruppen enthalten; sobald in den heran¬

wachsenden Eiern die Dotterbildung beginnt, verkleinert sich der Fettkörper,
da ein großer Teil seines Fettgehaltes für die Dotterbildung mobilisiert wird.

Wie das Fett von den Depotstellen in die Ovarien gelangt ist noch unbekannt.

Die Assimilation der Kohlehydrate führt zu einem Produkt, das nach

G. Smith (150) mit Säugerglycogen große Ähnlichkeit hat, aber mit ihm nicht

identisch ist. Die Speicherung der Kohlehydrate erfolgt nicht wie die der Fette

in einem bestimmten Gewebe, sondern sehr diffus. Granula dieses Depotzuckers
wurden von G. Smith (150) in den Polygonalzellen der Hypodermis gefunden.
Dieser Autor und H. Gallistel (52a) stimmen überein, daß die Granula sich auch

in den Zellen des Darmes sowie im Bindegewebe zu Seiten des Darmes (= Fett¬

körper) und an der Basis der Thorakalgliedmaßen ansammeln. Letztere Beob¬

achtung stimmt überein mit den von G. Jäger (73) beobachteten Granula in den

Fettkörperzellen während ihres ersten Entwicklungsstadiums. Des weitern hat

H. Gallistel (52a) Depotzucker in der Muskulatur, im Kiemensäckchenepithel und

im Epithel des Schleifenteils der Exkretionsorgane gefunden. Das Gehirn der

Daphnien enthält ebenfalls geringe Spuren von Kohlehydraten.
Über die Sekretion, wie über die Exkretion der Daphnien ist nichts bekannt.

Auch diese Unkenntnisse hangen mit der Kleinheit des Tieres zusammen.

Einige Kenntnisse besitzen wir jedoch in bezug auf die Atmung der Daph¬
nien. Wie schon erwähnt, nimmt man an, daß der Gasaustausch durch die ge¬

samte Körperoberfläche geht. Diese Oberfläche ist bei den Daphnien wegen ihres

geringen Volumens und wegen der Schalenduplikatur sehr gut entwickelt. Die

stets schwingenden Thorakalbeine erzeugen dazu einen ständigen Wasserstrom

zwischen den Schalenklappen. Nach E. Babâk (7) ist Frequenz und Amplitude
dieser Schwingung umgekehrt proportional zum SauerstofFgehalt des Wassers.

Man hat beobachtet, daß der Anus der Daphnien sich rhythmisch kontra¬

hiert und öfFnet, und daß dadurch Wasser in einer Frequenz von etwa 40/min
ein- und ausströmt (87, 88). Daß es sich bei dieser Erscheinung um eine Darm¬

atmung handelt, wird nur angenommen ; diese Beobachtung wird allerdings durch

eine Beobachtung von K. Siedentop (14a) gestützt, welcher bei einer andern

Cladocere eine erhöhte Pulsation des Anus durch Erhöhung der Temperatur wie

durch Erniedrigung des Sauerstoffgehaltes des Wassers erzeugen konnte. Sicher

ist, daß diese Art von Atmung nur einen kleinen Teil des gesamten Gaswechsels

bewältigen kann.

Die quantitativen Untersuchungen über den Sauerstoffverbrauch der Daphnien, wie auch

der andern Cladoceren, sind schwer auswertbar, da die gemessenen Gasmengen häufig «pro Indi¬

viduum» angegeben werden (118, 120,123, 147, 149), oder aber die Gasmenge in «mg 02» aus¬

gedrückt wird (147, 149a). Nach Konvention sollten die Resultate aus Gaswechselversuchen in

«cmm 02/h/mg Trockengewicht bei NTP» ausgedrückt werden (vgl.M.Dixon [30]).

Der Stoffwechsel männlicher Daphnien ist größer als der von weiblichen

Tieren; dies kommt nicht nur in der schon erwähnten höhern Herzfrequenz zum
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Ausdruck, sondern auch in einem höhern Sauerstoffverbrauch (97). Nach A. P.

Scherbakoff (147) ist die Atmungsintensität umgekehrt proportional zur Indi¬

viduengröße. Derselbe Autor fand zwischen verschiedenen Arten Unterschiede

in der Atmungsgröße (bezogen auf die Gewichtseinheit); R. J. O'Connor (118),
der D. pulex und D. obtusa untersuchte, glaubt allerdings, daß solche Unterschiede

nicht bestehen, doch hat er es unterlassen, seine Resultate auf das Gewicht der

Tiere zu beziehen. Der Sauerstoffverbrauch von reifen, gut ernährten Weibchen

von D. magna wird von G. Ahlgren (1) bei 25° C zu 3-3,5 mmî 02/h/mg (NTP)
bestimmt; eigene Untersuchungen (43) ergaben bei 23° C Werte zwischen 6 und

10 mm' 02/h/mg (NTP).
Mit einer originellen Technik hat R. J. O'Connor (119) einen Versuch unter¬

nommen, den Anteil der verschiedenen Funktionen am Zustandekommen der

gesamten Atmungsgröße zu bestimmen. Er fand, daß 32 % des Sauerstoffver¬

brauches auf die Aktivität des Extremitätenmuskeln entfällt, die übrigen 68 %
aber dem Grundstoffwechsel zuzuschreiben sind.

Der Stoffwechsel, und mit ihm alle Funktionen des Körpers, ist bei Daphnien
als einem poikilothermen Tier von der Temperatur abhängig. Bei D. magna wurden

folgende Temperaturkoeffizienten Q10 der Atmung gemessen*:

Q10 ( 8-10° C) = 3,19 (124)
(15-20° C) == 1,61 (149a)
(20-25° C) = 1,81 (149a)
(18-31° C) = 1,73 (124)

Das Mittel dieser Werte ergibt:

Q10 ( 8-31° C) == 2,08

Dieser Temperaturkoeffizient stimmt überraschend gut überein mit dem

Q10-Wert der Lebensdauer von D. magna, bei Verschiebung der Temperatur von

28° C nach 8° C; J. W. Mc Arthur und W. H. T. Baillie (96) erhielten bei diesem

Experiment einen Wert Q10 (28-8°C) = 2,12 **.

So sehr die Atmung durch Temperaturveränderungen verändert wird, so

wenig ist sie gegenüber andern Einflüssen empfindlich. Nach S. N. Skadowsky
(149a) hat bei niederem C02-Gehalt des Wassers eine Verschiebung der Reaktion

desselben von pK 5,8-9,0 keinen merklichen Einfluß auf den Sauerstoffverbrauch.

Veränderungen des Gasgehaltes des Wassers haben nach demselben Autor eben¬

falls innerhalb weiter Grenzen keinen Einfluß auf die Atmungswerte. Bei 20° C

wird die Atmung erst bei einem Sauerstoffgehalt von 1 mg/1 (= 0,7 cc/1) und

darunter verkleinert. Diese Beobachtung steht etwas im Gegensatz zu den neuern

Untersuchungen von H. M. Fox (47), der, wie oben ausgeführt, bereits bei höhern

Werten eine Verminderung der Aktivität hämoglobinfreier Daphnien beobachtete.

* Erläuterungen zum Temperaturkoeffizienten Q10 sind bei L.Heilbrunn (58) zu finden.
** Vergleiche hierzu auch A.Edlén (35).
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Hinzu kommt, daß bei 17° C das Oxyhämoglobin der Daphnien bei Sauerstoff¬

mengen von 1,18 cc/1 den Sauerstoff verliert (47), da durch das Integument ein

sehr steiler Sauerstoffgradient existiert. Der Wert von S. N. Skadowsky muß also

mindestens verdoppelt werden, um mit den ausgedehnten Untersuchungen von

H. M. Fox in Einklang zu stehen. Ebenso wie eine Variation des Sauerstoffge¬
haltes von geringem Einfluß auf die Atmung ist, ebenso verhält es sich bei Ver¬

änderung der C02-Konzentration ; erst hohe Konzentrationen von mehr als 300

cc/1 können die Atmung vermindern, während extrem niedere Konzentrationen

die Atmung etwas beschleunigen können (149a). Während die erwähnten Unter¬

suchungen sich alle unter physiologischen Bedingungen abspielten, haben V. Ob-

reshkove und B. H. Ketchum (125) es unternommen, die Atmung der Daphnien
unter unphysiologischen Bedingungen zu studieren. Sie verwendeten KCN, hohe

Temperaturen oder ließen die Daphnien eintrocknen. Unter all diesen Umständen

sank die Atmung zuerst auf ein Minimum zurück, um in unmittelbarer Todesnähe

noch einmal steil in die Höhe zu gehen. Dieser steile Anstieg des Sauerstoffver¬

brauches ist wohl auf das Zusammenbrechen des geordneten Enzym-Systems
zurückzuführen.

£. Pharmakologie*

1. Abführmittel

a) Vegetabilische

Die Wirkung der wichtigsten Oxymethylanthrachinondrogen am Daphnien¬
darm ist besonders von A. Viehoever an D.magna untersucht worden; wegen
offensichtlicher Mängel der Versuchsanordnungen** sind aber die betreffenden

Arbeiten von fraglichem Wert.

Cascara sagrada (Extrakt) soll nach A. Viehoever (170) in Form des Fluid¬

extraktes 1:15 innerhalb 19 min den Darm von D. magna vollständig entleeren.

Nach der kritischen Arbeit von T. Sollmann und W. Webb (151) wird die

Peristaltik aber bei den einen Tieren nur in geringem Maße, bei andern gar
nicht angeregt.

Senna (Fluidextrakt) bewirkt nach A. Viehoever (170) ebenfalls Darmentlee¬

rung; diese Beobachtung wird von E. Koch (77) bestätigt, wobei dieser Autor

ebenfalls auf die toxische Wirkung des Sennesblätter hinweist. Diese toxische

Wirkung kann durch fermentative Behandlung der Blätter herabgesetzt wer¬

den, die abführende Wirkung wird aber bei diesem Prozeß ebenfalls ver¬

kleinert.

* Die Reihenfolge der zu besprechenden Stoffe entspricht größtenteils derjenigen der bei

K.O.M0ller (104) verwendeten.
* * Unterlassung von Kontrollversuchen und schlechte Wahl des Kriteriums.
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Rhabarber (Rheum palmatum und Rh. rhaponticum) wirkt nach A. Viehoever

(170) bereits in kleinen Extraktkonzentrationen als Laxans.

Aloë : A. Viehoever (168) untersuchte Drogen verschiedener Provenienz und fand

Curaçao-Aloë als am stärksten wirksam. Nach diesem Autor ist aber das darin

enthaltene

Aloin beinahe wirkungslos, jedoch stark toxisch; der Autor glaubt deshalb, daß

das Harz das aktive Prinzip der Aloë-Drogen ist. Aloin färbt nach längerer
Kontaktzeit die Nephridialkanälchen der Daphnien rot. Aus den Berichten des

Autors ist leider nicht zu entscheiden, ob der unerwartete Befund, daß Aloin

fast unwirksam ist, dagegen das Harz das wirksame Prinzip darstelle, einer

Eigenart des Daphniendarmes oder der ungenügenden Versuchstechnik zuzu¬

schreiben ist.

Elaterin: Von A. Viehoever wurde als Vergleichssubstanz zur Prüfung von

abführenden Drogen an Daphnien das /?-Elaterin (Merck) vorgeschlagen. Es

soll, bei nicht angegebener Konzentration, eine Darmentleerung innerhalb von

10-20 Minuten bewirken (176).

b) Salinische Abführmittel

A. Viehoever berichtet (170), daß Na2SOi und MgSOt bei Daphnien als

schnelles Laxans wirken und zwar in Konzentrationen unter 3 %. Höhere Konzen¬

trationen sollen Darmlähmung verursachen und sind letal. T. Sollmann und

W. Webb (151) erwähnen demgegenüder, daß 1 % Mg" die Peristaltik des Daph¬
niendarmes verlangsamt.

c) synthetische Abführmittel

Nach A.Viehoever (170) bewirkt Phenolphthalein in gesättigter wäßriger
Lösung Evakuation des Darmes in weniger als 30 min.

2. Insektizide

A. Viehoever berichtet (170), daß Rotenon, als Derris-Extrakt oder als

Reinsubstanz Lähmung der Thorakalgliedmaßen und unter Umständen auch des

Darmes verursacht.

Pyrethrin dagegen verursacht nach G. Belleuvre (11) bei Daphnien Herzstill¬

stand.

J. Hoffmann (62) führte einige vergleichende Untersuchungen an einer Reihe

gebräuchlicher Insektizide aus und erhielt mit einer unbekannten Daphnienart
folgende letale Grenzkonzentrationen:

DDT Blausäure Nikotin Allylsenföl Benzylrhodanid

3O0-* ï^lÇr* 5-10"6 MO-6 KÜF5
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Die DDT-Vergiftung ist irreversibel, das heißt toxische und letale Grenz¬

konzentration sind praktisch identisch; dies ist eine Erscheinung, die sich bei

den andern Insektiziden nicht zeigte.

B. G. Andersson (4) beobachtete die Lähmung von Daphnia magna bei

DD T- Konzentrationen von 10_7bisl0-9 in 16—32 Stunden in Erie-Seewasser.

Konzentrationen unter 10~9 waren innert 130 Stunden nicht toxisch.

Von H. Poussel (136) wurden die Isomeren des Hexachlorzyklohexan ver¬

glichen und das y-Isomere als das wirksamste ermittelt.

a-Naphthyl-isothiocyanat soll nach Tischler und A. Viehoever (160) bei

D. magna in 0,01 %-Lösung ein deutliches Nachlassen der Herztätigkeit, der

Bewegungen der Thorakalbeine und Ruderantennen bewirken.

Zwei insektizide Piperidino-Derivate wurden von A. Binz und L. H. Pence

(14) an Daphnien geprüft; beide Substanzen töteten Daphnien bei einer

Konzentration von 0,04 % in 20 Minuten.

3. Depressiva

E. Naumann (106) hat die Reaktion von D. magna auf verschiedene Nar¬

kotika einer Analyse unterzogen und hat dabei folgende prinzipielle Reaktions¬

weise festgestellt. Bei schwacher Dosierung treten Korrelationsstörungen zwi¬

schen linker uüd rechter Ruderantenne, zwischen deren Dorsalast und Ventralast

oder eine Kombination beider Erscheinungen auf. Bei stärkerer Dosierung sinken

die Tiere narkotisiert zu Boden. Wieder in reines Wasser verbracht, zeigen die

Tiere je nach verwendetem Narkotikum verschieden schnelles Erwachen.

Aether bewirkt nach E. Naumann (106) in einer 10% wäßrigen Verdünnung
einer gesättigten Aether-in-Wasser-Lösung innerhalb 1 Minute Narkose; die

Herztätigkeit wird dabei nicht verändert. Auch A. E. Needham (117) beob¬

achtete, daß das Herz der Daphnien narkoseresistenter ist als die übrigen Or¬

gane, mit Ausnahme des Darmes. Von T. Sollmann und W. Webb (151) wurde

sogar eine geringe Steigerung der Peristaltik beobachtet. Beide Untersuchungen
lassen den Schluß zu, daß die beiden Organe in ihrer Funktion weitgehend
unabhängig vom Zentralnervensystem sind. Erst bei Verwendung einer ge¬

sättigten wässrigen Lösung konnten T. Sollmann und W. Webb (151) am

Herz Dilatation und Arrhythmie bei gleichzeitiger Frequenzabnahme fest¬

stellen. Die Aethernarkose wurde auch von A. Viehoever (170) und von R. Cam¬

bar und A. Hayet (21) durchgeführt.

Chloroform wurde von A. Viehoever in einer 3 % wäßrigen Verdünnung einer

gesättigten Chloroform-in-Wasser-Lösung verwendet (170); er beobachtete

dabei Depression der Herztätigkeit, Spasmen und komplette Lähmung des¬

selben.
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C hl or alhy drat bewirkt nach E.Naumann (106) in 10%-Lösung innerhalb \y2 Mi¬
nuten vollständige Lähmung, bei gleichzeitiger Unterbindung der Herztätigkeit.

Phénobarbital (Phenyl-aethyl-barbitursäure) hat ebenfalls depressive Wirkung,
und es soll bei Daphnien durch Strychnin ausgelöste Krämpfe lösen, berichtet

A. Viehoever (170).

Pentobarbital (Aethyl [-1-MethyI-butyl]-barbitursäure) verursacht nach

T. Sollmann und W. Webb (151) in den Konzentrationen 1:500 Verlang¬
samung der Herztätigkeit, jedoch keine Arrhythmie; auf die gestreifte
Muskulatur wirkt es ebenfalls depressorisch.

Aethylurethan hat nach A. Krogh (79) in 0,6%-Lösung gute narkotische

Wirkung; dasselbe bestätigen L. Laszt und H. Süllmann (85).

Phenylurethan verursacht nach E. Naumann (106) in 0,125 %-Lösung inner¬

halb 1 Minute vollständige Narkose ; am Herz ist ebenfalls eine depressorische
Wirkung zu beobachten.

Aethylalkohol bewirkt in 10 %-Lösung innerhalb 1 Minute tiefe Narkose, ohne

die Herzfrequenz zu verändern; E. Naumann (106) berichtet aber, daß die

Amplitude des Herzschlages «auffallend verkleinert» wird. Dieser Beobachtung
E. Naumanns steht die Feststellung von T. Sollmann und W. Webb (151)
gegenüber, daß 1 % Aethylalkohol bereits Verlangsamung und Arrhythmie des

Herzens verursacht; die beiden Autoren beobachteten vor der allgemein de-

pressorischen Wirkung eine Aufregungsphase, welche sich auch an der Darm¬

peristaltik beobachten ließ. Die Narkosewirkung des Alkohols wurde auch von

verschiedenen andern Autoren beobachtet (85, 170).

J. Loeb (91) untersuchte die primären Cj-Cj-Alkohole auf ihre narko¬

tische Wirkung, wobei er folgende minimale Konzentrationen für die Aufhe¬

bung der Lokomotion notwendig fand :

Methyl Aethyl Propyl iso-Butyl Amyl

1,2 0^6 0^2 ÖJ2 0^04 molar

Cocain narkotisiert in 10 %-Lösung nach E. Naumann (106) innerhalb 1 Minute

vollständig, wobei die Herztätigkeit vermindert wird, was ebenfalls von T. Soll¬

mann und W. Webb (151) bei 5 %-Lösung schon beobachtet wurde. Ebenso wie

das Herz wird nach diesen Autoren auch die Darmperistaltik verlangsamt; im

übrigen verursacht Cocain eine sehr schnelle Lähmung der Augenmuskulatur,
währenddem die Ruderantennen vorerst noch unregelmäßig weiterschlagen.
J. Traube (162) stellte rein qualitativ die toxische Wirkung von Cocain an

Daphnien fest.

Novocain verursacht nach E. Naumann (106) in 10%-Lösung nach einer sehr

starken Exzitationsphase innerhalb 1 Minute Narkose, die aber nach etwa

5 Minuten wieder von einem Erregungszustand abgelöst wird. Die Herz¬

tätigkeit ist dabei stark verlangsamt und unregelmäßig.
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Morphin und Dionin (Aethylmorphin) wurden von J. Traube (169) an Daph¬
nien verglichen; das Morphin erwies sich als praktisch ungiftig, während die

Tiere in 1 %-Lösung von Dionin bereits nach 80 Minuten keine Reflexe mehr

zeigten.

Die Wirkstoffe von Cannabis indica sollen nach A. Viehoever (174) bei

D. magna eine starke narkotische Wirkung entfalten, die zum Tode führt.

4. Excitantia

Nach A. Viehoever (170) und nach E. Florey (142) bewirkt Pikrotoxin

starke Krämpfe.

Cardiazol verlangsamt nach T. Sollmann und W. Webb (151) die Herztätigkeit,
vermindert die Peristaltik des Darmes und dämpft die Aktivität der quer¬

gestreiften Muskulatur. Nach E. Florey (142) verursacht eine Minimalkonzen¬

tration von 1:50 starke Erregung, doch sterben die Tiere schon nach wenigen
Minuten.

Coffein verstärkt nach A. Viehoever (170) den Herzschlag, erniedrigt aber seine

Frequenz. Bei toxischen Konzentrationen erfolgt diastolischer Herzstillstand.

Strychnin äußerst seine zentrale Wirkung nach G. L. Clark und E. Wolf (25) in

einer Umkehr des phototaktischen Verhaltens, sowie des galvanotaktischen
Verhaltens. A. Viehoever und Mitarbeiter (177, 178, 183) beobachteten die

Strychninwirkung eingehend und fanden bei kleinen Dosen eine allgemeine
Stimulation, die sich ebenfalls auf die Peristaltik auswirkte. In der nächsten

Phase wird das Tier von einer allgemeinen Erregung erfaßt : Rotieren der Augen
bei zuckenden Augenmuskeln, Zucken der Antennen, Aufhebung der Körper¬
orientierung. Die Erregung der quergestreiften Muskulatur geht dann nach

diesen Autoren in klonische Krämpfe über, wobei gleichzeitig ein ausgeprägtes
Nachlassen der Herztätigkeit und eine weniger deutliche Depression der Kie¬

menfüße auftritt. Nach einiger Zeit stellt sich bei den Daphnien eine allgemeine
Lähmung ein mit Herzstillstand. T. Sollmann und W. Webb (151) haben eben¬

falls die Vergiftungssymptome studiert, doch haben diese Autoren keine

Krämpfe, sondern nur Lähmung nach vorausgegangener Erregung beobachten

können. Das Fehlen jeglicher Erregungsphase nach Strychnin 1:1000 wurde

ebenfalls von E. Florey (42) festgestellt, doch verursacht nach diesem Autor

Strychnin bei D.pulex nur eine teilweise Lähmung der Tiere. A. Viehoever und

Mikuryia (183) haben den zeitlichen Eintritt der allgemeinen Lähmung in

Abhängigkeit von der Strychninkonzentration untersucht. Die aus ihren Re¬

sultaten ermittelte Beziehung log Konzentration-log Manifestationszeit ergibt
eine Gerade mit nur geringer Streuung.

Brucin wirkt verlangsamend auf die Bewegungen und hat nach E. Florey (42)
Anticholinesterase-Wirkung.
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5. Pharmaka des autonomen Nervensystems

a) Parasympathomimetica

Cholin hat auf die Herztätigkeit depressive Wirkung (156).

Acetylcholin vermindert Stärke und Frequenz des normalen Herzschlages
(10, 138). Ist das Herz aber durch einen mechanischen Reiz zum Stillstand ge¬
bracht worden, so hat Acetylcholin in der Erholungsphase eine beschleunigende
und regulierende Wirkung (122). Acetylcholin erzeugt starke Darmkontrak¬

tionen, welche, nachdem die Tiere in frisches Wasser zurückversetzt sind, in

eine kräftige Vor- und Rückwärtsperistaltik übergehen, welche lange Zeit an¬

dauert (121). Sowohl die Wirkung am Herz, wie die am Darm wird durch Atro-

pin verhindert, bzw. aufgehoben und durch Physostigmin gefördert.

Mecholyl (Acetyl-methylcholinchlorid) zeigt nach T. Sollmann und W. Webb

merkwürdigerweise am Herz keine Wirkung, verursacht jedoch gesteigerte
Darmperistaltik verbunden mit Kotabgabe ; diese Wirkung wird sowohl durch

Adrenalin wie durch Atropin verhindert, bzw. aufgehoben. Die beiden Autoren

beobachteten keine Wirkung an der quergestreiften Muskulatur.

Carbachol (Carbaminoyl-cholinchlorid) wurde von R. J. O'Connor (119) ge¬

prüft. In der Konzentration 10-7 verursacht es gesteigerte Aktivität und er¬

höhten Sauerstoffverbrauch ; bei 10-5 bis 10-4 ist diese Wirkung maximal ; bei

noch höhern Konzentrationen wird die Atmungsintensität verringert, und es

treten Lähmungen auf.

Pilocarpin wirkt auf Daphnien in hohen Dosen letal; diese toxische Wirkung
kann aber durch gleichzeitige Verabreichung von Atropin verhindert werden

(162). In einer Konzentration von 10~4 hat es nach T. Sollmann und W. Webb

(151) keine Wirkung auf die Herztätigkeit, erhöht aber wie Mecholyl die Darm¬

peristaltik und kann durch Atropin antagonisiert werden. Nach denselben

Autoren hat Pilocarpin keine Wirkung an der quergestreiften Muskulatur der

Daphnien.

Physostigmin (Eserin) blockiert bzw. verlangsamt die Herztätigkeit (10, 151).
Es hat aber auf das durch mechanischen Reiz zum Stillstand gebrachte Herz

in der Erholungsphase einen regulierenden Einfluß; bei Vorbehandlung mit

Physostigmin erholt sich das Herz viel schneller (122). Am Darm bewirkt

Physostigmin Kontraktionen (121, 151), intensiviert und verlängert die

Acetylcholin-Wirkung und setzt die Reaktionszeit gegenüber Acetylcholin
herab (121). Auf die quergestreifte Muskulatur hat Physostigmin keinen Ein¬

fluß (151).

b) Parasympathicolytica

Nach T. Sollmann und W. Webb (151) hat Curare zuerst eine geringe Steige¬

rung der Muskelaktivität zur Folge; hierauftritt Verlangsamung und dann voll¬

ständige Sistierung aller Bewegungen der quergestreiften Muskeln ein. Die
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curarisierten Muskeln sprechen aber noch auf elektrische Reize an (151). Von

R. J. O'Connor (119) wurde mit Erfolg d-Tubocurarin zur Lähmung der gestreiften
Muskulatur verwendet, um den Ruhestoffwechsel der Daphnien messen zu können.

Die Wirkung von Curare am Darm wird von T. Sollmann und W. Webb (151) als

unsicher angegeben.

Atropin bewirkt nach T. Sollmann und W. Webb (151) eine leichte Verlang¬

samung der Herztätigkeit ; seine Wirkung am Darm ist klarer. Atropin bewirkt

Unterbruch der Kontraktionen und antagonisiert die Wirkung von Acetyl-
cholin, Mecholyl und Pilocarpin (121, 151). Atropin antagonisiert auch toxische

Dosen von Pilocarpin (162).

Scopolamin wurde von J. Traube (162) auf seine toxische Wirkung an Daph¬
nien untersucht ; die Vitalität der Tiere war in einer 1 %-Lösung des Hydro-
chlorids noch nach 6 Stunden nicht vermindert.

c) Nikotin

Die Toxizität von Nikotin wurde schon im Abschnitt über die Insektizide

erwähnt. T. Sollmann und W. Webb (151) untersuchten die Wirkung auf ver¬

schiedene Organe. Am Darm ist nach Nikotin zuerst eine leichte Steigerung und
hierauf Sistierung der Peristaltik zu beobachten. Die Wirkung am Herz besteht

ebenfalls in einem kontinuierlichen Abfall der Tätigkeit nach anfänglicher

Steigerung. Die quergestreiften Muskeln reagieren ähnlich; die Tiere zeigen zu¬

erst einen deutlichen Anstieg der Aktivität, das Schwimmen wird dabei aber

unkoordiniert. Später tritt ein Abfall der Muskelaktivität ein, gefolgt von voll¬

ständiger Lähmung. Die Muskeln zeigen keinen Tonus mehr. Interessanterweise

kann an den Thorakalgliedmaßen keine Stimulationsphase beobachtet werden.

d) Sympathomimetica

0. V. Hykes beobachtete 1926 als erster, daß Adrenalin die Herztätigkeit
der Daphnien steigert (66). Seither ist diese Beobachtung von verschiedenen

Autoren bestätigt worden (10, 43, 151, 156, 170). Adrenalin hemmt die Darm¬

peristaltik, doch kommt es dabei nicht zu einer Muskelerschlaffung (151), sondern

zu spastischen Kontraktionen. Diese Wirkung kann nach eigenen Untersuchungen
noch bei 10~6 bei D. magna beobachtet werden (43). Adrenalin antagonisiert die

Darmwirkung des Mecholyls (151). Die Aktivität der quergestreiften Muskulatur

wird nach T. Sollmann und W. Webb (151) durch Adrenalin erhöht, wobei die

Ruderantennen eine erhöhte Frequenz aber verkleinerte Amplitude des Aus¬

schlages zeigen sollen; dieser Zustand geht bei D.magna nach eigenen Unter¬

suchungen (43) bei 10~5 in eine Lähmung über, wobei ein charakteristisches

Zittern der Antennenäste zu beobachten ist. Adrenalin soll nach T. Sollmann und

W. Webb (151) die Bewegung der Kiemenfüße vermindern ohne vorausgehende
Stimulationsphase, doch haben eigene Beobachtungen (43) keine solche depres¬
sive Wirkung feststellen lassen.
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1-Adrenalin steigert den Sauerstoffverbrauch der Daphnien (1, 43).
Benzedrin (/S-Phenyl-isopropylamin) verursacht nach A. Viehoever und J. Co¬

hen (179) eine Verminderung der Herztätigkeit und Krämpfe der Darmmusku¬

latur, während die quergestreifte Muskulatur erst in einem späten Zeitpunkt
gelähmt wird.

Paredrin (p-Oxyphenyl-isopropylamin) verursacht nach denselben Autoren

vorerst allgemeine Erregung, welche später in Muskelkrämpfe übergeht, wobei

Herztätigkeit und Bewegung der Thorakalfüße sehr geschwächt werden.

Paredrinol (Veritol, p-Oxyphenyl-isopropyl-methylamin) verursacht ebenfalls

nach denselben Autoren allgemeine Krämpfe nach vorhergehender Erregungs¬
phase.

e) Sympathicolytica

Nach A. Viehoever und J. Cohen (182) verursacht Yohimbin ausgespro¬
chene und langdauernde Exzitation der männlichen Geschlechtsorgane. In hohen

Dosen verursacht es ein Anschwellen der Darmwand. Durch Yohimbin entstehen

Krämpfe der Augenmuskeln und die Koordination der Ruderantennen wird ge¬

stört. Die Wirkung auf das Herz besteht in einer Dilatation und einem Nachlassen

der Aktivität (181, 182), welche sich auch an den Kiemenfüßen bemerkbar macht.

f) Histamin bzw. Antihistaminica

Nach 0. Poupa (135) kann die durch Licht von Wellenlängen unter 4000 A

ausgelöste negative Phototaxis der Daphnien auf eine Freisetzung von Histamin

durch das eingestrahlte Licht erklärt werden. Histamin-Zusatz zu normalen

Tieren hat allerdings keine Wirkung. Interessanterweise wird aber die negative
Phototaxis bei Bestrahlung mit UV durch Zusatz von Antihistaminica verhindert,
in höheren Dosen sogar in eine positive Phototaxis umgekehrt. Die verwendeten

Antihistaminica sind:

a-Benzhydryläther-/3-piperidinoäthan,

2-Phenylbenzylaminoäthyl-imidazolin,

a-Phenylamino-/?-aminoäthan. Ihre Wirksamkeit an Daphnien verhält

sich wie im Versuch am Meerschweinchendarm. Die minimale wirksame Konzen¬

tration der erst erwähnten Substanz war 2,5 jMg/cc.

g) Chiningruppe

Nach T. Sollmann und W. Webb (151) verursacht Chinin am Herz Arrhyth¬
mie mit unvollständigen Systolen und diastolischer Dilatation. Die Peristaltik

des Darmes wird abgeschwächt. Die Antennenmuskulatur wird gehemmt und die

Bewegungen werden zuckend. Auch von J. Traube (162) wurde die toxische

Wirkung des Chinins an Daphnien beobachtet.
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Chinidin, das rechtsdrehende Isomere von Chinin wurde ebenfalls von T. Soll¬

mann und W. Webb (151) untersucht; die beiden Autoren fanden eine Wir¬

kung, die derjenigen des Chinins sehr ähnlich ist.

6. Stoffe mit vorwiegend cardioaktiver Wirkung

a) Digitalis-Glykoside

Nach A. Viehoever und Mikuryia (184) erhöht Digitoxin den Tonus des

Herzmuskels; es bewirkt nach A. Kuhn und H. Penz (80) einen Abfall der Herz¬

tätigkeit. Eine gesättigte wässrige Lösung verursacht nach 5-6 Stunden Herz¬

stillstand (170).
Ein wässriger Auszug der Blattdroge verursacht eine beschleunigte Erholung

des durch Chloroform geschädigten Herzens (170) und vermag der durch Yo¬

himbin verursachten Depression der Herztätigkeit entgegenzuwirken (186) *.

T. Sollmann und W. Webb (151) beobachteten nach Einwirken eines Digi¬
talis-Extraktes Arrhythmie und Verlangsamung des Herzschlages bei diastolischer

Dilatation, statt der von Viehoever berichteten Tonuserhöhung. Von den beiden

Autoren wurde auch keine Wirkung auf die Peristaltik beobachtet. Verlangsa¬
mung der Herztätigkeit wird ebenfalls von A. Kuhn und H. Penz (80) angegeben.
Der Tod nach Einwirken von Digitalisauszügen erfolgt in Systole ; herztoje Tiere

können sich jedoch, nach Berichten der beiden Autoren, nach Verbringung in

frisches Wasser, wieder erholen. Die Beziehung zwischen log Dosis und Zeit für

50 % Tod stellt nach A. Kuhn und H. Penz (80) eine Gerade dar. K. Rehnelt

(140) konnte durch seine Untersuchungen wahrscheinlich machen, daß die in

wäßrigem Auszug der Blattdroge am stärksten das Daphnienherz beeinflussenden

Stoffe thermolabil sind, und daß sie zur Gitalinfraktion gehören.

b) Convallaria-Glykoside
Die Chemodur GmbH (23) untersuchte ein wässriges Perkolat von Convalla-

ria majalis an Daphnien; die Resultate ergeben eine Beziehung zwischen log
Dosis und Sterbenszeit, welche nichtlinear ist. Die toxische Wirkung dieser Droge
wurde ebenfalls von R. Jaretzky und J. Simon (72a) untersucht, und die beiden

Autoren kommen zum Schluß, daß zwar Convallotoxin eine gewisse Toxizität

für Daphnien besitzt, daß aber die Wirkung des Drogenauszuges «weder auf die

herzwirksame Substanz allein noch auf die Saponine zurückzuführen» ist.

c) Nerium-Glykoside
K. Rehnelt (141) untersuchte Heißwasserauszüge von Nerium oleander an

Daphnien und stellte fest, daß die Wirkung ähnlich derjenigen von Digitalis- und

Convallariaauszügen ist.

* Das in der Droge enthaltene Saponin Digitonin verursacht in gesättigter, wässriger
Lösung Verminderung der Herzfrequenz, Verlangsamung der Lokomotion und eine Verstärkung
der Darmperistaltik (170, 187).
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d) Veratrum-Alkaloide

Extrakte der Blätter von Veratrum viride und V. album ergeben an Daph¬
nien Vergiftungssymptome, welche von A. Viehoever und J. Cohen (181) mit

denjenigen von Strychnin verglichen werden. Zuerst ist eine Erregungsphase mit

koordinierten, später unkoordinierten Bewegungen zu beobachten ; hierauf folgen
Krämpfe, wobei die Tiere sich negativ geotaktisch verhalten. Die Krämpfe
werden unterbrochen von immer länger dauernden Erschöpfungspausen, wäh¬

rend welchen die Daphnien an den Boden ihres Gefäßes sinken. Bei Eintritt der

Krämpfe ist gleichzeitig ein starker Abfall der Herztätigkeit und der Aktivität

der Thorakalgliedmaßen zu sehen.

Veratrin, ein Gemisch von Veratridin, Cevadin, mit wenig Cevin (59), hat nach

T. Sollmann und W. Webb (151) eine nur unklare Wirkung am Daphnienherz.
R. 0. Craw und A. E. Treloar (27) berichten, daß wässrige Extrakte von

Veratrum viride mit D. magna standardisiert werden können ; als Kriterium wird

von ihnen die Zeit bis zu systolischem Herzstillstand verwendet. Eine reziproke
Proportionalität zwischen Konzentration und Testwert wird angenommen. Als

Vergleichssubstanz verwenden die beiden Autoren ein Standard-Blattpulver;
vergleichende Untersuchungen mit Reinsubstanzen fehlen*. Ein von der Firma

Irwin, Neisler & Co, Decatur (USA), propagiertes Veratrumpräparat ist in «Craw»-

Einheiten standardisiert (71).
A. E. Meyer und J. Greenberg (101) untersuchten die Wirkung von Rein-

alkaloiden am Daphnienherz; sie verwendeten D. magna und eine ihnen unbe¬

kannte Daphnienart. Die beiden Arten ergaben stark verschiedene Resultate:

Alkaloid D. magna D. species

Veratramin

Veratrosin

Jervin

Pseudojervin

schneller

Herzstillstand

1: 500

Bradykardie

1: 2000

Herzstillstand

Herzstillstand

lOOmal langsamer

1:500

schw. Biadykardie

1:500

schw. Bradykardie

1: 2000

schw. Bradykardie

Die in der Zusammenstellung verzeichneten Herzwirkungen wurden nach

einer Einwirkungszeit von 60 Minuten beobachtet. Die Autoren schließen aus

ihren Beobachtungen, daß nur Veratramin und nah verwandte Alkaloide an

Daphnien herzaktiv sind.

* Die Versuche wurden durch die Berichte von A. Viehoever veranlaßt, daß die Daphnien¬

organisation «resemble in many respects the principal systems of the vertebrate».
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7. Vitamine und Hormone

Wegen züchterischer Schwierigkeiten war es bisher beinahe unmöglich, so

schwierige Probleme wie die des Vitamin- und Hormon-Stoffwechsels der Daph¬
nien anzugreifen. Aus eben demselben Grunde sind die meisten in der Literatur

sich findenden Angaben mit Vorsicht zu verwerten.

a) Vitamine

A. Viehoever und J. Cohen (180) beobachteten, daß in ihren D.-magna-
Kulturen die Ovarialtätigkeit nachließ, wenn der Schafdung, mit welchem das

Kulturmedium gedüngt wurde, mit Petroläther extrahiert worden war. Die

beiden Autoren gaben hierauf «Triticol», kalt gepreßtes Öl aus Weizenkeimlingen,
in das Medium und stellten innert 48 Stunden eine Steigerung der Ovarialtätig¬
keit fest. Sie schlössen daraus, daß das im Preßöl enthaltene Tocopherol, Vita¬

min E, die weiblichen Gonaden zur erhöhten Proliferation angeregt habe. Die¬

selben Resultate wurden erhalten unter Verwendung von Vitamin-E-freiem

Rattenfutter und späterer Zugabe von Triticol. Eine Steigerung der Vermehrung
wurde ebenfalls erreicht in Kulturmedien, deren «Vitamin-E »-Gehalt nicht

künstlich vermindert worden war. W. Trager (161) weist daraufhin, daß in Vie-

hoevers Medium erstens Mikroorganismen vorhanden waren, (diese bilden das

Futter der Daphnien) und daß die Tocopherolwirkung via Bakterienvermeh¬

rung (= bessere Futterverhältnisse für die Daphnien) gehen könnte; für diese

Ansicht spricht auch die von den beiden Autoren erwähnte Tatsache, daß auch

bei Hungerkulturen sich Tocopherol als wirksam erwiesen habe. Zweitens weist

W. Trager darauf hin, daß im Triticol eine Reihe anderer Substanzen vorhanden

sind, die ebenfalls wirksam sein könnten. Trotz dieser Einwände übernimmt

H. R. Rosenberg (145) die Aussagen A. Viehoevers ohne Kommentar in sein Buch

«Vitamins» und berichtet von einem Fertilitätstest an Daphnien zur quantita¬
tiven Bestimmung von Vitamin E. Die Wirkung von 2-Methyl-l,4-naphtho-
chinon, einer Vitamin-K-aktiven Substanz, auf die Lebensdauer der Daphnien
wurde von V. Schlechter (148) mit Hilfe hungernder Tiere untersucht. Er fand,
daß diese Substanz in Konzentrationen von über 40 jug % die Lebensdauer der

Versuchstiere verkürzt und glaubt, daß dies unter Umständen auf einer proto¬

plasmatischen Koagulation beruht.

b) Hormone

V. Schlechter (148) untersuchte an Hungertieren von D. magna ebenfalls die

Wirkung von Heparin: Die Versuchstiere zeigten eine etwas erhöhte Aktivität

und bei Konzentrationen zwischen 10 und 100 mg % eine verlängerte Lebensdauer.

Der Autor führt diese Wirkung auf eine Verlangsamung der natürlichen proto¬

plasmatischen Koagulation zurück.

Pituitrin, ein Extrakt des Hypophysenhinterlappens, verursacht nach O. V.

Hykes (66) eine starke Verminderung der Herzfrequenz bei D. magna
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und D. pulex. Auch A. Viehoever hat sich mit diesem Organextrakt beschäf-

tigt (170).

Thymus-Drüsenextrakt bewirkt ebenfalls eine Verminderung der Herztätig¬
keit (66).

Thyroidin, das thyreotrope Hormon des Hypophysenvorderlappens hat nach

0. V. Hykes (66) eine herzbeschleunigende Wirkung bei Daphnien.

Thyroxin wurde von G. Ahlgren (1) auf seine Stoffwechselwirkung bei D. magna

untersucht; er konnte weder eine steigernde noch eine hemmende Wirkung
beobachten.

Y. Mori (102) machte mit Hilfe von Kastrationsversuchen an weiblichen

Tieren von D. magna wahrscheinlich, daß die Ausbildung der sekundären weib¬

lichen Geschlechtsmerkmale, Abdominalzipfel und Brutraum, hormonal gesteuert
wird. Da aber durch die angewandte Radiumtechnik auch eine allgemeine Schä¬

digung der Tiere erfolgte, sind die Resultate sehr unsicher.

Durch eine Reihe von Untersuchungen sind weitere Stoffwechselwirkungen ver¬

schiedener Substanzen an Daphnien demonstriert worden; wegen der großen
Unklarheiten, mit denen diese Experimente behaftet sind, kann hier nicht auf sie

eingegangen werden, es seien jedoch die Arbeiten von L. Ingle et al. (69) und von
A. v. Herwerden (60, 61) genannt.

8. Elektrolyte

a) Kationen

Wie Acetylcholin, so unterbindet auch das Kalium die Herztätigkeit der

Daphnien (10) durch Steigerung des Tonus bis zum Stillstand in Systole (39). Am

Darm bewirkt Kalium Tonusverlust, ebenso an der quergestreiften Muskula¬

tur (39).

Calcium antagonisiert die Wirkung von Kalium (39).

Magnesium verursacht Verlangsamung der Herztätigkeit und Arrhythmie bei

unvollständiger Systole und diastolischer Dilatation ; die Darmperistaltik wird

ebenfalls vermindert (151).

Barium bewirkt am Daphnienherz nur langsam eine kleine Dilatation, aber keine

Arrhythmie, während am Darm eine langsame Peristaltik auftritt (151). Am

frei schwimmenden Tier ist zuerst ein Anstieg, später ein Abfall der Aktivität

zu bemerken, wobei an den Ruderantennen ein feines Zittern auftritt (151).

Hg, Ag, Cu, Pb verhindern in einer Konzentration von 30 ^g/1 die aktive Auf¬

nahme von Na und andern Ionen; durch diese Störung der Osmoregulation
wirken diese Schwermetalle tötlich (63) ; die letale Konzentration kann unter

Umständen etwas höher, nämhch für Hg bei 250 ^g/1 (65) gefunden werden,

bzw. etwas tiefer, so für Cu bei ca 1 figß (112). Die Vergiftungserscheinungen
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durch Hg machen sich zuerst an der quergestreiften Muskulatur bemerkbar,
während die Peristaltik und der Herzschlag noch lange nach Eintritt der Läh¬

mung der Gliedmaßen zu beobachten sind (15).

Zink ist weniger toxisch als die oben erwähnten Metalle, doch hängt die letale

Konzentration sehr stark von pH und Kohlensäuregehalt des Wassers ab;

interessanterweise stimulieren Spuren von Zink das Wachstum und die Ver¬

mehrung von D. magna (109, 110).

Blei verhält sich ähnlich wie Zink, indem nichttoxische Mengen den StoiFwechsel

der Daphnien stimulieren (109, 111).

b) Anionen

Über die Wirkung von anorganischen Anionen sind wir nur sehr ungenügend
orientiert. B. G. Andersson (3) hat zwar eine große Zahl auf ihre Toxizität an

D. magna untersucht, doch sind seine Versuche in Erie-Seewasser durchgeführt
worden und können deshalb im Rahmen dieser Arbeit nicht verwendet werden;
die Resultate sind nur spezifisch für die Bedingungen, welche durch den Chemis¬

mus des Erie-Wassers gegeben sind.

ZUSAMMENSTELLUNG

DER PHARMAKOLOGISCHEN ERGEBNISSE

Darmperistaltik

vegetab. Abführmittel

Depressiva

Excitantia

Parasympathomimetica

Parasympatholytica

Nikotin

Sympathomimetica
Chiningruppe
herzwirksame Drogen
Kationen

unklare Wirkung
Aether, erst bei hoher Konzentration nach geringer
Anregung Depression
Cocain, Depression
allgemein Depression
Strychnin, bei kleiner Konzentration Anregung
erhöhte Peristaltik, antagonisiert durch Atropin,
Adrenalin

Atropin, Depression
Curare, unsicher

Depression nach kleiner Steigerung
Spasmen
Depression
unklar

Kalium, Depression
Calcium, Tonussteigerung
Magnesium, Depression
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Herz

Depressiva

Excitantia

Parasympathomimetica
Parasympatholytica
Nikotin

Sympathomimetica

Sympatholytica
Chiningruppe

herzwirksame Drogen

Hormone

Kationen

Quergestreifte Muskulatur

Depressiva

Excitantia

Parasympathomimetica

Parasympatholytica
Nikotin

Sympathomimetica

Sympatholytica
Chiningruppe
herzwirksame Drogen

Aether, erst bei hoher Konzentration Depression

allgemein: Depression bis Lähmung, mit Arrhythmie
bei Aether, Aethanol und Novocain

Cardiazol, Depression
Coffein, Tonussteigerung, Frequenzverminderung
Depression, antagonisiert durch Atropin
unklar

Depression nach kleiner Steigerung
Adrenalin, Steigerung
Benzedrin und Paredrin, Depression
Dilatation und Depression

Arrhythmie, unvollständige Systolen bei diastolischer

Dilatation

Digit. Extrakt, Arrhythmie und Tonusverlust

Digitoxin, Tonussteigerung und Depression
Veratrum, Depression
Pituitrin und Thymusextrakt, Depression
Thyroidin, Steigerung
Kalium, Tonussteigerung, Systolentod
Calcium, antagonisiert Kalium

Magnesium, Depression mit Arrhythmie
Barium, Dilatation ohne Arrhythmie

allgemein, fortschreitende Lähmung
Aethanol, Lähmung nach Erregung
Picrotoxin, Krämpfe
Cardiazol, Hemmung

Strychnin, Lähmung nach Krämpfen
Brucin, Hemmung nach Erregung

allgemein, keine Wirkung

Doxyl, Anregung, in hohen Konzentrationen zuneh¬

mende Lähmung
Curare, vollständige Lähmung

Anregung, dann Lähmung
Adrenalin, Anregung, dann Lähmung
Benzedrin, ebenso

Paredrin, Anregung, dann Krämpfe

Krämpfe
Hemmung

Digitalisextrakt, Hemmung
Veratrumextrakt, Krämpfe
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Kationen Kalium, Tonusverlust

Calcium, Tonussteigerung
Barium, Hemmung nach Anregung

Die Thorakalgliedmaßen unterscheiden sich von den Reaktionen der

quergestreiften Muskulatur in folgender Weise :

Strychnin keine Krämpfe, Depression zur selben Zeit wie Herz

Nikotin keine Anregung, nur Depression
Adrenalin keine Anregung, keine bis geringe Depression
Paredrin Depression, keine Krämpfe
Yohimbin Depression, keine Krämpfe

Zusammenfassung:

Darm

Die Darmperistaltik ist wie beim Wirbeltier weitgehend automatisch und

unabhängig vom ZNS. Die Unklarheit der Wirkung der vegetabilischen Abführ¬

mittel, deren wirksames Prinzip die Anthrachinonderivate sind, kann auf einen

qualitativen Unterschied zwischen Daphnien- und Wirbeltierdarm hinweisen.

Die ganz anders geartete Organisation der Darmabschnitte mit der eigenartigen
Peristaltik weisen ebenfalls auf einen solchen Unterschied hin. Dies wird ebenfalls

durch die Wirkung der Pharmaka des autonomen Nervensystems demonstriert.

Parasympathomimetica und Parasympatholytica wirken ähnlich wie beim

Wirbeltier; das Sympathomimeticum Adrenalin verhindert jedoch die Peristaltik

nicht durch Muskelerschlaffung, sondern es verursacht eine ausgeprägte Tonus¬

steigerung.

Herz

Das Herz erweist sich durch seine große Narkoseresistenz als weitgehend
unabhängig vom ZNS. Die Pharmaka des autonomen Nervensystems wirken

weitgehend wie beim Wirbeltierherz. Durch diese zwei Punkte unterscheidet sich

das Phyllopodenherz prinzipiell vom Herz der übrigen Crustaceen und weist

umgekehrt große Ähnlichkeit mit der Pharmakologie des erwachsenen Wirbel-

tierherzes auf. Die Wirkung der herzaktiven Substanzen, wie Digitalisglykoside,
ist ähnlich, aber nicht gleich wie beim Wirbeltier.

Quergestreifte Muskulatur

Die Muskulatur deT Ruderantennen reagiert ähnlich wie die quergestreifte
Muskulatur der Wirbeltiere. Es sei hier jedoch darauf hingewiesen, daß die

Nervenversorgung der Crustaceenmuskeln prinzipiell verschieden ist von der¬

jenigen der Wirbeltiermuskeln (166). Die Muskulatur der Thorakalgliedmaßen
unterscheidet sich von derjenigen der Ruderantennen in gewissen Punkten, doch

mag es sich wenigstens zum Teil um quantitative Unterschiede handeln.
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F. Über die Zucht der Daphnien

Die historische Entwicklung der hier zu besprechenden Fragen beginnt mit den Versuchen

J.Knörrichs 1901 und W. Ostwalds 1904, für Daphnien das geeignete Futter zu finden, um sie

über mehrere Generationen beobachten zu können. Den logischen Abschluß dieser Entwicklung
würde das Züchten der Daphnien in synthetischem Milieu mit synthetischem Futter bilden. Trotz¬

dem dieses Ziel noch in weiter Ferne liegt, hat sich eine reiche Literatur gebildet, in welcher die

züchterischen Probleme behandelt werden.

Aus Gründen der Übersichtlichkeit soll das Problem der Züchtung aufgesplittert werden in

eine Anzahl von Teilfragen. Es wird ebenfalls darauf verzichtet, Züchtungsrezepte wiederzugeben.

Das Problem der Züchtung zerfällt in zwei große Komplexe, von denen der

eine die chemisch-physikalischen Bedingungen, der andere die Nahrungsbedin¬
gungen umfaßt.

1. Chemisch-physikalische Bedingungen

a) Chemismus der Kulturlösung

Als Kulturflüssigkeit kann wohljede natürliche Salzlösung verwendet werden,

vorausgesetzt, daß dieses Wasser nicht durch Giftstoffe, wie Schwefelwasserstoff,
Chlor oder Eisen belastet ist.

Wegen ihrer fein ausgebildeten Osmoregulation können die Daphnien in

Wasser von ganz verschiedenen Salzkonzentrationen leben, wie einerseits die

Untersuchungen von E. Naumann mit destilliertem Wasser und anderseits die

Beobachtungen von 0. Pesta (132) beweisen. Dieser Autor fand D. magna in

Tümpeln, deren Sediment aus etwa 80 % Glaubersalz und etwa 15 % Kochsalz

bestand. Diese hohe Salztoleranz scheint allerdings nach den Untersuchungen
von G. E. Hutchinson (65) von Art zu Art stark verschieden zu sein; im übrigen
führen hohe Salzkonzentrationen nach einiger Zeit zu morphologischen Miß¬

bildungen, wie W. Rammner (139) an D. magna und D.pulex zeigen konnte.

Gewisse qualitative Forderungen müssen nach den Beobachtungen von A. Pa-

caud (127, 128), die von K. Passowicz (131) gestützt werden, von der Kultur¬

lösung erfüllt sein. Nur wenn Phosphate und Nitrate bzw. Ammoniaksalze vor¬

handen sind, können die Daphnien sich gut vermehren.

Da beim Hereinbringen von Teich- und Seewasser ins Laboratorium gewisse
Hemmungsfaktoren (193) ausgeschaltet werden, neigt solches Wasser stark zum

Verpilzen; diese Erscheinung, welche erst nach einiger Zeit wieder zurückgeht,
verändert den Chemismus des Wassers, doch kann es in der Regel, nachdem es sich

geklärt hat, wieder verwendet werden. Wasser, das zu solcher Verpilzung neigt,
wird mit Vorteil vor Gebrauch durch ein Berkefeld- oder Seitzfilter filtriert

(29, 168).
Um von natürlichen Salzlösungen und ihren in der Zeit und von Ort zu Ort

schwankendem Chemismus unabhängig zu sein, wurden verschiedene Versuche

unternommen, eine synthetische Salzlösung zu finden, welche den Daphnien
optimale Bedingungen bieten würde. E.Naumann (113) entwickelte eine synthe-
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tische Lösung mit 621 mg/1 Chloriden der Kationen K, Na, Ca und Mg, doch

scheinen seine Resultate nicht befriedigend gewesen zu sein. K. Passowicz (129)
publizierte ebenfalls eine Salzmischung, die nur 512 mg Chloride von K, Na, Ca

und Fe, sowie Mg-sulfat im Liter enthält. CI. Mortimer wies 1936 darauf hin, daß

Daphnien in Knopscher und in Benecke-Lösung gut gedeihen (103); für seine

eigenen Versuche verwendete er jedoch eine mit destilliertem Wasser verdünnte

Erdabkochung nach Föyn (50), da diese die bessern Resultate ergab. Weitere

Versuche zum Aufbau eines synthetischen Mediums unterblieben ; es ist möglich,
daß die schlechten Erfahrungen mit den synthetischen Salzlösungen darauf be¬

ruhen, daß den Anionen zu wenig Beachtung geschenkt wurde.

Bei der Herstellung von synthetischen Medien ist auf Abwesenheit von

Schwermetallen im destillierten Wasser zu achten. Nach E. Naumann (110—115)
sollte das Wasser nur aus Hartglasapparaten destilliert werden, wenn mög¬
lich mit elektrischer Wärmeerzeugung; denselben Standpunkt vertreten auch

A. Viehoever (168) und CI. Mortimer (103).

b) Sauerstoffgehalt

Trotzdem die Daphnien, wie im Kapitel über die Physiologie dargelegt
wurde, sehr niedere Sauerstoffkonzentrationen noch auszunützen vermögen, muß,

speziell bei Fütterung mit heterotrophen Organismen oder totem Material, in den

Zuchtgefäßen auf Beibehaltung einer möglichst hohen Sauerstoffkonzentration

geachtet werden, damit bei der stets vor sich gehenden Zersetzung der Nahrungs¬
partikel keine toxischen Substanzen entstehen. E. Wagler (193) und A. Viehoever

(168) weisen auf dieses große Sauerstoffbedürfnis der Daphnienkulturen bei der

Auswahl der Zuchtgefäße speziell hin. Im übrigen wird bei Verfütterung leicht

zersetzlicher Stoffe mit Vorteil das Wasser von Zeit zu Zeit durchlüftet.

c) Wasserstoffionenkonzentration

Obschon die Daphnien innerhalb des großen Bereiches von pw 5,1 bis

Ph 955 (74,131,157) zu leben vermögen, spielt die Wasserstoffionenkonzentration

eine gewisse Rolle. In der Natur findet sich die Gattung am zahlreichsten in

alkalischen Gewässern; dieser Tatsache wird von A. Viehoever (168, 177, 178) in

seiner Zuchtmethode Rechnung getragen, indem er stets ein Stück Marmor in die

Kulturgefäße gibt. Bei Besiedlung der Daphnienkulturen mit autotrophen Orga¬
nismen ist zu beachten, daß durch die assimilatorische Tätigkeit derselben, das

pH des Wassers stark nach höhern Werten verschoben werden kann; dies kann

weitgehend verhütet werden, wenn das Wasser von Zeit zu Zeit durchlüftet wird.

c) Temperatur

Ebenfalls von gewisser Bedeutung ist die Temperatur des Kulturwassers,

wenn auch die Wirkung derselben erst in extremen Bereichen klar hervortritt.

D.pulex verträgt Temperaturen zwischen 0° und 30° C (129); nach andern
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Autoren wirken erst höhere Temperaturen letal (16a). D. magna kann sogar einge¬
froren und wieder aufgetaut werden (168). Die niedern Temperaturen bedingen
eine allgemeine Dämpfung der Stoffwechselvorgänge, die in der Regel nicht

schädlich sind; hohe Temperaturen jedoch bedingen eine so starke Steigerung des

Stoffwechsels, daß es zu morphologischen Veränderungen und Degenerations¬
erscheinungen kommt (129). Die optimale Temperatur für D.pulex scheint bei

14—18° C zu liegen (129). In der Regel wird aber nicht auf die schwer zu defi¬

nierende optimale Temperatur einer Daphnienart Rücksicht genommen, sondern

das Züchten und Experimentieren erfolgt bei der sogenannten Zimmertemperatur.
Hohe Temperaturen haben außer der primären Wirkung noch eine andere

Wirkung. Höhere Temperaturen bedingen erhöhte Zersetzungsgeschwindigkeit
der Futterpartikel und verkleinerte Sauerstofflöslichkeit ; es kommt deshalb bei

hohen Temperaturen leicht zu einer Anreicherung giftiger Zersetzungsprodukte
und einem Mangel an Sauerstoff.

e) Lichtverhältnisse

Das Licht, dem die Daphnienkulturen ausgesetzt werden, sollte aus photo¬
taktischen Gründen möglichst diffus sein, da die Tiere im andern Fall sich nicht

frei in dem ihnen zur Verfügung stehenden Raum verteilen können. Ganz zu

vermeiden ist direktes Sonnenlicht, da dieses innert kurzer Zeit die Temperatur
des Wassers in unerwünschtem Maße erhöhen wird. Rei Algenfütterung kann

durch die von der Lichtmenge abhängigen assimilatorischen Tätigkeit der Algen
das pu stark nach der alkalischen Seite verschoben werden.

f) Kulturgefäße

In der Regel kann jedes beliebige Glasgefäß zur Daphnienzucht verwendet

werden. Gegen Alkaliaustritt bei weichen Glassorten können die betreffenden

Gefäße im Bedarfsfall mit einer Schicht reinen Paraffins überzogen werden. Zu

speziellen Zwecken verwendet man jedoch mit Vorteil Gefäße aus Hartglas (103,

108). Die freie Oberfläche der Kulturflüssigkeit sollte so bemessen sein, daß ein

genügender Gasaustausch mit der Luft stattfindet ; aus diesem Grunde sind niedere

Gefäße hohen vorzuziehen. Bei sehr großer Gefäßöffnung schützt man die Kultur¬

flüssigkeit mit Vorteil gegen den Staub, indem man genügend große Schirme auf

die Gläser aufsetzt.

2. Nahrung

Je nach Art der Futterverabreichung muß zwischen zwei verschiedenen

Daphnienzuchtmethoden unterschieden werden :

a) Bei der ersten Methode leben die Daphnien von Futterorganismen, die mit

ihnen zusammen gezüchtet werden, sowie von den feinen Partikeln der verwen¬

deten Düngstoffe. Die bei dieser Methode sich in den Kulturgefäßen entwickelnde
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Flora und Fauna ist in ihrer Zusammensetzung weitgehend zufällig und unbe¬

kannt; sie besteht vorerst aus Bakterien, Protozoen und später auch aus Algen.
Als Düngemittel werden vorgeschlagen: Dung von Pferden, Kühen, Schafen,

Hunden, Ratten, Vögeln und dem Menschen; Fischmehl, Fleischmehl, frisches

Knochenmehl, Frischblut von Säugern und Vögeln, Blutmehl, Harn (3, 8, 38,

57, 105,107,114,168,176, 182). EbenfaUs vorgeschlagen sind Harnstoff, Fleisch¬

extrakt, Milch verschiedener Qualität, Soyabohnenmehl, Baumwollsamen (24,
37, 168, 177, 178, 182).

Die Düngemittel werden in Mengen von etwa 0,1—1 % Teich- oder Trink¬

wasser zugesetzt. Hierauf muß gewartet werden, bis sich Futterorganismen ange¬

siedelt haben, worauf man Daphnien einsetzen kann ; von Zeit zu Zeit fügt man
etwas neuen Dünger hinzu.

Obschon diese Methode von verschiedenen Autoren (besonders A. Viehoever

und Mitarbeiter) bei der Lösung von physiologischen und pharmakologischen
Problemen verwendet wurde, ist sie für feinere Untersuchungen ihrer unbekann¬

ten Zusammensetzung wegen und wegen ihrer Variabilität entschieden zu ver¬

werfen.

b) Bei der zweiten Methode werden die Daphnien in reinem Wasser gehalten
und mit Organismen gefüttert, die separat gezüchtet und in bekannten Portionen

den Daphnienkulturen zugesetzt werden. Diese Fütterungsart ist für Labora¬

toriumskulturen bedeutend rationeller und sauberer, und sie eignet sich deshalb

sehr gut für alle physiologischen und pharmakologischen Experimente. Bei dieser

Methode ist es möglich, artenreines Futter zu bieten und die physikalisch¬
chemischen Verhältnisse innerhalb der Daphnienkulturen besser zu kontrollieren.

Folgende Futterorganismen haben sich gut bewährt:

Protococcus (150)
Azotobacter agile (146)
A. vine laudii (146)
Ciliaten (190)
Heliozoa (194)
Chrysomonaden (107)
Cryptomonas (193)
Gymnodinium (194)
Euglena gracilis (38, 57, 193)

• Polytoma uvella (48)
Chlamydomonas incisa (48)
Gonium tétras (103)
G. pectorale (48, 103)
Haematococcus (38, 57)
Chlorella (139, 196)
Chi. vulgaris (48)
Scenedesmus acutus (83)
Hefe (3, 146, 168)
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Diese Futterorganismen können auf Platten oder in flüssigem Medium ge¬

züchtet werden. Die Zucht auf Platten bietet den Vorteil, daß beim Entnehmen

des Futters nur geringe Mengen Kulturflüssigkeit mit in die Daphnienkultur
übertragen werden. Die Futtermenge kann nach beiden Zuchtmethoden bei

Bedarf nephelometrisch, colorimetrisch oder aber im Hämocytometer bestimmt

werden (48).

3. Das Ansetzen einer Daphnienkultur kann erfolgen mit Hilfe von Ephip-
pieneiern oder aber vorteilhafter mit einem hochproduktiven Weibchen. Es

empfiehlt sich, pro Kultur nur je ein Weibchen anzusetzen, damit man gleich
von Anbeginn den Vorteil der Zucht in reiner Linie hat. Die Tiere müssen von

Zeit zu Zeit, je nach Kulturtypus jeden Tag oder jede Woche, in neue Kultur¬

flüssigkeit übertragen werden, da sich sonst Degenerationserscheinungen bemerk¬

bar machen können. Die Anzahl der Tiere in einem Gefäß darf nicht zu hoch stei¬

gen; sobald die Vermehrung nachläßt, ist dies ein sicheres Zeichen, daß entweder

zu wenig Futter vorhanden ist, oder aber pro Tier zu wenig Raum zur Verfügung
steht. Man kann die Tierzahl konstant halten, indem man jeden Tag die Neuge¬
borenen aus dem Zuchtgefäß entfernt und in ein neues Gefäß überträgt ; dadurch

hat man auch stets nur Gleichaltrige beieinander, was die Kontrolle der Zuchten

wesentlich erleichtert.

Da die verschiedenen Daphnienarten verschiedene ökologische Typen dar¬

stellen, sind auch ihre Lebensansprüche etwas verschieden; pelagische Arten

(D. longispina) können sedimentiertes Futter nicht so leicht verwerten, wie Teich¬

arten (D. magna), auch ist das Reusensystem der pelagischen Tiere viel feiner als

dasjenige der Teichformen. Auf diese und andere Unterschiede der Arten muß

bei der zu wählenden Zuchtmethode Rücksicht genommen werden.
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EXPERIMENTELLER TEIL

II. Biologische Untersuchungen

Im ersten Teil dieser Arbeit sollten die für die verwendete Daphnienart günstigen Zucht¬

bedingungen gefunden werden : Für pharmakologische und physiologische Untersuchungen eignen
sich die bisherigen Zuchtmethoden wegen der vielen unbekannten und unkontrollierbaren Fak¬

toren, die sie enthalten, nicht. Dieses Ungenügen der üblichen Zuchtmethoden war bereits E. Nau¬

mann bewußt gewesen; er sagt (115):
«Es existiert nämlich überhaupt noch keine Möglichkeit, etwa ein Material an und für sich

zu prüfen; denn dies setzt eine standardisierte Versuchslösung voraus. Und das ist eben, was wir

noch nicht haben, aber sonst für verschiedene Aufgaben sehr stark brauchen ! » «Für die meisten rein

wissenschaftlichen Aufgaben ist es aber recht erwünscht, ja sogar erforderlich, das natürliche Was¬

ser zu verlassen und zur Arbeit.
. .

mit einer synthetischen Versuchslösung überzugehen». «Eine

synthetische Versuchslösung existiert noch nicht, muß vielmehr erst von Grund aus aufgebaut
werden. »

Da dieser Mangel in der Zeit seit 1934 nicht behoben worden ist, stellte sich dies als erste

Aufgabe, eine synthetische Versuchslösung zu schaffen.

Die Beurteilung der etwaigen Nachteile einer solchen Lösung setzte die genaue Kenntnis des

Verhaltens der verwendeten Daphnienart in ihrem natürlichen Medium voraus. Nachdem dann

das synthetische Medium geschaffen war und mit den züchterischen Resultaten in natürlichem

Wasser verglichen war, wurde, darauf aufbauend, versucht, einige Schritte in Richtung auf ein

synthetisches Nährmedium zu gehen, indem qualitative Untersuchungen über den Vitaminbedarf

der Daphnien durchgeführt wurden.

A. Untersuchungsmaterial

1. Die im folgenden zu beschreibenden Untersuchungen wurden mit

Daphnia longispina O.F.Müller ausgeführt. Die meisten Beobachtungen
wurden mit Tieren ein und derselben parthenogenetischen reinen Linie gemacht,
doch wurden im Laufe der Untersuchungen noch verschiedene andere Linien in

Zucht genommen.

Die Stammtiere der reinen Linien wurden jeweils in den Filteranlagen der

Trinkwasserversorgungsanstalt der Stadt Zürich gefangen und entstammen dem

Zürichsee.

Daphnia longispina wurde als Versuchstier gewählt, weil einerseits diese

Art von außerordentlicher Durchsichtigkeit ist, was für die später zu bespre¬
chenden Untersuchungen von Vorteil war, anderseits von A. M. Banta (9) der

Lebenslauf dieser Tiere eingehend untersucht worden war. Der Nachteil der
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Kleinheit der longispina-Tiere (Neugeborene ^ 1 mm, Erwachsene ^3,5 mm)
erwies sich nach einiger Übung als nicht ins Gewicht fallend.

Zu den Versuchen wurden nur Weibchen verwendet. Vereinzelte in den Zuch¬

ten auftauchende Männchen wurden stets entfernt.

2. Die Zucht der Tiere erfolgte im Teichwasser, sowie in selbst hergestellten
Salzlösungen in destilliertem Wasser.

Das Teichwasser wurde in einem langsam von Leitungswasser durchflossenen

Betonbecken im Garten des Institutes für spezielle Botanik an der ETH gefaßt,
und zwar jeweils in einem nur schwach mit Wasserpflanzen bestandenem Teil

desselben, etwa 10 cm unter der Wasseroberfläche. Vor Gebrauch wurde das

Wasser durch einen kompakten Wattebausch filtriert, um größere tierische

Organismen und Fadenalgen zu entfernen. Die Reaktion dieses Wassers lag stets

bei pH 7, und die Temperatur stieg in dem benützten Teichabschnitt nie über

22° C. Das verwendete Teichwasser zeigte auch bei mehrtägigem Stehen im Labo¬

ratorium nicht die sonst sehr häufige Erscheinung der vorübergehenden Fäulnis,
was vermutlich auf eine sehr geringe Belastung mit toten organischen Stoffen

zurückzuführen ist.

Die für die synthetische Versuchslösung benötigten Salze wurden in pro-

analysi-Qualität verwendet.

Die Destillation des Wassers erfolgte in ganz aus Hartglas bestehenden,
kontinuierlich arbeitenden Apparaturen, welche mit Leitungswasser gespeist und
mit Gas geheizt wurden; um das Ansetzen von Kesselstein zu verhindern, wurde

mit sehr gutem Erfolg ein Trinatriumphosphat-Präparat der Firma «Chemische

Fabrik Uetikon» verwendet.

Das so gewonnene Wasser erwies sich im Daphnientest (108) als nicht¬

toxisch. Zur Beurteilung der Qualität des Destillates wurden Leitfähigkeits¬
messungen

*

vorgenommen. Die Kontrollen, welche während längerer Zeit

durchgeführt wurden, ergaben Werte von x = 3 bis 5-10_6cm_1 Ohm-1. Die

Reaktion des Wassers war in der Regel zwischen pH 3 und pH 4, was auf

die starke C02-Produktion infolge Verwendung von Gasbrennern zur Destilla¬

tion, verbunden mit der geringen PufFerungskapazität des Wassers zurückzu¬

führen ist.

3. Sowohl die Daphnienzucht als auch die Experimente erfolgten in Gefäßen

aus Weichglas, die im Handel als Trinkgläser zu finden sind. Der Querschnitt
dieser Gläser ist rund, das Profil U-förmig, was sich bei der Reinigung als sehr

vorteilhaft erwies. Das Volumen der Gläser beträgt etwas über 250 cm3, das

Lumen 35,5 cm2 und die Höhe über alles 8,5 cm.

Die Alkaliabgabe der Gläser wurde nicht geprüft, jedoch die Gesamt-

Elektrolytabgabe, wie sie sich in der Veränderung der Leitfähigkeit von in diesen

Gläsern aufbewahrtem destilliertem Wasser äußerte :

* Herrn Dr. Wuhrmann, Abteilungschef EAWAG, sei auch an dieser Stelle für die Zurver¬

fügungstellung der benötigten Apparatur gedankt.

43



neues Glas nach

1. Reinigung
4,88 4,88 5,29 6,72 • 10~6 cm-1 Q-1

Glas seit 2 Jahren

in Betrieb
4,88 3,09 2,66 2,52 • 10~6 cm-1 Q~l

Messungen: to 24 St. 48 St. 96 St.

Wie aus den Meßresultaten hervorgeht, ist die Beeinflussung des Wassers

durch das Glas sehr gering; sie besteht bei neuen Gläsern in einer geringen

Elektrolytabgabe, bei oft gewaschenen Gläsern sogar in einer meßbaren Vermin¬

derung der Leitfähigkeit.

4. Aus technischen, wie aus finanziellen Gründen war es nicht möglich, die

Experimente bei konstanter Temperatur durchzuführen. Zur Heizung während

der kalten Jahreszeit wurde aber mit gutem Erfolg eine Strahlungsheizung mit

sogenannten Hoferstäben der Firma «Maxim AG», Aarau, verwendet.

Mit Ausnahme einiger Fälle, welche besonders erwähnt werden sollen,
schwankte die Temperatur zwischen 18 und 23° C. Da die Temperaturschwan¬

kungen in der Regel sehr langsam waren, muß der angegebenen Schwankungs¬
breite nicht zu große Bedeutung beigemessen werden.

5. Die Zuchtkulturen sowie verschiedene Versuchskulturen wurden mit Algen
gefüttert. Während der Periode, in der Teichwasser als Medium für die Daphnien
verwendet wurde, erhielten die Tiere teils nur das bereits im Wasser enthaltene

Mikroplankton, teils spezielle Algenzusätze. Diese Algen waren aus dem städ¬

tischen Trinkwasser isoliert worden; sie wurden in abgekochtem Teichwasser

mit Zusätzen von Phosphaten und Nitraten, bei täglicher Durchlüftung in mit

Wattepfropfen verschlossenen Erlenmeyer-Gläsern gezüchtet. Im Winter und

während Schlechtwetterperioden wurden diese Kulturen täglich mehrere Stunden

mit einer gewöhnlichen Lampe bestrahlt. Diese Kulturen waren nicht speziesrein;
sie enthielten jedoch fast nur Scenedesmus quadricauda neben sehr kleinen

Mengen einer Ulothrix sp. und einer nicht bestimmbaren kleinen Kugelalge *.

Die mit vier langen Stacheln ausgerüstete Scenedesmusart hat den Nachteil, daß

die Exemplare beim Sedimentieren leicht zusammenhängen und netzartige
Gebilde formen, die zwar ausgewachsene Daphnien nicht behindern, jungen
Tieren aber zum Verhängnis werden können, weil diese sich nicht aus den ent¬

stehenden Verdichtungen herauslösen können und dann zugrunde gehen.
Aus diesem Grunde wurde später Chlorella pyrenoidosa, die aus dem Labo¬

ratorium von E. G. Pringsheim, Cambridge, England, stammen, in Reinkultur

gezüchtet und verfüttert. Die Züchtung dieser Algen erfolgte ausschließlich in

dem synthetischen Medium, das für die Daphnien entwickelt worden war.

* Herrn Prof. Dr. O. Jaag sei auch hier für die Bestimmung der Algen gedankt.
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Das Algenfutter wurde so auf die Daphnienkulturen verteilt, daß das Wasser

schwach grün gefärbt wurde; es wurde darauf geachtet, daß jeweils alle Kulturen

die gleiche Menge Algensuspension erhielten.

In der Absicht, ein leicht und überall erhältliches Futter für die Daphnien
ausfindig zu machen, wurden neben den Algen auch noch eine Reihe anderer

Stoffe verfüttert:

In einigen Versuchsserien wurde zunächst an Stelle der Algen Preßhefe

verfüttert. Um sie in stabilisierter Form lagern zu können, wurde die Hefe nach

den Vorschriften von H. Ingold (70) bei 40° C im Luftstrom getrocknet. Zu

Fütterungszwecken wurde eine stets gleiche Menge Trockenhefe in einem be¬

stimmten Volumen Wasser angerührt und die Aufschwemmung mit einer Pipette
in gleichen Mengen auf die Daphnienkulturen verteilt.

Bei verschiedenen Experimenten wurde als Kohlehydratnahrung Maranta-

Stärke in der von der Pharmacopoea Helvetica Quinta (133) verlangten Qualität
verwendet. Das Maranta-Stärkekorn hat eine durchschnittliche Größe von

30—40 (X. Bei der Auswahl der Stäukeart wurde nicht nur auf die Kleinheit der

Körnung (wegen der Suspendierfähigkeit) geachtet, sondern es wurde der Ma-

ranta-Stärke gegenüber andern Stärkesorten mit kleinerer Korngröße der Vorzug
gegeben, weil bei ihrer Gewinnung weder Laugen noch Säuren verwendet

werden (32a).
Als Eiweißquelle wurde in einer Reihe von Versuchen Casein verfüttert. Das

verwendete Präparat stammt von der Firma L. Hoffmann-La Roche und ist

garantiert vitaminfrei. Das für unsere Zwecke zu grobflockige Casein wurde

während 48 Stunden in einer Kugelmühle gemahlen und hierauf durch ein feines

Haarsieb von gröberen Teilen getrennt. Vor dem Verfüttern wurde jeweils eine

Portion Casein mit Wasser angesetzt und geschüttelt, bis die Teilchen sich gelöst
hatten; hierauf wurde die kolloidale Lösung mit einer Pipette in gleichen Mengen
verteilt.

Von der Firma L. Hoffmann-La Roche & Co., Basel, wurden für die nach¬

folgenden Versuche folgende Präparate zur Verfügung gestellt, wofür hier ge¬

dankt sei.

Aneurin HCl, Lactoflavin, Nicotylamid, dl-a-Tocopherol-phosphorester-
saures Na.

B. Methoden

1. Es wurden zwei Arten von Daphnienkulturen verwendet. Bei der einen

Art, in der Folge Zuchtkultur bezeichnet, wurden nur Tiere eines Wurfes einer

einzelnen Mutter zusammen in einem Glas gezogen. Bei der andern Art, in der

Folge Versuchskultur bezeichnet, kamen Junge verschiedener Mütter, aber des¬

selben Geburtsdatums und derselben reinen Linie zusammen in ein Gefäß.

Die Zuchtkulturen wurden, mit Ausnahme der ersten Statistiken mit Algen¬
futter, nicht zu den Versuchen herangezogen, da diese als «Normalkulturen» zur
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Beurteilung der Lebensbedingungen der Versuchtsiere verwendet werden sollten.

Zur Kontrolle des Zustandes der Zuchttiere und ihrer verwandtschaftlichen Be¬

ziehungen wurde ein Zuchtprotokoll geführt.
Es wurden nur Junge zur Weiterzucht verwendet, die von einem im Proto¬

koll verwandtschaftlich eindeutig bestimmten Muttertier abstammten*. Die

Jungen, die nicht zur Weiterzucht benötigt wurden, kamen in die sogenannten
Versuchskulturen. Das Ansetzen einer neuen Zuchttiergeneration erfolgte nach

Bedarf; es wurde nicht versucht, eine möglichst hohe Generationenzahl im Laufe

der Untersuchungsperiode zu erlangen.

2. Der Zustand der Tiere wurde mit wenigen Ausnahmen täglich zweimal

kontrolliert ; zur Beurteilung wurden das Verhalten der frei schwimmenden Tiere,

die Tätigkeit der Ovarien, die Größe des Fettkörpers und der Zustand des Darm¬

inhaltes herangezogen. Gleichzeitig mit der Kontrolle wurden jeweils die Neugebo¬
renen und die Toten gezählt und entfernt.

3. Um die Lebensbedingungen, die in «den verschiedenen Versuchsserien

geboten wurden, beurteilen zu können, wurde auf die Vermehrungsintensität und
auf die Lebenserwartung der betreffenden Population abgestellt.

Die Vermehrungsrate (Vrx) wurde bestimmt als die Anzahl der Neugeborenen
eines Tages (nx), dividiert durch die Anzahl der lebenden Muttertiere vom Vortag

(Ui):

Vrx=^
lx-l

Die Zahl der lebenden Muttertiere vom Vortage wurde aus folgendem Grunde als Basis für

die Berechnung gewählt: Die Daphnien sterben oft während der Häutung, die auf jeden Wurf

folgt, bevor der neue Schub Eier in den Brutraum übertritt ; infolgedessenkannman bei der Kontrolle

der Kulturen Neonatae von bereits verstorbenen Weibchen, welche also nicht mehr in der Stati¬

stik existieren, finden. Um dieser Tatsache Rechnung zu tragen, mußte auf die Zahl der lebenden

Mütter vom Vortage Bezug genommen werden.

Die Ermittlung der mittleren Vermehrungsrate einer Population über eine

längere Beobachtungsperiode erfolgte durch Errechnen des Regressionskoeffi-
zienten b (90), der als Funktion der Zeit dargestellten Summationskurve der

täglich ermittelten Vrx.

b =
^xi • y; — y^xi

ÜXi — xZx,

Die Berechnung der Lebenserwartung der Tiere einer Population wurde nach

der Beziehung ausgeführt, wie sie in der Human-Statistik Verwendung findet (188) :

00 _ 1/ I
k- + ! + 1*+ 2 + k+ 3 + • • • + '<U

xx

* Zur klaren Bezeichnung erhielten die Zuchttiere eine fortlaufende Numerierung: zum

Beispiel 3, 5c = Linie 3, Generation 5, Wurf c.
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Es bedeuten in unserem Falle:

°ex = mittlere Lebenserwartung der x Tage alten Tiere

lx = Anzahl der Lebenden vom Alter x

et) = höchstes Lebensalter in der Tabelle.

Zur Anwendung gelangten erstens die mittlere Lebenserwartung zur Zeit

der Geburt = °e0, zweitens die mittlere Lebenserwartung der Tiere nach Ablauf

dieser mittleren Lebensdauer = °en, sowie das höchste in der betreffenden Popu¬
lation beobachtete Alter eo.

Wegen der bessern Anschaulichkeit wurden die beiden Werte °e0 und °en

addiert und neue Symbole eingeführt:

°e0 = t/2 = wahrscheinlicher Zeitpunkt, an dem 50 % der Tiere noch leben.

°e0 -j- °en = t/4 = wahrscheinlicher Zeitpunkt, an dem 25 % der Tiere noch leben.

T = beobachteter Zeitpunkt, an dem 50 % der Tiere noch leben.

et) = w = höchstes in der betreffenden Population erreichtes Alter.

Da sowohl die Lebensdauer, als auch die Ovarialtätigkeit ein Ausdruck für

die Stoffwechselintensität der Daphnien sind, sollte eine mathematische Beziehung
diese beiden Elemente verbinden, und als Kriterium für die Lebensbedingungen
einer Population verwendet werden können. Die Konstruktion einer solchen

Beziehung wurde aber nicht versucht, und zwar, weil wir trotz der eingehenden

Untersuchungen und mathematischen Analysen-Versuche von A. Edlen (33, 34,

35, 36) noch zu wenig über die notwendigen Grundlagen informiert sind.

4. Die Daphnien wurden jeden zweiten Tag, in vielen Fällen jeden Tag, in

frische Gläser mit frischer Versuchslösung übertragen. Dieses Übertragen geschah

jedoch meistens nicht direkt, sondern es war mit einem 15minütigen Aufenthalt

in destilliertem Wasser verbunden; dadurch gelang es, die Tiere weitgehend von

Bakterien und Pilzen befreit in die neue Versuchslösung zu verbringen.

Der Vorteil dieses Aufenthaltes in destilliertem Wasser wurde besonders bei den Versuchen

mit Casein- und Vitamin-Lösungen deutlich. Ohne diese Reinigungsmaßnahme war bereits innert

24 Stunden eine bakterielle Trübung der Nährlösung zu beobachten, weshalb solche Versuche ver¬

worfen werden mußten. Bei Einschaltung dieser Reinigung kam es erst nach bedeutend längerer

Zeit, etwa 48 Stunden, zu einer bemerkbaren Bakterienentwicklung.

Die Manipulationen mit Daphnien wurden mit einer Pipette vorgenommen,

die über einen Gummischlauch mit Hilfe des Mundes betätigt wurde; diese

Technik hat sich sehr gut bewährt, weil dadurch das Aufsaugen und Gehenlassen

der Daphnien viel präziser und schneller ausgeführt werden konnte.

Die Zahl der in einem Glas lebenden Daphnien wurde auf maximal zehn

angesetzt, so daß für jedes Tier mindestens 20 cm3 Wasser vorhanden war.
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C. Das Verhalten von D. longispina in Teichwasser

unter verschiedenen Nahrungsbedingungen

1. Teichwasser ohne Futterzusatz

(Fig. 1 A) Der Versuch dauerte vom 3. Juni bis 29. September 1948. Die untersuchte Popu¬
lation enthielt N = 100 Tiere.

Die Population ist gekennzeichnet durch eine hohe «Kinder»-Sterblichkeit

bis zum Alter von 7 Tagen ; hierauf folgte eine Periode schwacher Sterblichkeit

bis zum 60. Tag, zu welchem Zeitpunkt noch 10 % der Tiere lebten; ihr Sterben

verteilte sich gleichmäßig über die nächste Periode, welche mit dem Tod des

letzten Tieres am 107. Tag abschloß.

Der Zeitpunkt des Beginns der Ovarialtätigkeit wurde nicht erfaßt, doch

kann er auf den 4. Tag vor dem ersten Wurf angesetzt werden; dieser erste Wurf

trat am 7. Tag auf, also an demselben Tag, an dem die Periode der Kindersterb¬

lichkeit beendet war. Die Vermehrung war bis zum 60. Tag sehr gleichmäßig,
worauf sie plötzlich nachließ und unregelmäßig wurde. Der letzte Wurf wurde am

100. Tag beobachtet. Es ist interessant, daß das plötzliche Nachlassen der Ova¬

rialtätigkeit zeitlich mit einem Wendepunkt in der Sterblichkeitskurve zusam¬

menfällt.

Die beiden Ovarien eines Individuums scheinen nicht gleichmäßig zu proli¬
ferieren. In der beobachteten Population kam es relativ häufig vor, daß eine un¬

gerade Anzahl von Eiern produziert wurde, dieses ungleichmäßige Verhalten

schien sich mit zunehmendem Alter noch zu verstärken. So betrug die Zahl der

Würfe mit ungerader Embryonenzahl zu Beginn der Vermehrungsperiode 36 %,

gegen das Ende hin 51 %. Bei einigen Tieren konnte beobachtet werden, daß die

Entwicklung der Embryonen im Brutraum sistierte und die Keime abstarben,
ohne daß eine Pilz- oder Bakterieninfektion dafür verantwortlich gemacht werden

konnte. Einige Fälle kamen zur Beobachtung, bei denen das Muttertier sich

häutete, bevor die Embryonen fertigentwickelt waren. In der Regel gehen solche

Embryonen zugrunde, doch gelang es, einige dieser Tiere aus der abgeworfenen
Haut zu befreien und aufzuziehen, was darauf hindeutet, daß die «verfrühte»

Häutung nicht einfach zu erklären sein dürfte.

Lebensdaten: t/2 = 29,1 Tage T = 28-29 Tage

t/4 = 51,8 Tage

w = 106 Tage

erster Wurf = 7. Tag

letzter Wurf = 100. Tag

b = 0,42 Junges/Weibchen/Tag.
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2. Teichwasser mit Algenzusatz

(Fig. 1 B) Der Versuch dauerte vom 21. Juni bis 3. Oktober 1948. Die untersuchte Population
bestand aus N = 100 Tieren.

Die Population ist gekennzeichnet durch eine äußerst geringe Kindersterb¬

lichkeit, welche nur bis zum 3. Tag anhielt; dann schloß sich eine Periode an mit

vorerst kleiner, hierauf stark zunehmender (Maximum 26. Tag) und wieder ab¬

nehmender Sterblichkeit. Diese Periode läuft sehr flach aus; am 60. Tag lebten

noch 10% der Tiere und die letzte Daphnie starb am 101. Tag.
Auch hier wurde der Zeitpunkt des Beginns der Ovarialtätigkeit nicht er¬

faßt; der erste Wurf fiel auf den 7. Tag. Die Vermehrung war ziemlich gleich¬
mäßig und intensiv bis zum 60. Tag, nach welchem sie deutlich nachließ; der

letzte Wurf wurde am 81. Tag verzeichnet.

Auch hier zeigte es sich, daß die beiden Ovarien eines Individuums nicht

gleichmäßig produktiv sind. Es wurden häufig eine ungerade Anzahl von Eiern

im Brutraum beobachtet. Bei jungen Tieren betrug die Zahl der Würfe mit unge¬

rader Jungenzahl 38 %, bei alten Tieren beinahe gleichviel, nämlich 36 %. In

dieser Population wurde nur eine sehr kleine Zahl von Fällen beobachtet, bei

denen die Embryonen entweder degenerierten oder von den Muttertieren nicht

ausgetragen wurden.

Lebensdaten: t/2 = 29,7 Tage T = 25-26 Tage
t/4 = 48,6 Tage
w = 100 Tage

erster Wurf = 7. Tag
letzter Wurf = 81. Tag

b = 1,24 Junge/Weibchen/Tag.

3. Teichwasser mit Hefezusatz

Verschiedene Autoren (3, 168) haben Hefe mit Erfolg zur Fütterung der Daphnien ange¬
wandt. Aus den betreifenden Arbeiten ist aber mit großer Wahrscheinlichkeit abzuleiten, daß die

Hefe nur zum geringen Teil als primäres Futter diente, sondern vielmehr als Düngstoif zur Auf¬

rechterhaltung einer reichen Bakterienflora und Infusorienfauna diente, welche ihrerseits von den

Daphnien als Futter verwertet wurde. Um diese Frage zu klären, und weil wir nach einem lager¬
fähigen Futter suchten, wurde ein Versuch mit Teichwasser -j- Hefefütterung unternommen, wobei

darauf geachtet wurde, daß den Daphnien wirklich hauptsächlich Hefe und nicht Bakterien als

Futter zur Verfügung stand.

(Fig. 1 C) Der Versuch dauerte vom 4. Juli bis 14. August 1948. Die untersuchte Population
bestand aus N = 100 Tieren.

Die Tiere zeigten eine auffallend hohe Kindersterblichkeit, welche bis zum

9. Tag anhielt und 65 % der Population umfaßte. Hierauf folgte eine Periode mit

zuerst geringer, dann gesteigerter Sterblichkeit, welche nur über eine sehr unbe¬

deutende Zeitspanne kleiner Sterblichkeit mit dem Tode des letzten Tieres am

41. Tage endete.
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Die Vermehrungstätigkeit der Daphnien dieser Population war außerordent¬

lich unregelmäßig. Der erste Wurf wurde am 10. Tag notiert, der letzte am 36. Tag.
Die stark unregelmäßige Vermehrung hatte ihre Ursache nicht in einer ge¬

steigerten unregelmäßigen Tätigkeit der Ovarien, sondern in der Tatsache, daß

eine große Anzahl der Embryonen degenerierte. Nur in den seltensten Fällen

konnte dies auf eine Pilzinfektion, die sporadisch aufzutreten pflegen, zurück¬

geführt werden. Die Keime starben in den verschiedensten Entwicklungsstadien,
wobei die Eier, bzw. Embryonen in einzelne Brocken zerfielen. Es fiel auf, daß

viele Eier bedeutend kleiner waren als die Norm.

Trotz dieser starken Verluste (bei einigen Weibchen gingen drei und mehr

Würfe hintereinander ein,) war die Vermehrungsrate nicht klein.

Bei dieser Population konnte keine Erhebung über das Verhältnis von grad-
zahligen zu ungradzahligen Würfen gemacht werden.

Lebensdaten: t/2 = 11,5 Tage T = 6-7 Tage
t/4 = 29,2 Tage
w = 40 Tage

erster Wurf = 10. Tag
letzter Wurf = 36. Tag

b = 0,43 Junge/Weibchen/Tag.

4. Diskussion

(Vergleiche Tabelle 1 am Ende dieses Kapitels). Wie aus der vergleichsweise
geringen Vermehrung der Population aus Versuch 1 (Teichwasser ohne Zusatz)
zu schließen ist, lebten diese Tiere in einem Zustand relativen Hungers. Trotz der

vermutlich damit zusammenhängenden hohen Kindersterblichkeit erreichte diese

Population ein hohes Alter. Die bedeutend bessere Ernährung der Population aus

Versuch 2 (Teichwasser mit Algenzusatz) hat zwar eine fast dreimal höhere Ver¬

mehrungsrate gegenüber der Population 1, erreichte aber nicht ein so hohes

Alter; auch die Ovarialtätigkeit sistierte bei diesen Tieren früher als bei den

schlechter ernährten Tieren. Interessanterweise wurde in beiden Populationen
die Geschlechtsreife zur selben Zeit erreicht.

Es kann aus diesen beiden Versuchen geschlossen werden, daß die postem¬

bryonale Entwicklung von D.longispina bis zur Geschlechtsreife durch Futter¬

mengen, die ein bestimmtes Minimum überschreiten, nicht beeinflußt wird, daß

aber nach Eintritt der Geschlechtsreife die Quantität des Futters von bestimmen¬

dem Einfluß auf den Stoffwechsel dieser Tiere ist. Dies ist auf Grund der Tatsache,
daß die Daphnieneier sehr dotterreich sind, ohne weiteres verständlich.

Die beiden Versuche scheinen auch die Auffassung von J. W. Mc Arthur und

W. H. T. Baillie (97) zu unterstützen, die sagen : «What the organism appears to

receive is not a definite allotment of days, but rather a specific sum total of, vita¬

lity'. The life span is condensed or lengthened as the average metabolic level is
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raised or lowered." Die Population mit geringerem Stoffwechsel (1), das heißt

mit kleinerer Eiproduktion, lebt etwas länger und vermehrt sich deutlich länger
als die gut genährte Population mit höherem Stoffwechsel (2), das heißt höherer

Eiproduktion.
Es ist wohl als Zufall anzusehen, daß die gefundene mittlere Lebensdauer der

verwendeten Daphnien so gut mit den longispina-Werten von Wood (9) überein¬

stimmen :

Wood: 28 bis 33 Tage
gefunden: 29,7 29,1 Tage

Den beiden soeben besprochenen Versuchen steht der Versuch 3 (Teichwasser
mit Hefezusatz) gegenüber. Interessanterweise ist die Vermehrungsintensität
dieser Tiere ebenso groß wie die der Tiere aus Versuch 1 ; zieht man die vielen

Totgeburten in Rechnung, so ist die Ovarialtätigkeit der Daphnien mit Hefe-

Ernährung bedeutend größer als die der Tiere aus Versuch 1. Die Geschlechtsreife

der Daphnien aus Population 3 tritt drei Tage später ein als bei denTieren aus den

beiden andern Populationen. Lebenserwartung und Maximalalter sind hier mehr

als zweimal kleiner als bei den andern Populationen.
Die späte Sexualreife, die große Zahl abgestorbener Embryonen und die

kurze Lebensdauer drängen zum Schluß, daß die verwendete Preßhefe für die

Daphnien nicht eine vollständige Nahrung bildet. Die Tatsache der hohen Ovarial¬

tätigkeit weist daraufhin, daß quantitativ gesehen, die Ernährung gut war ; im an¬

dern Fall hätten diese Tiere nicht soviel Dotter für die Eiproduktion bilden können.

Es ist aus diesen Gründen als sehr wahrscheinlich zu betrachten, daß die

guten Zuchterfolge mit Hefe, welche in der Literatur verzeichnet sind, nicht auf

die Hefe als primäres Futter, sondern als Düngemittel für eine Mikroflora und

-fauna zurückzuführen sind, welche ihrerseits den Daphnien als Nahrung diente.

Ein morphologischer Vergleich der Tiere aus den drei untersuchten Popula¬
tionen zeigt keine wesentlichen Unterschiede. Einzig die Farbe der Tiere und Eier

variierte aus Gründen verschiedener Ernährung:

Population 1

Population 2

Population 3

schwachgrüne Farbe : Fettkörper und Eier

intensiv blaugrüne Farbe : Fettkörper und Eier

gelblich braune Farbe : Fettkörper und Eier.

Die grünen, blauen und roten (braunen) Farbtöne der Daphnien entstehen durch Aufbau

von Karotin-Protein-Komplexen (158 a), welche im Fettkörper und in den Eiern konzentriert

werden.

TABELLE 1

erster letzter
t/2 t/4 w

Wurf Wurf
b mV

TW ohne Zusatz 29,1 51,8 106 7. 100. 0,42 9,4

TW mit Algen 29,7 48,6 100 7. 81. 1,24 28,1
TW mit Hefe 11,5 29,2 40 10. 36. 0,43 0.6

synthetische Lösung + Algen 20,6 38,8 77 8. 75. 1,72 21,6
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D. Entwicklung einer synthetischen Versuchslösung

Wie im Allgemeinen Teil, im Kapitel über die Zuchtmethoden, dargelegt wurde, können die

Daphnien unter sehr weit differierenden chemischen und physikalischen Umweltsbedingungen in

der Natur leben und sich vermehren. Die künstlichen Umweltsbedingungen, wie sie in den ver¬

schiedenen Kulturmethoden hergestellt werden, diiferieren wohl in ähnlichem Maße, und auch hier

gedeihen die Daphnien gut.

Es ist deshalb anzunehmen, daß es eine große Zahl synthetischer Salzlösungen gibt, die unter¬

einander in quantitativer wie in qualitativer Hinsicht differieren und trotzdem sich zur Daphnien¬
zucht eignen. Die Versuche verschiedener Forscher (103, 115, 130) zeigen dies zur Genüge.

Es war nicht der Sinn dieser Studien, rein empirisch eine weitere Salzlösung herzustellen,

sondern es sollte vielmehr eine Salzlösung zusammengestellt werden, welche nahe an die «wahr¬

scheinlichste» Zusammensetzung des Wassers herankommt, in dem Daphnia longispina in der

Natur lebt. Diese Salzlösung wäre dann gleichzeitig so beschaffen, daß in ihr die Futteralgen ge¬

züchtet werden können; in diesem Falle würde das Einbringen von Algenmaterial in die Daphnien¬
kulturen nicht eine wesentliche Veränderung im Chemismus des Daphnien-Kulturwassers bedeu¬

ten, was bei den bisher üblichen Kulturmethoden nur durch Waschen der Algen mit Daphnien-
Kulturwasser zu erreichen war.

1. Zur Bestimmung der Anteile der hauptsächlichsten Kationen und Anionen der aufzu¬

bauenden Salzlösung wurde ausgegangen von den Angaben Clarkes (26) über die durchschnitt¬

liche Zusammensetzung von Bikarbonat-Seen. Nach diesem Autor hat solches Wasser folgende
mittlere Zusammensetzung der wichtigsten Bestandteile in prozentualen Molwerten:

Cl 10,1

S04 16,0

HC03 73,9

100,0 100,0

Nach W. Rodhe (143) wurde nun eine Zusammensetzung gewählt, welche 34,2 mg Kationen

und 97,9 mg Anionen im Liter enthält, total also 132,1 mg/Liter. Auf Grund dieser Angaben wur¬

den dann die Molarkonzentrationen ausgerechnet:

10-3 mol

Ca 63,5

Mg 17,4

Na 15,7

K 3,4

Ca 0,55

Mg 0,25

Na 0,24

K 0,03

Cl 0,27- io-~3 mol

S04 0,16

HCO, 1,19

Nach Vereinfachung der erhaltenen Werte und stöchiometrischer Zusammenstellung von

Kationen und Anionen ergab sich folgendes:

Ca(HC03)2 (162,12) 0,5 • 10-3 mol = 81,0 mg/l

MgS04 (120,38) 0,2 = 24,0 mg/l

MgCl2 ( 95,23) 0,1 = 9,5 mg/l
KCl ( 74,55) 0,1 = 7,5 mg/l

NaHCC-3 ( 84,02) 0,2 = 16,8 mg/l

138,8 mg/l

Da in dieser Zusammensetzung sowohl Cl als auch Mg zweimal vertreten sind, wurde MgCl2

(9,5 mg/l) ausgeschlossen. Die Salzmenge beträgt nach dieser Vereinfachung noch 129,3 mg/l. Aus

praktischen Gründen wurde nun das Ca(HC03)2 ersetzt durch 2 mg/l CaC03 und dafür die Menge
des NaHC03 auf 100 mg/l erhöht.

An Hand einiger Überlebensversuche an Daphnien mit Stärkeernährung erwies sich, daß

eine Salzlösung dieser Zusammensetzung, wie erwartet, vollständig ungiftig ist.
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Vermehrungsbeobachtungen an Daphnien mit Algenernährung *

zeigten im Parallelversuch

jedoch, daß die Vermehrung bei Zusatz von Phosphaten und Nitraten besser wird:

ohne Phosphate und Nitrate : 0,78 Junge/Tier/Tag

+ Phosphate 20 mg/1, Nitrate 2 mg/1 : 1,34 Junge/Tier/Tag

Nach verschiedenen weitem Verbesserungen wurde eine Versuchslösung er¬

halten, welche folgende Zusammensetzung aufweist (44) :

CaC03 2 mg

MgS04 19 mg

NaHC03 100 mg
KCl 6 mg

Na2HP04 18 mg

KH2PQ4 2 mg

147 mg

aq. dest. 1000 cm3

Die Salze wurden einzeln gelöst zusammengegeben und mit frisch destillier¬

tem Wasser auf 1 Liter ergänzt.
Um diese Salzlösung zur Züchtung von Algen zu verwenden, wurde jeweils

25 mg/1 Ca(N03)2 zugefügt.
Die Salzlösung, wie sie für die Daphnien Verwendung fand, wurde potentio-

metrisch titriert. Das Ergebnis findet sich in Figur 2 dargestellt. Die Messungen
erfolgten mit einer Glaselektrode in 20,0 cm3 der Salzlösung; es wurde mit 0,1 n

NaOH (Siegfried) und 0,1 n HCl (Siegfried) titriert. Zur Ermittlung der angege¬

benen Meßpunkte wurden total 1,2 cm3 Säure und 1,2 cm3 Lauge verwendet.

2. Das Verhalten von D. longispina in der synthetischen Versuchslösung

Eine Population von N = 50 Tieren wurde in der Zeit von Oktober bis Dezember 1948 bei

einer Temparatur zwischen 18 und 20
°
C auf ihr Verhalten in dieser neuen Versuchslösung unter¬

sucht. Als Futter erhielten diese Daphnien ein Algengemisch mit vorwiegend Scenedesmus quadri-
cauda, das in derselben Salzlösung nach Zugabe von 25 mg/1 Ca(N03)2 gezüchtet wurde.

In ihrem Aussehen glichen die Tiere dieser Population ganz den Tieren aus

dem Versuch mit Teichwasser -f- Algenzusatz.

Lebensdaten: t/2 = 20,6 Tage T = 15 Tage
t/4 = 38,8 Tage
w = 77 Tage

erster Wurf = 8. Tag
letzter Wurf = 75. Tag

b = 1,72 Junge/Weibchen/Tag

* Die Algen wurden zentrifugiert und mehrmals mit der betreffenden Salzlösung gewaschen
und erst dann verfüttert.
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PHT12 Figur 2

H 1 i i 1 1 L 1 I I I II

0,1 cc 0,1 cc

Titrationskurve der synthetischen Kulturlösung

Vergleicht man diese Daten mit denen der übrigen untersuchten Populationen
(vergleiche Tabelle 1), so sieht man, daß die Lebenserwartung wohl kleiner ist als

diejenige der Tiere aus Versuch 1 und Versuch 2; die Vermehrungsrate ist jedoch
bedeutend größer als in den zwei andern Populationen.

Berechnet man die von einem Durchschnittsweibchen produzierten Nach¬

kommen unter Berücksichtigung der Periode vor dem ersten Wurf, so steht die

hier untersuchte Population an zweiter Stelle, hinter der Population aus Ver¬

such 2, aber vor der Population aus Versuch 1 (Tabelle 1: letzte Kolonne).
Bei dem obigen Vergleich der Lebensdaten der verschiedenen untersuchten

Populationen mußte die Tatsache unberücksichtigt bleiben, daß zur Zeit des

4. Versuches die Temperatur niedriger war als zur Zeit der Versuche 1-3. Da die

Temperatur für die Entwicklungszeit der Embryonen von ausschlaggebender
Bedeutung ist, und da diese im vorliegenden Versuch 20° C nicht überstieg, muß
die Bewertung der Lebensbedingungen, die durch die synthetische Versuchs¬

lösung geboten werden, noch günstiger ausfallen. Auf den erwähnten Einfluß

der Temperatur ist es auch zurückzuführen, daß in Versuch 4 der erste Wurf erst

am 8. Tag erfolgte.
Aus dem Vergleich der Versuche 1, 2 und 4 kann geschlossen werden, daß

durch die Entwicklung der synthetischen Versuchslösung ein chemisches Milieu

geschaffen wurde, welches für D. longispina vollständig ausreichende Lebensbe¬

dingungen bietet.

Dadurch sind die Untersuchungen an Daphnien unabhängig geworden von

Schwankungen im Chemismus natürlicher Gewässer und ihrer Belastung durch

organische und anorganische Fremdstoffe.
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E. Beiträge zur Ernährungsphysiologie

1. Vitamin E (a- Tocopherol)

Wie bereits im allgemeinen Teil bei der Besprechung der Physiologie dar¬

gelegt wurde, glauben A. Viehoever und J. Cohen (180) nachgewiesen zu haben,
daß Vitamin E auf die Ovarialtätigkeit der Daphnien (D. magna) einen stimu¬

lierenden Einfluß ausübt.

Ihre Versuchsanlage bestand darin, daß die Daphnien-Kulturen mit Schaf¬

mist angesetzt wurden, welcher vorher mit Petroläther extrahiert worden war.

Die Reproduktions-Rate von Daphnien in solchem Kulturwasser war gering.
Wurde aber das kaltgepreßte Ol von Weizenkeimlingen, eine reiche Tocopherol-
quelle *, zu solchen Kulturen gegeben, so konnte innert etwa 2 Tagen beobachtet

werden, daß die Ovarialtätigkeit zunahm. Dieselbe Wirkung konnten die beiden

Autoren nach Zugabe von Weizenkeimlirigsöl zu Kulturen beobachten, welche

Überbevölkerung eine schwache Vermehrungstätigkeit zeigten.
Diese Experimente wurden von uns in einem Vorversuch, welcher ähnliche

Bedingungen bot, wiederholt.

Je sechs adoleszente longispina-Tiere einer reinen Linie wurden auf vier

Gefäße** mit je 500 cm3 Teichwasser verteilt. In zwei dieser Gefäße wurde

Teichwasser gegeben, in dem eine Ephynal-Forte-Tablette (Roche) à 50 mg dl-a-

Tocopherolacetat (wasserunlöslich) pro Liter zerrieben und nach 1 Stunde durch

einen Wattebausch abfiltriert worden war ; die beiden andern Gefäße dienten zur

Kontrolle.

Je ein Gefäß der beiden Gruppen wurde an diffusem Tageslicht, das andere

im Dunkel gehalten, letzteres um die Assimilation der Algen zu unterbinden. Die

Temperatur betrug 21° C.

Die Tiere in den vier Schalen wurden täglich gezählt und tote Tiere entfernt.

Das verdunstete Wasser wurde mit destilliertem Wasser ergänzt.
Nach 17 Tagen wurde der Versuch abgebrochen. Resultate:

hell dunkel

Teichwasser + Vitamin E n = 120 n = 87

Teichwasser ohne Zusatz n = 27 n = 22

Die Population der Vitamin-E-Tiere hat sich eindeutig besser entwickelt als

die Population, welche mit dem knappen Futter des Teichwassers auskommen

mußte. Das Versuchsresultat bestätigt also die Resultate von A. Viehoever und

J. Cohen.

Dieses scheinbar eindeutige Ergebnis darf jedoch nicht als für die Vitamin-

E-Wirkung schlüssig betrachtet werden:

* Die Autoren verwendeten Triticol, ein angereichertes Präparat, das aber noch eine große
Anzahl anderer Substanzen enthält, die ebenfalls biologisch aktiv sind.

* * Kristallisierschalen.
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Beide Vitamin-E-Kulturen hatten eine dicke Chamhaut entwickelt, Wände
und Boden der Gefäße waren von Bakterien bedeckt, und es konnten zahlreiche

Infusorien gefunden werden.

Die Kontrollkulturen hatten nur eine schwache Chamhaut ausgebildet;
Wände und Boden der Gefäße waren beinahe frei von Bakterienbewuchs. Infu¬

sorien hatten sich nur spärlich entwickelt.

Aus der Entwicklung der beiden Versuchsgruppen darf also nicht auf eine

direkte stimulierende Wirkung von Tocopherol geschlossen werden, da die Nah¬

rungsverhältnisse in den beiden Gruppen sehr voneinander abwichen. Es muß

also eher mit W. Trager (161) angenommen werden, daß die bessere Vermehrung
der Versuchstiere verglichen mit derjenigen der Kontrolltiere auf einem besseren

Futterstandard beruht.

Da die Methode Viehoevers zu viele unkontrollierbare Faktoren in sich

schließt, mußte die Wirkung von Vitamin E auf eine ganz andere Weise geprüft
werden.

In einem der vorigen Kapitel war gezeigt worden, daß Trockenhefe für die

Daphnien eine unvollständige Nahrung ist (vergleiche Seite 63) und daß bei ihrer

Verfütterung besonders die Reproduktionstätigkeit leidet. Anderseits ist bekannt,
daß Hefe keine oder nur geringste Mengen Vitamin E-aktiver Substanzen ent¬

hält, welche nach A. Viehoever und J. Cohen für die Ovarialtätigkeit der Daph¬
nien wichtig sind.

Es wurde deshalb untersucht, in welcher Weise Vitamin E die Lebens¬

bedingungen von mit Trockenhefe gefütterten Daphnien verbessert.

Vitamin E wurde in wasserlöslicher Form, nämlich als dl-a-Tocopherol-
phosphorestersaures Na zugegeben. Als Versuchslösung wurde die synthetische
Salzlösung verwendet. Als Basisfutter erhielten alle Daphnien gleiche Mengen
von Trockenhefe.

Die Tiere wurden täglich gezählt und jeden zweiten Tag durch eine viertel¬

stündige dest. Wasser-Passage in neue Gläser mit frischem Futter übergeführt.

1 N = 3x 100 Tiere wurden als Kontrollen verwendet.

2 N = 3 x 100 Tiere erhielten von Geburt an bei jedem Wasserwechsel 0,5 mg Vitamin E/200 cm3

3 N = 100 Tiere erhielten vom 2. Tag an bei jedem Wasserwechsel dieselbe Menge Vitamin E.

4 N = 100 Tiere erhielten vom 4. Tag anbei jedem Wasserwechsel dieselbe Menge Vitamin E.

5 N = 100 Tiere erhielten vom 6. Tag anbei jedem Wasserwechsel dieselbe Menge Vitamin E.

6 N = 50 Tiere, von Versuchstieren der Gruppe 2 abstammend, erhielten nur Basisfutter.

7 N = 50 Tiere, zur selben Zeit wie 6 von unbeeinflußten Zuchttieren geboren, erhielten

nur Basisfutter.

Die Tiere wurden zu je 10 in einem Glas gehalten. Die Versuche dauerten von

Ende November 1948 bis Ende Januar 1949. Die Temperatur betrug 18-21° C.

Resultate (siehe Tabelle 2 *).
An den Lebensdaten fällt vor allem auf, daß die Zahlen der Kontrollpopula¬

tionen bedeutend weniger günstig erscheinen als in den Versuchen mit Teich-

* Über diese Versuche ist eine vorläufige Mitteilung publiziert worden (45).
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wasser -f- Hefezusatz ; dies hängt ohne Zweifel damit zusammen, daß in jenen
Versuchen das Teichwasser zur Verbesserung der Ernährung beigetragen hatte,
was natürlich bei der Verwendung der synthetischen Salzlösung wegfällt.

Die Variationsbreite der Versuchsresultate ist groß. Betrachtet man jedoch
die Extremwerte der beiden ersten Gruppen, sowie die Einzelwerte der übrigen,
so ergibt sich ein klares Bild (Fig. 3) :

TABELLE 2*

t/2 T t/4 w

reif

am

erster

Wurf

letzter

Wurf
b

Kontroll-Tiere

4,1

10,3

5,6

4

4

3-4

6,0

21,4

11,5

20

34

25

11. 14. 29. 0,08

Vitamin E, Beginn 0. Tag

20,5

9,8

18,6

15-16

5-6

17-18

40,1

31,5

28,5

53

57

49

7.

56!

8.

10.

10.

44.

48.

0,07

0,04

Vitamin E, Beginn 2. Tag
Vitamin E, Beginn 4. Tag
Vitamin E, Beginn 6. Tag

22,5

10,9

4,2

20-21

4-5

3-4

34,9

32,1

6,0

54

58

16

14.

12.

6.

17.

16.

33.

33.

0,06

0,06

Kontrolle : Junge von Vitamin-E-Tier

Junge von Zucht-Tier

7,9

7,8

5-6

7

15,1

13,6

26

20

— — — —

Die Zugabe von wasserlöslichem a-Tocopherol bewirkte eine deutliche Ver¬

besserung der Lebensbedingungen. Es zeigt sich kein Unterschied, ob man von

Geburt an Vitamin E verabreicht, oder ob man bis zum 4. Tag zuwartet. Bei noch

längerem Zuwarten (bis 6. Tag) sind die Tiere aber schon so geschädigt, daß die

Verabreichung von a-Tocopherol die Lebensaussichten nicht mehr erhöht.

Die Vermehrung der verschiedenen Populationen war äußerst schwach, und in

einigen Populationen konnten überhaupt keine reifen Weibchen gefunden werden.

Während derselben Periode betrug die Vermehrungsrate der Zuchttiere 1,1 Junge
pro Tag und Weibchen oder etwa zwanzigmal mehr als bei Kontroll- und Vitamin-

E-Tieren.

Auf Grund dieser Tatsachen war es interessant, die Lebenserwartung der

Jungen von Vitamin-E-Tieren mit derjenigen von Jungen aus Zuchtkulturen bei

reiner Hefeernährung zu vergleichen. Wie aus der Tabelle 2 hervorgeht, bewegen
sich die Lebensdaten dieser zwei Populationen innerhalb der Werte, welche aus

den Kontrollversuchen ermittelt wurden. Diese Resultate lassen die Vermutung
zu, daß die sehr dotterreichen Eier von den Versuchstieren ebensogut versorgt
werden konnten wie die Eier von Weibchen, welche sich von Algen ernähren.

Die Versuche mit dl-a-Tocopherolphosphorestersaurem Na ergeben, daß bei

Hefeernährung von D.longispina dieses Vitamin die Lebensbedingungen zu ver-

* Erklärung der Symbole siehe Seiten 46, 47.
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bessern vermag, wenn es innert einer gewissen Zeit nach der Geburt geboten
wird. Die Versuche ergeben aber keinen Hinweis, daß durch Vitamin-E-Gaben

die Ovarialtätigkeit der Daphnien angeregt werden kann.

Es kann also geschlossen werden, daß Vitamin E in der Ernährungsphysiologie
der Daphnien von Bedeutung ist ; eine primäre Bedeutung für die Ovarialtätigkeit
ist aber sehr unwahrscheinlich.

2. Versuche mit künstlicher Nahrung I *

In den nachfolgenden Versuchen wurden die Daphnien täglich über eine Passage mit destil¬

liertem Wasser in reine Gefäße und frische Nährlösung übertragen. Entwickelten sich in einer Kul¬

tur trotz der Vorsichtsmaßregeln Bakterien, so wurde der Versuch verworfen.

2,1 Maranta-Stärke.

Ersetzt man das Algenfutter adulter Daphnien durch eine reine Kohlehydrat-

Nahrung, in diesem Fall Maranta-Stärke, so beobachtet man, daß die Weibchen

innert 1-2 Ovarialzyklen ihre Fettreserven aufgebraucht haben. Nach diesem

Zeitpunkt ist der Fettkörper unauffindbar; auch die nun inaktiven Ovarien sind

nicht mehr zu erkennen. Trotz des Fehlens eines Ovarialzyklus häuten sich die

Tiere aber weiter in regelmäßigen Abständen. Die Tiere, welche vollständig
farblos und durchsichtig geworden sind, werden von Tag zu Tag langsamer in

ihren Bewegungen. Die meisten Daphnien leben unter diesen Bedingungen nur

etwa 6 Tage.
Bei diesem Vorgang, der vermutlich mit \ erhungern als identisch ange¬

nommen werden kann, sind einige interessante Erscheinungen zu beobachten:

Bei zunehmendem Erschlaffen der quergestreiften Muskulatur nimmt auch die

Herztätigkeit ab und hört schließlich ganz auf. Dies hängt vermutlich mit der

schon mehrmals erwähnten Verknüpfung der Herztätigkeit mit dem Gesamt-

stoffwechsel der Daphnien zusammen. Die quergestreifte Muskulatur verliert

etwa 12 Stunden nach Herzstillstand ihre Ansprechbarkeit auf mechanische

Reize.

Etwa 24 Stunden vor Eintritt des Todes werden die Muskeln der Ruder¬

antennen zu schwach, um zu schlagen. Man kann dann beobachten, wie am

proximalen Ende der schlaffen Antennenmuskeln Kontraktionswellen entstehen,
die distal wandern; diese Kontraktionswellen entstehen manchmal in kurzen

Abständen und nehmen stets die ganze Breite eines Muskels ein. Die Reihenfolge,
wonach diese Wellen auf den einzelnen Muskelbändern der Ruderantennen ent¬

stehen, scheint zufällig zu sein.

Etwas ähnliches, aber wegen der geringen Breite der Bänder etwas weniger
ausgeprägt, kann an der Muskulatur der Kiemenfüße beobachtet werden. Die

Kiemenfüße scheinen als letzte vom Verhungern in ihrer Tätigkeit beeinflußt zu

* Diese Versuche wurden 1948/49 unternommen.
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werden; sie stellen aber trotzdem ihre Bewegung etwas früher ein als das Herz.

Sie verlieren ebenfalls ihre Ansprechbarkeit auf mechanische Reize früher als die

Muskeln der Ruderantennen.

Der Herzmuskel macht während des Verhungerns Veränderungen durch, die

allerdings nicht bei allen Daphnien wiedergefunden wurden: Die diastolische

Bewegung, die sonst als «hart» angesprochen werden kann, wird weicher, die

systolische Bewegung gedehnter ; das diastolische Herzvolumen kann vermindert

werden. Unter Umständen wird das Herz sehr stark verkleinert; bei solchen

Herzmuskeln kontrahieren und dilatieren die einzelnen Faserbündel nicht mehr

gleichzeitig, sondern nacheinander, wodurch eine Bewegung entsteht, die am

besten mit «quabblig» charakterisiert wird. Kurz vor dem Tode ist die Tätigkeit
von solchen Herzmuskeln ein desorganisiertes Arbeiten einzelner Muskelfasern,

wobei das Herz sehr stark deformiert ist.

Die Peristaltik des Darmes wird nur quantitativ verändert, indem die Be¬

wegung immer schwächer wird, um schließlich ganz zu verschwinden.

Als Vergleichsbasis für die nachfolgenden Versuche wurde eine Population
von N = 100 neonaten Daphnien mit reiner Maranta-Stärke gefüttert. Die Tem¬

peratur betrug 18-20° C.

Lebensdaten: t/2 = 2,3 Tage T= 2 Tage
t/4 = 3,4 Tage
w = 5 Tage

Auch die ältesten Tiere der Population zeigten nur ein sehr geringes Wachs¬

tum. Häutungen wurden am ersten und zweiten Tag beobachtet. Die an erwach¬

senen Daphnien gemachten Beobachtungen über Verhungerungserscheinungen
konnten an diesen Daphnien nur teilweise und dann unklarwiedergefundenwerden.

2, 2 Maranta-Stärke und Casein (= Basisfutter)

Es wurden verschiedene Mischungsverhältnisse der beiden Stoffe ausprobiert. Da beide aber

stets im Überschuß vorhanden waren, ergaben sich hierbei keine Unterschiede in den Lebensdaten

der Versuchstiere ; sie sollen deshalb ohne Unterscheidung besprochen werden.

Es wurden 2 Populationen zu N = 100 und 1 Population mit N = 50 Tieren

mit einem Gemisch von Maranta-Stärke und Casein ernährt. Die Temperatur be¬

trug 18-20° C.

ensdaten *
: t/2 = 2,7 3,4 3,5 Tage
T = 2-3 3-4 3 Tage
t/4 = 4,5 4,8 5,4 Tage
w = 8 7 7 Tage

: Extremwerte kursiv, entsprechend den in Fig. 4 verwendeten Werten.
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Bei diesen Tieren konnten die Verhungerungserscheinungen der Daphnien
aus Versuch 2,1 nicht wiedergefunden werden. Die Daphnien zeigten mehrere

Häutungen und Wachstum. Einige Stunden, bevor der Tod eintrat, wurden sämt¬

liche Funktionen langsamer und hörten schließlich ganz auf. Die Herztätigkeit
überdauerte die Tätigkeit der quergestreiften Muskulatur. Der Herzmuskel zeigte
keine Degenerationserscheinungen.

2, 3 Basisfutter + Aneurin

Vitamin B1 wurde in Form des Aneurin-Hydrochlorids in verschiedenen Konzentrationen

verwendet. Die Versuche ergaben aber keine Unterschiede.

In Vorversuchen war festgestellt worden, daß Vitamin Bt mit Kohlehydrat
allein gegeben, die Lebenserwartung der Versuchstiere gegenüber den mit nur

Stärke gefütterten Kontrolltieren deutlich vermindert. Diese unerklärliche Tat¬

sache konnte bei gleichzeitiger Verfütterung von Casein nicht wiedergefunden
werden. Allerdings zeigte die Lebenserwartung gegenüber derjenigen der Kon-

trolltiere mit Basisfutter keine Verbesserung:
Es wurden 2 Populationen zu N = 100 und 1 Population zu N = 50 Tieren

bei Temperaturen von 18-20° C untersucht. Die Vitaminmenge betrug 1-2 mg

Aneurin • HCl pro 200 cm3 Nährlösung.

: t/2 = 2,6 2,7 2,9 Tage
T = 1-2 2-3 3 Tage
t/4 = 4,8 4,7 5,0 Tage
w = 7 8 9 Tage

2, 4 Basisfutter -\- Lactoflavin

Lactoflavin wurde in einer Menge von 1 mg/200 cm3 verabreicht. Die gelbgefärbte Lösung
pflegte sich in ungefähr 12-16 Stunden zu entfärben. Es wurden bei Temperaturen von 18-20

°
C

2 Populationen zu N = 50 Tieren untersucht:

Lebensdaten : t/2 = 3,3 3,2 Tage
T = 3^, 2,3 Tage
t/4 = 4,4 6,6 Tage
w = 10 10 Tage

Aus den Resultaten sind Anzeichen einer leichten Besserung der Lebensbe¬

dingungen abzulesen. Trotzdem die Tiere bis zu 10 Tage alt wurden, konnten

keine Zeichen einer Ovarialtätigkeit beobachtet werden. Sowohl Ovar wie Fett¬

körper blieben unerkennbar. Die Häutungen verliefen zeitlich normal ; doch hat¬

ten die Tiere häufig beim Aus-der-Haut-Schlüpfen Mühe, so daß die Häutung an

Stelle von Minuten bis zu Stunden brauchte.
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2, 5 Basisfutter -)- Aneurin und Lactoflavin

Es wurde den Daphnien 1 mg/200 cm3 Aneurin • HCl und 0,5 mg/200 cm3 Lactoflavin gegeben.
2 Populationen zu N = 50 Tieren wurden bei einer Temperatur von 18-20° C untersucht.

Lebensdaten: t/2 = 4,8 4,6 Tage
T = 5 5 Tage
t/4 = 6,5 6,5 Tage
w = 9 11 Tage

Bei Kombination von Vitamin Bx und B2 zeigt sich eine deutliche Verbesse¬

rung der Lebensbedingungen. Der Tod dieser Tiere unterschied sich vom Tod nor¬

maler Daphnien nicht. Die Versuchstiere zeigten allerdings immer noch Störungen
des Häutungsprozesses. Es konnten weder Fettkörper noch Ovarien beobachtet

werden.

Besprechung der Versuche 2,1 - 2, 5

Aus den Versuchen mit N = 800 Tieren geht hervor, daß

a) bei Zugabe von Eiweiß zur reinen Stärkenahrung eine deutliche Verbesserung
der Lebenserwartung entsteht,

b) durch Zugabe von Vitamin Bx oder B2 (Versuche 2, 2 und 2, 3) die Werte t/2
und t/4 gegenüber den Kontrolltieren mit Basisfutter nicht für alle ermittel¬

ten Werte verbessert werden. Eine Verbesserung der Lebensbedingungen
dieser Populationen kommt nur in einem relativ hohen Wert von w zum Aus¬

druck,

c) bei Verfütterung der Vitamine Bj und B2 eine deutliche Erhöhung der Werte

t/2 und t/4 gegenüber den Kontrollen erfolgt,
d) unter den gegebenen Bedingungen weder eine Fettkörperbildung noch arbei¬

tende Ovarien möglich sind.

3 Versuche mit künstlicher Nahrung II *

Die in den nächsten Abschnitten zu besprechenden Ernährungsversuche mußten mit Tieren

einer neuen reinen Linie unternommen werden. Da über diese neue Linie nichts bekannt war,

wurden die soeben dargestellten Versuche zum Teil wiederholt.

Die Temperatur schwankte während der Versuchsperiode zwischen 20 und 23
° C. Die Ver¬

suchstechnik war dieselbe wie in den früher beschriebenen Versuchen.

3,1 Absoluter Hunger

Die neonaten Daphnien wurden durch mehrere destillierte Wasserpassagen in die synthe¬
tische Salzlösung übertragen und ohne Futter belassen.

* Diese Versuche wurden 1950 durchgeführt. Zwischen den Versuchen mit künstlicher Nah¬

rung I und II erkrankten die Zuchtkulturen, was uns zwang, eine neue Linie aus dem Zürichsee zu

züchten.
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Die Anzeichen des Verhungerns waren dieselben wie in Versuch 2, 1 beschrie¬

ben, doch entwickelten sich die einzelnen Phasen viel schneller.

Es wurde 1 Population mit N = 50 Tieren untersucht.

Lebensdaten: t/2 = 1,9 Tage
T = 1-2 Tage
t/4 = 2,7 Tage
w = 5 Tage.

3, 2 Maranta-Stärke und Casein (= Basisfutter)

Es wurden 2 Populationen zu N = 50 Tieren beobachtet; das Mischungsverhältnis der bei¬

den Futter-Komponenten war gleich wie bei den früheren Versuchen.

Lebensdaten: t/2 = 2,3 2,3 Tage
T = 2-3 2-3 Tage
t/4= 3,3 3,3 Tage
w = 4 4 Tage

Die Tiere zeigen gegenüber den Hungertieren eine deutliche, aber relativ

kleine Verbesserung der Lebensdaten bzw. sogar eine Verkürzung der maximalen

Lebensdauer. Auffallend ist die Übereinstimmung der Werte der beiden Popu¬
lationen.

3, 3 Basisfutter -f- Aneurin, Lactoflavin und a-Tocopherol

Wie aus den im ersten Teil dieses Kapitels besprochenen Versuche hervorgeht, bedeutet die

Zugabe von Aneurin -f- Lactoflavin eine Verbesserung der Lebensdaten ; in diesem Versuch wurde

zugleich noch die wasserlösliche Form von dl-a-Tocopherol, welches bei Hefeverfütterung eine deut¬

liche Steigerung der Lebenserwartung hervorgerufen hatte, beigefügt. Die Dosierung der Vitamine

betrug: Aneurin • HCl 1 mg, Lactoflavin 0,2 mg, wasserlösliches Vitamin E 0,5 mg pro 200 cm3

Nährlösung.

Es wurden 2 Populationen zu N = 50 Daphnien untersucht.

Lebensdaten: t/2 = 3,5 3,4 Tage
T = 3-4 3-4 Tage
t/4 = 4,7 4,4 Tage
w — 7 5 Tage

Der Zusatz der drei Vitamine bedeutet eine deutliche Verbesserung der Le¬

benserwartung wie des Maximalalters. Die beiden Populationen zeigen eine gute

Übereinstimmung der mittleren Lebenserwartung.

3, 4 Basisfutter -\- Aneurin, Lactoflavin, a-Tocopherol
-f- 1-Ascorbinsäure und Nicotylamid bzw. -j- Cholin

Eine Population von N = 50 Tieren erhielt zu dem in Versuch 3, 3 besprochenen Vitamin¬

gemisch zusätzlich 0,2 mg Nicotylamid und 1 mg Vitamin C pro 200 cm3 Nährlösung. Eine zweite
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Population von N = 50 Tieren erhielt zu dem in Versuch 3, 3 besprochenen Vitamingemisch einen

Zusatz von 1 mg Cholin pro 200 cm3 Nährlösung.

Lebensdaten: -f- l-Ascorbinsäure und Nicotylamid -f" Cholin

t/2 = 3,5 4,5 Tage
T = 3-4 4-5 Tage
t/4 = 4,6 6,6 Tage
w = 7 10 Tage

Die Werte aus Kolonne 1 stimmen auffallend mit den besseren Resultaten

aus Versuch 3, 3 überein. Es scheint, daß Nicotylamid und l-Ascorbinsäure in

den gewählten Dosen die Lebenserwartung der Versuchstiere nicht beeinflußt.

Anderseits hat eine Zugabe von Cholin (Kolonne 2) eine bedeutende Verbes¬

serung der Lebensdaten zur Folge. Trotz des hohen Maximalalters konnte aber

weder die Ausbildung eines Fettkörpers noch aktive Ovarien beobachtet werden.

3, 5 Basisfutter + Aneurin, Lactoflavin, Nicotylamid,
l-Ascorbinsäure, a-Tocopherol und Cholin

Die gesamthafte Wirkung der bisher eingeführten Vitamine in den angegebe¬
nen Mengen wurde an einer einzigen Population von N= 50 Daphnien beobachtet.

Lebensdaten: t/2 = 3,3 Tage
T = 2—3 Tage
t/4 = 5,7 Tage
w = 8 Tage

Der Versuch ergibt eine auffallend niedere aktuelle Lebensdauer T, die nicht

größer ist als bei den Daphnien, welche Basisfutter ohne Zusatz erhielten (vgl.
Versuch 3,2). Die berechnete mittlere Lebensdauer t/2 ist von derselben Größe

wie bei Versuch 3,4 (mit Nicotylamid und Vitamin C) und Versuch 3,3, d. h. die

Wirkung des Cholins kommt nicht zum Ausdruck. Erst die Werte t/4 und w neh¬

men eine Mittelstellung ein zwischen den Zahlen aus Versuch 3,4 (mit Cholin)
und den höheren Werten aus Versuch 3,3.

Besprechung der Versuche 3, 1-3, 5

Die Versuche 3,2-3,5 mit 350 Daphnien zeigen eine zunehmende Verbesse¬

rung der Lebensbedingungen durch Zugabe von Aneurin, Lactoflavin, a-Toco¬

pherol und Cholin. Merkwürdigerweise haben Nicotylamid und l-Ascorbinsäure

keine positive Wirkung auf die Lebenserwartung von D. longispina. In Kom¬

bination mit Cholin wirken die beiden Substanzen eher in negativem Sinne.

Da die Temperatur in den Versuchen, die in Teil I dieses Kapitels behandelt

wurden, etwas tiefer lag als bei den Versuchen in Teil II, war von vornherein mit

etwas andern Resultaten zu rechnen. Die erhaltenen Werte bei Fütterung mit
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Basisfutter sind aber so stark verschieden bei den beiden verwendeten Linien, daß

physiologische Unterschiede zwischen den beiden Linien für die Differenz der

Resultate verantwortlich gemacht werden müssen.

Diskussion

Aus den Versuchen der Abschnitte I und II dieses Kapitels geht hervor, daß

D. longispina neben dem Grundfutter Eiweiß und Kohlehydrate noch eine Reihe

von Vitaminen braucht, um leben zu können.

Es ist anzunehmen, daß bei der gegebenen Versuchsanordnung die Lebens¬

dauer eines Tieres neben andern Faktoren vor allem durch das Verhältnis von

Vorrat zu Verbrauch der «Vitamine» (im allgemeinen Sinn) bestimmt wird.

Wird zum Basisfutter ein Vitamin hinzugefügt, so wird das Eintreten oder

Nichteintreten einer Verbesserung der Lebensdaten bestimmt sein durch das er¬

wähnte Verhältnis Vorrat : Verbrauch des betreffenden Vitamins sowie durch

seine Stellung innerhalb der Stoffwechselvorgänge: Es wird keine Wirkung zu

erwarten sein, wenn entweder keine Avitaminose in bezug auf diesen Stoff besteht,

oder aber wenn das betreffende Stoffwechselsystem noch durch Mangel an andern

Vitaminen blockiert ist.

In diesem Sinne ist vielleicht das Ausbleiben einer Wirkung nach Zugabe von
Aneurin und Lactoflavin allein oder die Wirkungslosigkeit von Nicotylamid und

Vitamin C zu verstehen.

Aus der Wirkungslosigkeit einer Vitamingabe darf deshalb bei der ange¬

wandten Versuchstechnik nicht geschlossen werden, daß die betreffende Substanz

für D. longispina keinen Vitamincharakter besitzt.

Anderseits muß aus der lebensverlängernden Wirkung einer Vitamingabe
darauf geschlossen werden, daß die betreffende Substanz im Stoffwechselgesche¬
hen der Daphnien eine Rolle spielt und unter den angewandten Versuchsbedin¬

gungen von außen zugeführt werden muß.

Die Daphnien bedürfen somit folgender Vitamine: Aneurin, Lactoflavin,

a-Tocopherol und Cholin.

Die Versuche zeigen ebenfalls, daß noch eine Reihe anderer Substanzen von

außen zugeführt werden müssen.

68



III. Pharmakologische Untersuchungen

Prüfung der Verwendbarkeit der Daphnien

für quantitative Tests darmaktiver Substanzen

Die Möglichkeit, die verschiedenen Organe am ganzen, lebenden Tier zu beobachten und

die Leichtigkeit, Daphnien in großer Zahl zu züchten und für die Experimente einzusetzen, er¬

möglichen es, diese Tiere leicht zur Untersuchung von Substanzen in physiologischen als auch

in toxischen Konzentrationen heranzuziehen. Aus diesem Grunde wurde auch verschiedentlich

versucht, diese Experimente als quantitative pharmakologische Teste auszubauen. In der Regel
wurden aus historischen Gründen und wegen ihrer großen Fruchtbarkeit Daphnia magna heran¬

gezogen, doch kamen auch Daphnia pulex und andere Arten zur Verwendung.
Eine Zusammenstellung der verschiedenen Arbeiten, die auf einen pharmakologischen Test

hinzielen, soll eine Übersicht über die Vielfalt dieser Versuche vermitteln (siehe Tabelle 3). Im

Rahmen dieser Arbeit sind aber nur die beiden ersten Gruppen der Tabelle von Interesse: Die

herzaktiven Substanzen und die darmaktiven Stoffe.

Es würde zu weit fuhren, die Methodik der einzelnen Arbeiten zu besprechen ; als Kriterium

wird bei den Untersuchungen mit herzaktiven Substanzen hauptsächlich der Herztod, bei den

Untersuchungen mit darmaktiven Substanzen die Darmentleerung verwendet.

Im Zusammenhang mit unserer Arbeit sind die Kritiken wichtig, die zu den verschiedenen

Versuchen, Daphnien als spezifisches Testobjekt zu verwenden, geschrieben wurden:

In Bezug auf das Prüfen herzaktiver Substanzen mit Hilfe von Daphnien stellt L. Lendle (86)
bereits 1935 fest, daß bei der Verwendung intakter Organismen die geringe Diffusion der Glykoside
durch die Körperwand eine große methodische Schwierigkeit darstelle, und daß «bei einer solchen

Prüfung daher neben der eigentlichen Herzwirksamkeit auch die verschiedenen DiiFusionsver-

mögen der einzelnen Glykoside eine Rolle spiele.» Diese Feststellung gilt ebenso sehr für die Unter¬

suchung herzaktiver Alkaloide. Zu dieser grundlegenden Kritik, die, wie es scheint, von keinem der

übrigen Autoren gelesen worden ist, gesellen sich experimentelle Arbeiten, welche den Wert der

Daphnien für das Testen herzaktiver Glykoside wie Alkaloide in Frage stellen, indem entweder das

Herz der Daphnien auf diese Substanzen anders reagiert als das Wirbeltierherz (101, 151) oder

aber nachgewiesen werden konnte, daß bei der Prüfung herzaktiver Extrakte der Herztod durch

unspezifische Gifte hervorgerufen wird (72 a).
In Bezug auf die Verwendung der Daphnien zur Prüfung darmaktiver Substanzen ist nur

eine Kritik zu verzeichnen: T. Sollmann und W. Webb (151) stellen, gestützt auf ihre Versuche

fest, daß die Daphnie kein zuverlässiges Testobjekt sei zur Prüfung von Substanzen, welche die

Peristaltik beeinflussen.

Eine Übersicht der Pharmakologie des Daphniendarmes (vergleiche Seite 34, 36) zeigt, daß

diese Feststellung durchaus berechtigt erscheint. Die Reaktion des Daphniendarmes gegenüber
Anthrachinonderivaten muß mindestens als unklar bezeichnet werden. Hinzu kommt, daß die

tonussteigernde Wirkung des Adrenalins am Daphniendarm unter Umständen auf eine vom Wir¬

beltierdarm gänzlich verschiedene Innervation hinweist. Auf eine solche Verschiedenheit deutet
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A. Untersuchungsmaterial

Es wurde dieselbe reine Linie von Daphnia longispina 0. F. Müller zu

den pharmakologischen Untersuchungen herangezogen, welche schon zu den bio¬

logischen Untersuchungen verwendet worden war. Es wurden nur gut ernährte,
reife Weibchen zu den Versuchen verwendet; vereinzelt auftretende Männchen

wurden verworfen.

Als Versuchslösung wurde die im biologischen Teil der Arbeit entwickelte

synthetische Salzlösung verwendet.

Um die Beobachtungen der Darmtätigkeit zu erleichtern, wurden zwei Sub¬

stanzen zur Kontrastfärbung des Darminhaltes ausgewählt :

Maranta-Stärke, in der von der Pharmacopoea Helvetica (ed. V) vorgeschrie¬
benen Qualität, zur Weißfärbung;

Kernschwarz, das feingemahlene Verkohlungsprodukt von Kernen des Stein¬

obstes oder Schalen der Nüsse und Mandeln (164), zur Schwarzfärbung des

Darminhaltes.

Es wurden folgende Substanzen zur Beeinflussung der Darmtätigkeit ver¬

wendet :

1.

Aloë, der aus den abgeschnittenen Blättern der südafrikanischen Aloë ferox Mil¬

ler ausgeflossene und in der Wärme vorsichtig eingedickte Saft (Aloë lucida

capensis). Qualität: Pharmacopoe-konform.

Extractum Aloës, der aus dem Acetonauszug (1 Teil Aloë, 9 Teile Aceton) her¬

gestellte Trockenextrakt von Aloë. 1 Teil entspricht etwa 1,25 Teilen Aloë.

Qualität : Pharmakopoe-konform.

Sennoside A und B *, die von A. Stoll und Mitarbeitern (152) isolierten Anthra-

chinonglykoside von Folium Sennae (Cassia angustifolia).

Als Wirkstoffe von Aloë und Sennesblättern wurden besonders die in ihnen in glykosidischer
Form enthaltenen Oxyanthrachinon- und Oxyanthranol-Derivate erkannt **.

Bei Aloë hegen mehrere Derivate vor, die alle in verschiedenem Maße an der laxativen Wir¬

kung beteiligt sind : Mengenmäßig überwiegt das Barbaloin, ein d-Arabinosid des 3-oxymethyl-l,8-

dioxy-anthranols, welches beim Abspalten des Zuckers leicht in das entsprechende Anthrachinon

oxydiert wird. Daneben sind noch ß-Barbaloin, Isobarbaloin und das freie Aloëemodin zu erwäh¬

nen. Die laxative Wirkung der Aloë beruht aber zum Teil auch auf der Anwesenheit von Harzen,

welche wahrscheinlich Polymerisationsprodukte von einfachen Anthrachinonderivaten sind (72).
Die Sennoside A und B sind die 8,8'-di-D-glucoside der optisch aktiven bzw. inaktiven

l,l',8,8'-Tetra-oxy-10,10'-dihydro-dianthron-3,3'-dicarbonsäure und sind somit bimolekularer

Struktur (153).

* Die Sennoside wurden von Herrn Prof. Dr. A. Stoll freundlichst überlassen.

** Eine gute Zusammenstellung über Verbreitung und Chemismus findet sich bei R. Eder

und B. Siegfried (32).
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2.

Opialum (Ph.H.V.), ein Gemisch der Salzsäuren Gesamtalkaloide des Opiums:
Die Phenanthrenalkaloide Morphin HCl 66%, Codein-HCl 2,5%, Thebain-

HCl 2 % ; die Isochinolinalkaloide Narcotin • HCl 24,5 %, Papaverin • HCl 4 %,
NarceinHCI 1%.

Morphinum hydrochloricum und Papaverinum hydrochloricum, beide in

pharmacopoe-konformer Qualität.

Die Wirkung von Morphin, eines Phenanthrenderivates, auf den Darm ist von Tierart zu

Tierart stark verschieden (163), doch kann allgemein angenommen werden, daß 1. durch rein

periphere Wirkung auf die glatte Darmmuskulatur deren Tonus gesteigert und dadurch schließlich

die Peristaltik gehemmt wird, 2. durch eine zentrale depressive Wirkung die Reaktion des Indi¬

viduums auf Reize vom Dickdarm sehr stark herabgesetzt wird, so daß der Defäkationsreflex unter¬

bleibt (164).

Papaverin, das zur Isochinolin-Gruppe der Opiumalkaloide gehört, hemmt den Tonus der

glatten Darmmuskulatur, wodurch die Peristaltik aufgehoben wird. Die Wirkung ist besonders

bei spastischen Zuständen ausgeprägt (104).

Die Wirkung des Gemisches der Opiumalkaloide ist beim Säuger größer als seinem Gehalt

an Morphin entsprechen würde, doch kann dafür vorläufig keine Erklärung gegeben werden (104).

B. Methodik

Für die Prüfung abführender Mittel verwendete A. Viehoever (168, 176) 10 Tage alte Weib¬

chen von Daphnia magna, welche ohne Eier oder Embryonen sein mußten, und die in einer Kultur¬

flüssigkeit gehalten wurden, welche mit Schafdung angesetzt worden war ; dadurch sollen die Daph¬
nien einen dunkel gefärbten Darminhalt erhalten.

Die Tiere werden nach A. Viehoever entweder auf einem Gazestück fixiert in der Versuchs¬

lösung gebadet und vergrößert auf einen Schirm projiziert, wo die Entleerung des Darmes in

Schritten von etwa 5% notiert und gegen die Zeit abgetragen wird; oder sie werden frei¬

schwimmend in der Versuchslösung beobachtet. Die Tiere können nach der Viehoeverschen Me¬

thode während des Versuches keine Nahrung aufnehmen. Viehoever beobachtet die Darmentlee¬

rung kontinuierlich an Einzeltieren. Die Resultate vieler hintereinander gemachten Beobachtungen
wurden dann von ihm miteinander verglichen, doch erfolgte keine statistische Auswertung, und

ebenso unterblieben Kontrollversuche.

Eine ähnliche Methode wird ebenfalls von A.Kuhn und H. Penz (80) verwendet: Sie beob¬

achten den Fortgang der Darmentleerung an 20 hungernden Daphnien. Zu Vergleichszwecken
verwenden sie den Mittelwert für 50% und 100% Entleerung sämtlicher Versuchstiere. Während

des Versuches kontrollieren sie gleichzeitig die Darmentleerung unbehandelter Tiere.

Als Vergleichssubstanz schlägt A. Viehoever (176) die Verwendung von ß-Elaterin (aus Ci-

trullus colocynthidisund Ecballium elaterium) vor *, welches er in Konzentrationen von 0,2 mg% bis

0,02 mg% verwendet. Die Wirkung eines unbekannten Materials bestimmt er durch Vergleichen
derselben mit derjenigen der Glieder einer Verdünnungsreihe des (?-Elaterins.

* Eine Verwendung des Elaterins zur Testung von Oxyanthrachinonderivaten ist denkbar

ungünstig, da es sich beim Elaterin um ein Alkaloid handelt, dessen Angriffspunkt beim Wirbel¬

tier der Dünndarm und nicht der Dickdarm ist.
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1. Eigene Versuchstechnik

In Anlehnung an die Versuche von A. Viehoever sollten die zu besprechenden
Untersuchungen ebenfalls an hungernden Daphnien vorgenommen werden. Aus

diesem Grunde mußte vorerst die Darmentleerung von normalen hungernden Tie¬

ren beobachtet werden.

Es zeigte sich, daß die Darmentleerung hungernder Tiere sehr langsam und

unregelmäßig vor sich geht. Der zuerst gut gefüllte und expandierte Darm entleert

seinen Inhalt meist nicht kompakt von vorn nach hinten in dem Sinne, daß der

Inhalt bei gleicher Querschnittsfläche nach dem After befördert wird, während

vorn der Darm leer bleibt. In der Regel geht die Darmentleerung bei Daphnien
so vor sich, daß der Querschnitt des Darmrohres sich verkleinert, bei gleichzeitiger
Ausstoßung von Kotballen; auf diese Weise wird aber der Darm während langer
Zeit nicht vollständig entleert. Man kann deshalb noch nach 24 Stunden und mehr

bei zahlreichen Tieren einen dünnen Strang verdauter Partikel den Darm durch¬

ziehen sehen, wobei das Darmlumen bis auf diesen kleinen Querschnitt zusammen¬

gesunken ist. Diese Beobachtungen konnten ebenfalls an D. magna und D.pulex
gemacht werden.

Auch bei Einwirkung von Aloë und Sennosiden konnten diese Beobachtungen
wiederholt werden.

Es wurde deshalb geschlossen, daß die Darmentleerung hungernder Daphnien
als Kriterium für die Wirkung von abführenden Mitteln zu unklar und deshalb

wertlos ist.

Als Beispiel diene ein Versuch mit 80 mg% wäßrigem Aloë-Auszug; 10 Weibchen, 13 Tage
alt, Darm vollständig mit Algen gefüllt, einzeln in 10 cm3 Auszug schwimmend. Der Grad derDarm-

entleerung wurde in 7 Stufen ausgedrückt:

0 : Darm voll

6 : Darm enthält keine Kotballen mehr

t 0 1 2 3 4 5 6

0 min 10 _ _ _ _ _ _

60 min 5 2 - 2 ' 1 - -

120 min - 2 4 2 1 1 -

160 min - 1 4 1 2 2 -

180 min - 1 2 5 _

* 1 j **

240 min - _ 3 4 - - 3**

360 min - - 3 4 - 1* 2**

* Wegen veränderter Verteilung des restlichen Darminhaltes mußten die Tiere wieder in

eine höhere Kategorie versetzt werden.

* * Darm leer bis auf einen dünnen Strang von Algenzellen, der sich bis zu den Leberhörnchen

hinzieht.

Da das Hungernlassen eine normale Darmtätigkeit nicht zuläßt, wurde zu

folgender Technik gegriffen:
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Die Daphnien werden in eine Suspension eines Kontrastmittels, zum Bei¬

spiel Stärke, verbracht; nach einiger Zeit (1 bis 2 Stunden) schimmert ihr Darm

vollständig weiß durch die Körperwand. Hierauf werden sie in eine Suspension
eines andern Kontrastmittels, zum Beispiel Kernschwarz, gebracht. Es wird nun

die Zeit gemessen, die es braucht, bis der weiße Darminhalt durch den schwarzen

vollständig ersetzt ist.

Diese gestoppte Zeit scheint a priori ungeeignet zu sein, die Darmtätigkeit zu charakterisieren,
da sie neben der Darmaktivität vor allen Dingen noch von der Geschwindigkeit des Futtererwerbes

und der Futteraufnahme abhängt. Bietet man aber den Daphnien eine konzentrierte Suspension,
so daß Futtererwerb und -Aufnahme bei maximaler Geschwindigkeit erfolgen können, so ist das

Angebot an den Darm ebenfalls größtmöglich, d. h. die Verweildauer des Futters im Darm hängt
nur noch von der Transportgeschwindigkeit innerhalb des Darmes, d. h. von seiner Motilität ab.

Es wäre allerdings möglich, daß durch den Futterwechsel (Stärke-Kernschwarz) die Freßlust der

Daphnien verkleinert wird.

E. Naumann, der die Ernährungsbiologie der Cladoceren, speziell der Daphnien, eingehend
untersucht hat, zeigte (107), daß die filtrierenden Cladoceren wahllos fressen. Bei unnatürlicher

Ernährung, wie es bei der angewandten Methodik der Fall ist, findet ebenfalls keine Auswahl statt.

Dies zeigt sich in der kleinen Variation der Zeiten, die das Tier braucht, um sich den Darm mit

verschiedenen Futterarten zu füllen. Naumann gibt einige Zahlen für Bosmina obtusirostris, einer

Cladocere mit ähnlicher Biologie wie die Daphnien :

Zeit für Erneuern

des Darminhaltes

15 min

15 min

15 min

2-4 h

Futter

Algen vom Nannotypus, Zelldichte etwa 106/cm3

Carmin-Suspension

Berlinerblau-Suspension
Bakterien, Zelldichte etwa 8 • 106/cm3

Unterschiede in der für die Darmfüllung benötigten Zeit bei verschiedenen Futtersorten

werden wohl bei vergleichbarer Korngröße auf mechanische Eigenschaften der Futterpartikel
zurückzuführen sein.

Die eigenen Untersuchungen bestätigten immer wieder, daß die Reihenfolgen
Algen—Marantastärke, Algen-Kernschwarz, Marantastärke-Kernschwarz und

Marantastärke—Algen keinen wesentlichen Unterschied der gestoppten Zeiten er¬

kennen lassen; es unterscheiden sich jedoch hiervon die Zeiten für Kernschwarz-

Marantastärke und Kernschwarz-Algen, was zeigt, daß das Kernschwarz viel

weniger leicht den Darm passiert als Algen und Marantastärke.

Ein Experiment, bei dem dieselbe Daphnienpopulation verschiedene Futter¬

arten hintereinander erhielt, soll dies illustrieren:

N = etwa 70 14tägige Weibchen, zu je etwa 35 in 200 cm3 Lösung freischwimmend.

Zeit Stärke—Kernschwarz Kernschwarz—Stärke Stärke—Algen

0'

10'

20'

30'

0

13,3%

36,0%
66,7%

0

1,4%

4.2%

7,0%

0

10,6%

42,4%

80,2%
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Zeit Stärke—Kernsehwarz Kernschwarz—Stärke Stärke—Algen

40' — 9,9% 95,5%
50' 81,2% — 98,5%
60' 90,7% 15,5% —

90' 93,3% — —

100' — 31,0% —

120' — 47,9% —

150' — 70,5% —

210' — 87,3% —

Der Zeitpunkt, an dem 50 % der Daphnien ihren Darminhalt ausgewechselt
haben, beträgt:

Stärke-Kernschwarz etwa 25 Minuten

Kernschwarz-Stärke 125 Minuten

Stärke-Algen 22 Minuten

Die Untersuchungsmethode geht also von der durch die Experimentalerfah-
rungen bestätigten Voraussetzung aus, daß von den Daphnien beim Fressen kein

Unterschied gemacht wird zwischen Algen, Stärkekörnern und Kernschwarzpar¬
tikeln. Da das System Kernschwarz-Stärke häufig unregelmäßige Resultate er¬

gab, wurde in der Regel eine erste Darmfüllung mit Marantastärke vorgenommen

und diese dann durch Kernschwarz verdrängt. Das System Kernschwarz-Stärke

mußte allerdings in einem Teil der Untersuchungen mit abführenden Stoffen ver¬

wendet werden.

Eine primäre Darmfüllung mit Algen erwies sich als unpraktisch, da das aus

den Zellen herausgelöste Chlorophyll den Darmsaft und die neueintretenden Fut¬

terpartikel grün färbt, was eine Kontrolle der Darmfüllung erschwert und häufige
mikroskopische Beobachtungen nötig macht. Aus prinzipiell demselben Grund

mußte auf die ebenfalls ausprobierte Carminsuspension verzichtet werden.

Wie von E. Naumann (107) beobachtet und von unsern Vorversuchen be¬

stätigt wurde, hat eine Erhöhung der Konzentration des Futters, wenn der Nach¬

schub an den Darm gewährleistet ist, keinen Einfluß mehr auf die Durchgangs¬
geschwindigkeit der Partikel durch den Darm bzw. auf die Geschwindigkeit der

Erneuerung des Darminhaltes. Es wurde deshalb stets eine solche Suspension von
Stärke oder Kernschwarz gewählt, daß die Beobachtung der freischwimmenden

Tiere nicht behindert wurde.

Die Daphnien wurden, wie bereits einmal erwähnt, freischwimmend in 200 cm3

synthetischer Salzlösung beobachtet. Wegen der sehr deutlichen Kontrastfärbung

weiß/schwarz und weil nicht die graduelle Entleerung, sondern der vollständige
Austausch des weißen bzw. schwarzen durch den schwarzen bzw. weißen Darm¬

inhalt beobachtet wurde, konnten die Versuche ohne optische Hilfsmittel durch¬

geführt werden (abgesehen von einzelnen mikroskopischen Kontrollen).
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Um die während der Untersuchungsperiode auftretenden Temperaturschwan¬
kungen * (Die Temperatur schwankte in der Versuchsperiode zwischen 18 und

25° C) sowie andere möglicherweise auftretende Veränderungen (die Versuche er¬

streckten sich über anderthalb Jahre) auszuschalten, wurde stets zu jedem Ver¬

such ein Kontrollversuch mit unbeeinflußten Daphnien gemacht. In beiden Par¬

allelexperimenten wurde dieselbe Zahl von Daphnien verwendet und die beiden

Populationen wurden denselben Manipulationen unterworfen. Um die Wirkung
einer Substanz zu beurteilen, wurde dann der «Mittelwert» der Versuchstiere zu

der der Kontrolltiere in Beziehung gesetzt Mv : Mk = W.

Zu Beginn eines Experimentes wurden die gut ernährten und gleich alten

Versuchs- und Kontrolltiere für 2 Stunden in Stärke- (ausnahmsweise Algen- bzw.

Kernschwarz-) Suspensionen gleicher Konzentration gebracht. In der Salzlösung
der Versuchstiere wurde vor Beschickung mit Daphnien die Versuchssubstanz in

Lösung gebracht.
Nach Ablauf von 2 Stunden wurden die Tiere unter Mitnahme von möglichst

wenig Wasser in Gläser mit Kernschwarz (bzw. Stärke), von gleicher Konzentra¬
tion für beide Tiergruppen, hinüberpipettiert. Das Übertragen geschah mit eini¬

ger Übung innerhalb einer Minute.

Hierauf wurden in gleichen Zeitabständen (meist 5 Minuten) die Tiere mit

durchgehend schwarzem (bzw. weißem) Darm aus den Gläsern herauspipettiert
und ihre Zahl notiert.

2. Das Auswerten der Beobachtungen

Wie bereits aus Vorversuchen ersichtlich wurde, sind die mit obiger Methode erhaltenen

Zahlenwerte nicht symmetrisch um ihren arithmetischen Mittelwert verteilt, eine Erscheinung,
die sehr häufig in biologischem Material wiederkehrt.

Als Illustration diene das in Tabelle 4 dargestellte Zahlenmaterial eines Falles (System
Stärke—Kernschwarz). In Kolonne 3 sind die in jeder Beobachtungsperiode von 5 min gemachten
Zählungen eingetragen. An Hand dieser Zahlen wurde dann der Mittelwert M und die mittlere

Streuung der Einzelwerte a errechnet. Das Zahlenmaterial wurde hierauf auf die Koordinaten der

Gaußschen Fehlerkurve umgerechnet (siehe Fig. 6 Kurve A). Die schon im Zahlenmaterial er¬

sichtliche Asymmetrie ist hier deutlich ausgedrückt : Die Kurve zeigt eine starke negative Schief¬

heit und einen positiven Exzeß ; die Streuung ist demnach größer nach rechts (höhere Zeiten) als

nach links. Nach Charlier (22) ist dies ein Beweis, daß das arithmetische Mittel nicht den Wahr¬

scheinlichsten Wert der untersuchten Eigenschaft ergibt.

* Da die Daphnien poikilotherm sind, ist die Tätigkeit der filtrierenden Kiemenfüsse, des

Mundes und des Darmes stark von der Temperatur abhängig. Veränderungen derselben könnten

ohne Kontrollversuche nur mit Hilfe von Thermostaten ausgeschaltet werden, die uns leider nicht

zur Verfügung standen.
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Figur 6

Verteilung der Beobachtungen bei arithmetischer (A) und bei

logarithmischer Behandlung (B)

f=5'

TABELLE 4

Arithmetische Statistik

Klassen¬ Klassen¬

mitte breite f(x) x x • f(x) x2 f(x)

2,5 0- 5' 26 -1 -26

7,5 5-10' 44 0 0 0 0 0

12,5 10-15' 20 + 1 + 20 20

17,5 15-20' 10 2 20 40

22,5 20-25' 4 3 12 36

27,5 25-30' 2 4 8 32

32,5 30-35' 2 5 10 50

37,5 35-40' 1 6 6 36

42,5 40-45' 1 7 7 47

47,5 45-50' 0 8 0 0

52,5 50-55' 0 9 0 0

57,5 55-60' 1 10 10 100

=111

M = M0 + b

M = 10,5 min

M =10,5 ±8,9 min

I x • f(x)

26 + 93

= +67

389

— .i:x2.f(x) —b2

a = ±8,9

Es mußte deshalb nach einer besseren Darstellung gesucht werden: Vergleiche hierzu Tab. 5.

Nach A. Fleisch und J. Tripod (41) wurde an Stelle der arithmetischen Progression der

x-Werte (Zeitachse) der Logarithmus der x-Werte verwendet. Es wurde eine ansteigende Reihe
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mit Logarithmen mit einem Abstand der Klassenmitten von 0,1 gewählt, da die Werte von log x

und f(x) zugeordnet und die ganze Rechnung auf diese Weise wiederholt. Zum Abschluß wurden

für M und a wieder der Numerus aufgeschlagen. Nun findet die unsymmetrische Verteilung der

Werte um den Mittelpunkt ihren Ausdruck in der Streuung ff. Ermittelt man die Koordinaten der

Gaußschen Fehlerkurve, so ist die negative Schiefheit bis auf eine kleine Abweichung ausgemerzt

(siehe Kurve B in Fig. 6); der positive Exzeß ist ebenfalls verkleinert. Die ungleichmäßige Form
der Fehlerkurve ist durch die relativ geringe Anzahl von Einzelwerten, aus denen sich die Statistik

aufbaut, bedingt.
Auf Grund der Tatsache, daß auch diese Methode eine wenn auch geringe Schiefheit beläßt,

ist zu erwarten, daß eine Progression der x-Werte gefunden werden kann, welche es gestattet,
einen noch wahrscheinlicheren Mittelwert zu errechnen. Es wäre aber damit nicht mehr erreicht.

Die Schiefheit der Kurve A beträgt : -0,342

die Schiefheit der Kurve B beträgt: -0,017

TABELLE 5

Logarithmische Statistik

x • f(x) x2 • f(x)

104 416

0 0

0 0

0 0

0+0 0

20 20

0 0

42 126

8 32

10 50

12 72

7 49

0 0

• 104 + 99 765

1= -5

Klassenmitte Klassenbreite f(x)

0,5495 0,500-0,599 -

0,6495 0,600-0,699 26

0,7495 0,700-0,799 0

0,8495 0,800-0,899 0

0,9495 0,900-0,999 0

1,0495 1.000-1,099 44

1,1495 1,100-1,199 20

1,2495 1,200-1,299 0

1,3495 1,300-1,399 14

1,4495 1,400-1,499 2

1,5495 1,500-1,599 2

1,6495 1,600-1,699 2

1,7495 1,700-1,799 1

1,8495 1,800-1,899 0

w = 0,1 n= 111

M 11 1
+9'2 •

M = 11,1 r q
min

Da in der Regel pro Versuch nicht wie in der soeben besprochenen Statistik

über 100, sondern nur 30 bis 50 Beobachtungen gemacht wurden und weil manche

Tiere bis zu 24 Stunden und länger ihren Darminhalt nicht auswechselten, wurde

versucht, die Gewinnung eines «Mittelwertes» auf einem andern Wege durchzu¬

führen. Statt des Mittelwertes einer Population wurde als Kriterium der Zeit¬

punkt der größten Häufung der Beobachtungen, T50, gewählt. Es wurde ein ein¬

faches Verfahren verwendet, das gestattet, T50 schnell zu ermitteln.

Die Methode besteht darin, daß aus den Einzelwerten f (x), ausgedrückt in

Prozent der Gesamtzahl der im Versuch eingesetzten Daphnien, eine Summations-

kurve erstellt wird ; statt einer normalen Häufigkeitskurve wird dadurch eine in-
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tegrierte Häufigkeitskurve erhalten, die Zeitwirkungskurve. Als Abszisse wird die

Zeit eingesetzt, als Ordinate die Summe der zu jedem Zeitpunkt ermittelten Pro¬

zentzahl der Daphnien mit schwarzem Darminhalt. Am Ort der größten Häufig¬
keit ist diese Kurve am steilsten.

Der Wert T60 kann dann einfach durch Projektion des Schnittpunktes der

Kurve mit der 50- %-Linie auf die Zeitachse abgelesen werden. In Tabelle 6 ist

dies am selben Zahlenmaterial durchgeführt, das zur Aufstellung der Tabellen 4

und 5 diente; in Fig. 7 sind eine Kurve A mit der prozentualen Häufigkeit und

eine Kurve B mit der integrierten Häufigkeit dargestellt.

TABELLE 6

Die Häufigkeit und Summenhäufigkeit zur graphischen Auswertung

Zeit f(x) f(x)% Zf(x) Zf(x)%

0

23,4

63,1

81,1

90,1

93,7

95,5

97,3

98,2

99,1

99,1

99,1

100,0

Vergleich der nach den drei Rechnungsverfahren ermittelten Resultate :

arithmetisches Mittel

geometrisches Mittel

graphisches Verfahren

Die beiden auf rechnerischem Wege erhaltenen Werte geben den MittelwertM

sämtlicher Einzelbeobachtungen an, wobei gezeigt wurde, daß keine der beiden

Methoden zum wahrscheinlichsten Mittelwert führt. Ein praktischer Nachteil die¬

ser beiden Verfahren besteht darin, daß bei extremer Asymmetrie der Versuch

unter Umständen bis 24 Stunden und länger dauert, bis sämtliche eingesetzten
Tiere reagiert haben, da sonst der Sinn des Mittelwertes illusorisch wird.

Der auf graphischem Weg ermittelte Wert T50 befriedigt am ehesten, da er

eindeutig den Zeitpunkt der größten Häufung der Einzelbeobachtungen erfaßt.

Da als Grundlage der Berechnung die Gesamtzahl der im Versuch eingesetzten

0 0

5 26

10 44

15 20

20 10

25 4

30 2

35 2

40 1

45 1

50 0

55 0

60 1

0 0

23,4 26

39,7 70

18 90

9 100

3,6 104

1,8 106

1,8 108

0,9 109

0,9 110

0 110

0 110

0,9 111

M = 10,5 ± 8,9 Minuten

M =

+ 9,2 Minuten
'
— 5,0 Minuten

T50 = 8 Minuten

79



—
x

30 <>0

A Häufigkeits- und B Summenhäufigkeitskurve

Tiere gilt, kann T50 bei extremer Asymmetrie ermittelt werden, bevor alle Tiere

das untersuchte Merkmal zeigen bzw. auch wenn nicht alle Tiere reagieren.
Aus diesem Grunde sind alle Resultate der nun folgenden Untersuchungen

auf graphischem Wege bestimmt worden.

C. Resultate

1. Tätigkeit des unbeeinflußten Darmes

Wie bereits im Allgemeinen Teil (S. 15) ausführlich berichtet wurde, ist die

Darmperistaltik der Daphnien ein komplizierter Vorgang.
Die im Vorderarm zu beobachtende Peristaltik ist selten schwach, sondern

häufig so stark ausgeprägt, daß der Darm als Ganzes in der Leibeshöhle bewegt
wird; an dieser Tätigkeit nehmen auch in gewissen Abständen die Leberhörnchen

teil, indem sie ausgeprägte, saugende Bewegungen durchführen. Im Gegensatz
dazu steht die sehr wenig ausgeprägte Peristaltik des Mittel- und Enddarmes,
welche nur von Zeit zu Zeit durch tiefschneidende Kontraktionswellen unter¬

stützt wird.

Nach dem Eintritt des Futters in den Vorderdarm wird dieses nach hinten bis zum Mittel¬

darm verfrachtet, wo vermutlich die Verdauung stattfindet. Nach kurzer Zeit jedoch wird der

grössere Teil der Partikel (Verdautes und Unverdautes) wieder nach vorn gebracht, wo in den

Leberhörnchen und deren nächsten Umgebung eine intensive Resorption speziell der fettlös¬

lichen Substanzen stattfindet. Ein Teil des Futterbreis wandert aber nicht nach vorn, sondern

gelangt mit bereits verwertetem Futter in diejenige Partie des Mitteldarmes, wo eine Eindickung
des Darminhaltes stattfindet.
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Der nach dem Vorderdarm transportierte Futterbrei trifft hier mit neu aufgenommenem
Futter zusammen. Mit diesem noch unverdautem Futter wandert nun das zum Teil ausgewertete
zum Teil unauswertbare Futter wieder zurück zum Mitteldarm. Hier trennt sich wiederum eine

Portion des Futterbreis vom ersten Schub sowie der Futterpartikel des zweiten Schubes ab, um

im Mitteldarm eingedickt und als Kotballen zum Anus getrieben zu werden. Ein einzelnes Par¬

tikel, z. B. ein Stärkekorn, kann den beschriebenen Kreislauf unter Umständen bis zu lOmal

wiederholen, bevor es in den Mitteldarm eintritt.

Die Bewegung des Darminhaltes vom Mitteldarm bis zum Anus erfolgt nach dem oben über

die Peristaltik Ausgesagten sehr ruhig und gleichmässig.

Die Peristaltik des Daphniendarmes zeigt hin und wieder Störungen, die in

der Regel zum Tod des Tieres führen: Es wurden verschiedene Fälle (etwa 20)
beobachtet, bei denen am scheinbar gesunden Tier die Peristaltik des Mittel- und

Enddarmes völlig sistierte. Dies muß vermutlich auf eine stark ausgeprägte

Tonuserhöhung der Darmmuskulatur zurückgeführt werden: Der Darmquer¬
schnitt war bis auf einen kleinen Rest zusammengezogen, die sonst eher flachen

Darmwandzellen hatten eine hohe Gestalt angenommen und das Darmrohr zeigte
an verschiedenen Stellen Einschnürungen. Im Gegensatz zum vollständig ent¬

leerten Mittel- und Enddarm war die Peristaltik im Vorderdarm sehr rege. Da eben¬

falls die Freßtätigkeit unvermindert war, wurde der Vorderdarm, mit Ausnahme

der Leberhörnchen, mit Algen gefüllt. Diese zeigten eine an der Grenze zum Mit¬

teldarm beginnende Schwarzfärbung, welche langsam auch auf die davor liegen¬
den Zellen übergriff. (Bei dieser Algendichte fand keine Durchmischung des Darm¬

inhaltes mehr statt.) Dann wurde der Vorderdarm, der stark aufgetrieben war,

vollständig schwarz. Einige Stunden später starb das Tier. Die ganze Entwicklung
nahm nicht mehr als etwa 24 Stunden in Anspruch, und es wurden keine Tiere

gefunden, die sich von dieser Krankheit erholten.

Es konnte nur ein einziges Mal eine Daphnie gefunden werden, welche eine

Vorderdarmstörung aufwies. Diese Störungbestand in einer sehr starken Peristaltik-

tätigkeit, welche in Form von Kontraktionswellen zwischen der Grenze zum

Mitteldarm und der Höhe der Leberhörnchen entstanden. Der Darm zeigte eine

normale Füllung. Das Tier überlebte den mehrere Stunden dauernden Anfall.

Die Darmtätigkeit der Daphnien ist innerhalb großer Zeitspannen starken

Veränderungen unterworfen; diese Veränderungen äußerten sich bei der ange¬

wandten Beobachtungstechnik in der Variation der ermittelten Werte T50. Ohne

daß an den Tieren eine Veränderung der Vitalität beobachtet werden konnte,

schwankten die Werte von T60 bei den Systemen Algen-Kernschwarz und Stärke-

Kernschwarz zwischen etwa 3 Minuten und über 40 Minuten. Ungefähr 50 % sämt¬

licher Beobachtungen ergaben für TB0 eine Zeit unter 15 Minuten, weitere 25 %
der Werte liegen zwischen 15 und 30 Minuten; die restlichen 25 % sind Werte zwi¬

schen 30 und 48 Minuten.

Die Verschiebung nach höheren Werten über eine so ausgedehnte Variations¬

breite können nicht mit Temperaturschwankungen korreliert werden : Sie traten

im Frühjahr und Sommer 1949, im Winter 1949/50 und im Frühjahr 1950 auf.

Anderseits konnten Beobachtungen gemacht werden, welche eine Beziehung
zwischen Temperatur und T50 zeigten, etwas, das auf Grund der poikilothermen
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Figur 8

Ts„

20'

10

20 22 24

Abhängigkeit der Darmtätigkeit von der Temperatur

26» C

Natur der Daphnien zu erwarten ist (vgl. Fig. 8). Der Temperaturkoeffizient Q10

beträgt für T50 zwischen 18 und 26° C Q10 = 0,11. Da T50 ein Reziprokes der Ge¬

schwindigkeit, mit der die Marantastärke durch Kernschwarz im Daphniendarm
ersetzt wird, ist, hat die Darmtätigkeit zwischen 18 und 26° C einen Temperatur¬
koeffizienten von

Q10 = 8,96 (18-26° C)

Dies ist ein relativ hoher Temperaturkoeffizient ; in der Regel findet man für die

mechanische Tätigkeit von Muskeln Q10-Werte von 2-A.

Es ist klar, dass nicht nur die Darmperistaltik, sondern auch die Freßtätigkeit und die Ak¬

tivität der Kiemenfüße mit zunehmender Temparatur erhöht wird. Trotzdem ist als sicher zu

betrachten, daß das mit Hilfe von T50 gemessene Qio sich nur auf die Peristaltik bezieht. Es ist

nicht damit zu rechnen, daß der Darminhalt infolge erhöhter Freßgeschwindigkeit vom Mund

her durch den Darm hindurch gestoßen wird, bzw. daß der Nachschub des Futters mit einem

Qio erfolgt das grösser ist, als dasjenige der Darmperistaltik.

2. Der Einfluß von Oxyanthrachinonderivaten auf die Darmtätigkeit

Eine zweistündige Einwirkung von Aloë, Extractum Aloës, Sennosid A und

Sennosid B ergab keine Beschleunigung der Darmtätigkeit.
Es wurden folgende Höchstkonzentrationen geprüft :

Aloë : 1 % Auszug * Sennosid A : 25 mg %
Extractum Aloës : 0,3 % Auszug Sennosid B : 12,5 mg %

* *

Die Versuche wurden zuerst mit dem System Stärke—Kernschwarz durch¬

geführt ; da aber bei niedern T50-Werten eine eventuell weitere Herabsetzung der

*) A. Viehoever (168) arbeitete hauptsächlich mit 0,05% Auszug, maximal 2%.
**) Gewicht Substanz pro Volumen Wasser.
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Werte nur schlecht hätte kontrolliert werden können, wurde auf diese Methode

verzichtet. An ihrer Stelle wurde das System Kernschwarz-Stärke gewählt, wel¬

ches, wie im Abschnitt über Methodisches dargelegt, höhere T50-Werte ergibt.

2.1 Aloë erwies sich auch bei einer Lösung von 1 % bei zweistündiger Ein¬

wirkung als nicht toxisch. Erst bei mehrstündigem Aufenthalt in der Lösung zeig¬
ten die Tiere Bodensucht und Müdigkeit der Bewegungen. Eine Anregung der

Darmtätigkeit konnte nie festgestellt werden.

2.2 Extractum Aloës zeigte bereits nach zwei Stunden Einwirkungszeit
einer 0,3 %igen Lösung die soeben erwähnten toxischen Erscheinungen; die Tiere

waren auffallend müde und bewegten sich stets in Bodennähe, häufig in anormaler

Stellung, Kopf nach unten.

Bereits verdünntere Lösungen, zum Beispiel 0,1 %, verursachten aber Stö¬

rungen der Futteraufnahme; die Daphnien fraßen teilweise nur noch, bis der

Darm etwa ein Drittel voll war, dann hörten die Mandibeln auf, regelmäßig zu

mahlen und die sonst kontinuierlichen Schluckbewegungen des Oesophagus wur¬

den unregelmäßig; die Folge war, daß kein Futter mehr in den Darm gelangte,
dessen Peristaltik jedoch unverändert schien.

2.3 Sennoside A und B, einzeln und in Kombination gegeben, verursach¬

ten ebenfalls keine Wirkung.
Auch nach mehrstündiger Einwirkung der höchsten verwendeten Konzen-

1.6 --

1.4 --

1.2 --

0,8--

0,6-0

Fiirur <>

Seiinosid A

Sennobid ß

H 1 h H 1 1 1 h

3 5 7 9 11

Die Darmwirkung der Sennoside A und B

13 mg %
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tration, 25 mg % Sennosid A bzw. 12,5 mg % B *, konnten keine toxischen Neben¬

erscheinungen beobachtet werden.

Die Resultate einiger zeitlich nahe beieinander liegender Versuche über die Darmwirkung
der Sennoside sind in Figur 9 dargestellt. Angegeben ist als Ordinate das Verhältnis T60 der Ver¬

suchspopulation zu T5o der Kontrollen. Werte über 1 bedeuten demnach Verlangsamung der

Darmmotilität, Werte unter 1 Erhöhung derselben.

In zwei Fällen wurden 45 bzw. 30 % der Versuchstiere bei Konzentrationen

von 2,5 mg % bzw. 7,5 mg % Sennosid A von einem länger dauernden Darmblock

betroffen. Die Peristaltik des Vorderdarmes blieb dabei unverändert, diejenige
der übrigen Darmabschnitte sistierte vollständig. Am nächsten Tag wurden die

in je eine Gruppe für Normale und Veränderte eingeteilten Tiere mit Hilfe der bei¬

den Systeme Algen-Kernschwarz und Kernschwarz-Stärke miteinander vergli¬
chen. Beide Gruppen verhielten sich im Doppelversuch vollständig gleichartig.
Die Ursache der Peristaltiksistierung ist unerklärlich. Interessant ist in diesem

Zusammenhang, daß der Vorderdarm sich wiederum vollständig anders verhielt

als die übrigen Darmabschnitte.

Zusammenfassung und Diskussion

Die angeführten Versuche mit Oxyanthrachinonderivaten, welche alle mit

einheitlicher Versuchstechnik durchgeführt worden waren, lassen keine Wirkung
dieser Substanzen am Daphniendarm erkennen. Es ist vielmehr aus den Ergeb¬
nissen der Schluß zu ziehen, daß der Daphniendarm auf Oxyanthrachinonderivate
nicht spezifisch reagieren kann.

Was die von A. Viehoever (168) beobachtete, abführende Wirkung von Aloë

anbetrifft, kann diese infolge fehlender Kontrollversuche aus der natürlichen

Streuung der Versuchstiere herausgelesen worden sein; die abführende Wirkung
kann aber auch bei hohen Konzentrationen durch Spasmen der Darmmuskulatur,

welche den Darm entleerten, vorgetäuscht worden sein. In diesem Zusammen¬

hang sei auch darauf hingewiesen, daß A. Viehoever mit seinen Versuchen nach¬

gewiesen zu haben glaubt, daß nicht Aloin für die laxierende Wirkung, sondern

die darin enthaltenen Harze für die laxierende Wirkung verantwortlich seien.

Die vorgelegten Untersuchungen lassen keine Beurteilung der von F. E.

Koch (77) berichteten Experimente mit Sennesblätterextrakten zu. Es ist sehr

wohl möglich, daß die von ihm beobachtete laxierende Wirkung durch Begleit¬
stoffe verursacht worden sind. Damit im Zusammenhang steht vielleicht ebenfalls

die Beobachtung, daß beim Nachfermentieren der Sennesblätter sowohl die to¬

xische als auch die laxative Wirkung herabgesetzt wird.

Auch von methodischer Seite müssen die Resultate von A. Viehoever und

F. E. Koch kritisch aufgefaßt werden: Beide Autoren bringen Daphnien mit ge¬

fülltem Darm mit der reinen Versuchslösung in Berührung. Die Tiere müssen also

das Abführmittel trinken. Da aber nur im Vorderdarm eine Durchmischung des

dort lockereren Darminhaltes mit neu eintretendem Material stattfindet, im Mit-

* Als durchschnittlich wirksame Dosis verwendet man beim Menschen 24 mg der Senno¬

side A und B 1:1 (104).
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tel- und Enddarm aber nicht mehr, so muß die Erklärung der nun sofort einset¬

zenden Wirkung des Abführmittels, welche durch Anregung der Mittel- und End-

darmperistaltik Zustandekommen muß, eine unbekannte «Fern»Wirkung der in

den Vorderdarm aufgenommenen Substanz angenommen werden.

Sollte wirklich auf diese Weise eine spezifisch abführende Wirkung der Dro¬

gen festgestellt werden können, so müßte diese Wirkung noch klarer hervortreten

unter den Versuchsbedingungen, wie sie den longispina-Tieren geboten wurden,
da hier die Daphnien das Laxativum während zwei Stunden in ihren Darm auf¬

nehmen konnten und infolgedessen zur Zeit des Versuchsbeginns die ganze Darm¬

schleimhaut mit der betreffenden Substanz in Berührung gebracht worden war.

Es muß deshalb aus den Versuchen abgeleitet werden, daß die Daphnien zur

Prüfung der spezifischen Abführwirkung der oxyanthrachinonhaltigen Drogen
nicht geeignet sind.

3 Die Wirkung von Opiumalkaloiden auf die Darmtätigkeit

Die Versuche wurden einheitlich mit dem System Marantastärke-Kern-

schwarz durchgeführt.

3,1 Die Wirkung von Opial

Opial wurde in Konzentrationen von 0,25-12 mg % an Daphnien geprüft.
Es war stets eine Erhöhung der T50-Werte gegenüber derjenigen der Kontrolltiere

zu beobachten, das heißt eine Verlangsamung der Darmtätigkeit trat ein.

In der Regel wurden die Versuchstiere gleichmäßig von der Alkaloidwirkung
betroffen, so daß die prozentuale Summenhäufigkeitskurve gegenüber derjenigen
der Kontrollpopulation eine geringere maximale Steigung aufwies. In zwei Fällen

jedoch wurden bei mittlerer Opialkonzentration (6 mg%) etwa 50% bzw. 25%
der Versuchstiere von einem länger währenden Peristaltikblock betroffen, so daß

an Stelle der normalen Häufigkeitskurve eine zweigipflige Kurve resultierte, die

Summenhäufigkeitskurve also eine Terrasse aufwies.

Die mikroskopische Kontrolle solcher Daphnien zeigte, daß wiederum die

Peristaltik des Vorderdarmes unbeeinflußt war, diejenige der übrigen Darm¬

abschnitte aber vollständig aufgehoben war. Die betroffenen Tiere zeigten einen

prall mit Kernschwarz gefüllten Vorderdarm und einen mehr oder weniger stark

mit Stärke gefüllten Mittel- und Enddarm. Da zwei gleiche Fälle bei den Versu¬

chen mit Sennosid A beobachtet worden waren und die neue Störung wegen ihres

unerwarteten Auftretens und spurlosen Verschwindens ebenfalls nicht auf Ver¬

suchsbedingungen zurückgeführt werden konnte, wurde diese seltene Erscheinung
als eine nervöse Störung der normalen Darmtätigkeit betrachtet.

Beide Störungen, diejenige aus der Sennosid-Versuchsreihe und diejenige aus

der Opialversuchsreihe, unterschieden sich von der bei Normaltieren beobachteten

Störung der Darmtätigkeit nur quantitativ. In jenem Fall handelte es sich um

eine anhaltende Störung, welche den Tod des Tieres herbeiführte, in diesem Fall

aber um eine vorübergehende Störung.
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In dem verwendeten Konzentrationsbereich konnte eine Proportionalität
zwischen Konzentration und Wirkung beobachtet werden; bei Konzentrationen

über 6 mg % wurden aber sehr unregelmäßige Resultate erhalten. Da die Streuung
der erhaltenen Werte beträchtlich ist, wurde die in Fig. 10 eingetragene Kurve

nicht berechnet. Aus den angegebenen Punkten und dem allgemeinen Kurvenver¬

lauf geht aber hervor, daß bei etwa 0,5 mg % bei zwei Stunden Einwirkungszeit
die untere Empfindlichkeitsgrenze des Daphniendarmes gegenüber Opial liegt.

Am Ende der Untersuchungsperiode wurde unter sonst gleichen Bedingungen
eine Versuchsserie mit einer neu erworbenen reinen Linie von D. longispina aus

dem Zürichsee durchgeführt. Diese neue Linie erwies sich als bedeutend weniger

empfindlich. Erst Konzentrationen zwischen 2 und 3 mg % vermochten die

Darmtätigkeit der Daphnien zu verlangsamen.

3,2 Die Wirkung von Morphin

Morphin wurde in Konzentrationen von 2 mg% bis 10 mg % untersucht. Die

DarmWirkung dieser Menge erwies sich als sehr unregelmäßig; es konnte keine

Proportionalität zwischen Konzentration und Wirkung festgestellt werden. Die

stärkste Wirkung wurde bei 3 mg % beobachtet mit einer Erhöhung des Wer¬

tes T50 um 1,4.

3,3 Die Wirkung von Papaverin

Das Papaverin wurde in Konzentrationen von 0,01 bis 3,25 mg % untersucht.

Der Daphniendarm reagiert auf dieses Alkaloid sehr empfindlich : Die Empfind¬
lichkeitsgrenze liegt zwischen 0,3 jug/cm3 und 0,1 /«g/cm3 *.

* Die Empfindlichkeit gegenüber Papaverin ist von derselben Größe wie gegenüber 1-Adre-

nalin, welches unterhalb 0,3 p.g/cm3 (10—6 mol) die Darmtätigkeit noch zu verlangsamen ver¬

mag (43).
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Wie aus den in Fig. 11 dargestellten Resultaten hervorgeht, entspricht die

Beziehung zwischen Darmtätigkeit und log Dosis einer Hyperbelfunktion, doch

kann der Bereich von 0,01—0,5 mg % als linear angenommen werden. Konzen¬

trationen über 3 mg % verursachen eine so starke Einschränkung der Darmmotili¬

tät, daß die Versuche aus praktischen Gründen nicht in noch höhere Konzentra¬

tionsbereiche geführt werden konnten.

Zusammenfassung und Diskussion

Die Versuche mit Opiumalkaloiden ergeben, daß das synthetische Gemisch

der Gesamtalkaloide, Opial, sowie das Einzelalkaloid Papaverin eine deutliche

Verlangsamung der Darmtätigkeit verursachen. Die Versuche mit Morphin er¬

gaben unklare Resultate, da der Daphniendarm außerordentlich unempfindlich
gegenüber diesem Alkaloid zu sein scheint, doch ist nach den Versuchsergebnissen
eine ebenfalls verlangsamende Wirkung anzunehmen.

Ein Vergleich der Wirkung der Gesamtalkaloide, Morphin und Papaverin
untereinander, ergibt:

Für die Wirkung der Gesamtalkaloide des Opiums kann nicht, wie bei den

Wirbeltieren wenigstens zum überwiegenden Teil, das Morphin verantwortlich

gemacht werden. Die Wirkung der Gesamtalkaloide ist aber ebenfalls nicht durch

das darin enthaltene Papaverin allein bedingt; dies ist aus einem Vergleich der

beiden Kurven 10 und 11 zu ersehen (vgl. Fig. 12):

W
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Die Darmwirkung des Papaverins
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Figur 12

Der Einfluß von Opiumalkaloiden auf die Darmtätigkeit
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Zur Darstellung der Darmwirksamkeit der untersuchten Substanzen war aus praktischen
Gründen der Wert T50, bzw. das Verhältnis T60 aus Versuch zu T50 aus Kontrolle verwendet

worden. Da dieser Wert, wie schon auf Seite 82 erwähnt, ein Reziprokes der Darmmotilität dar¬

stellt (zunehmende Motilität - abnehmendes T50, also y = 1/x... Hyperbel), können die in Figur 10

und 11 dargestellten Beziehungen linear gestaltet werden, wenn die betreffenden Y-Werte noch ein¬

mal reziprok genommen werden (1/y=x). Dies wurde für die Punkte der Figuren 10 und 11 durch¬

geführt, wobei die Versuche ohne beobachtete Wirkung weggelassen wurden. Gleichzeitig wurden
die Dosiswerte des Papaverins entsprechend dem Anteil im Opial (4%) mit 25 multipliziert; die

Papaverinkurve in Fig. 12 ergibt somit die zu erwartende Wirkung mit Opial, wenn dessen Wir¬

kung allein durch das Papaverin bedingt würde.

Es zeigt sich, daß die Papaverinkurve bedeutend weniger steil verläuft als

diejenige für Opial. Die Opialwirkung am Daphniendarm ist also größer, als nach

seinem Gehalt an Papaverin zu erwarten ist.

Die Divergenz der beiden Geraden ist so deutlich, daß die Annahme als ge¬

sichert erscheinen muß, wonach die Wirkung des Alkaloidgemisches Opial nur

zum Teil auf seinen Gehalt an Papaverin zurückzuführen ist.

Wie bereits im Abschnitt über Untersuchungsmaterial erwähnt wurde, wirkt

Morphin peripher durch Tonuserhöhung der glatten Muskulatur, Papaverin da¬

gegen durch Tonuserniedrigung. Die beiden Alkaloide wirken also gegensinnig.
Da der Daphniendarm äußerst empfindlich ist für Papaverin, dagegen eine Mor¬

phinwirkung nicht sicher nachgewiesen werden konnte und nach den gemachten
Erfahrungen sehr klein sein müßte, muß ein anderes Alkaloid oder vielleicht die

Gesamtheit der nicht untersuchten Alkaloide für die obstipierende Wirkung des

Opials verantwortlich gemacht werden*.

* Es war aus zeitlichen Gründen nicht möglich, diese Frage weiter zu verfolgen, bzw. die

nicht erwähnten Opiumkaloide auf ihre Wirkung am Daphniendarm zu prüfen.
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Die große Papaverinempfindlichkeit und ausgesprochene Morphinunempfind-
lichkeit stellt eine neue Eigenart vor, die den Daphniendarm von demjenigen der

höheren Wirbeltiere nicht nur in quantitativer, sondern auch in qualitativer Hin¬

sicht unterscheidet.

D. Versuch, die Verwendbarkeit der Daphnien als

pharmakologisches Testobjekt zu beurteilen

Um als pharmakologisches Testobjekt Verwendung zu finden, müssen die

Daphnien folgende Bedingungen erfüllen:

1. Es muß auf Einwirkung einer bestimmten Substanz eine spezifische Reaktion

erfolgen.

2. Diese spezifische Reaktion muß übereinstimmen mit der beim Wirbeltier ge¬

fundenen Reaktion.

3. Es muß eine Beziehung zwischen Dosis und Wirkung vorhanden sein, welche

nicht durch andere als physiologische Gegebenheiten bestimmt wird.

4. Diese Beziehung muß weitgehend mit der bei höheren Wirbeltieren gefun¬
denen Beziehung zwischen Dosis und Wirkung übereinstimmen, das heißt

es sollte Parallelität der Reaktionsweise vorhanden sein.

5. Die Daphnien müssen in methodischer Hinsicht (Züchtung, Handhabung)

gegenüber den eingeführten Testobjekten Vorteile bieten.

ad 1. Von R. Jaretzky und J. Simon (72a) wurde gezeigt, daß in gewissen
Fällen bei der Prüfung herzaktiver Glykoside der Herztod durch unspezifische
Gifte hervorgerufen wird. A.E.Meyer und J. Greenberg (101) zeigten, daß Vera¬

trum-Alkaloide keine spezifische Reaktion am Daphnienherz erzeugen bzw. daß

die Empfindlichkeit der Daphnien zu gering ist.

In den besprochenen eigenen Versuchen konnte nachgewiesen werden, daß

der Daphniendarm auf Oxyanthrachinonderivate keine spezifische Reaktion

ergibt.

ad 2. Von T. Sollmann und W. Webb (151) und A. E. Meyer und J. Green¬

berg (101) konnte nachgewiesen werden, daß das Herz der Daphnien auf herz¬

aktive Stoffe nicht dieselben spezifischen Reaktionen zeigt wie das Wirbeltierherz.

Wie in den besprochenen eigenen Untersuchungen und bei T. Sollmann und

W. Webb (151) gezeigt wird, bestehen zwischen den spezifischen Reaktionen des

Daphniendarmes und des Wirbeltierdarmes gegenüber Oxyanthrachinonderiva-
ten, Opiumalkaloiden und Hormonen wesentliche Unterschiede.

ad 3. R. 0. Craw und A. E. Treloar (27) berichten über das Aufstellen einer

Dosiswirkungskurve für Veratrumextrakte. Hierzu ist die Bemerkung L. Lendle's

(86) zu wiederholen, daß die Wirkung solcher Substanzen an Daphnien durch deren

Diffusionsgeschwindigkeit durch die Körpermembran bestimmt wird und daß
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deshalb in einem Gemisch nicht nur die relativen Wirksamkeiten, sondern auch

die relativen Diffusionsgeschwindigkeiten der einzelnen Komponenten für die Ge-

samtwirkung verantwortlich sind. Es muß auch darauf aufmerksam gemacht
werden, daß die Körpermembran kurz vor einer Häutung doppelt so dick ist wie

gerade nach einer solchen, daß also der Diffusionswiderstand großen Schwankun¬

gen unterworfen ist.

Auf Grund des bereits über Laxantien Gesagten erübrigt sich eine weitere Be¬

merkung über die Oxyanthrachinonwirkung am Darm.

ad 4. A. Viehoever (184, 187) fand bei Digitalisglykosiden keine Beziehung
zwischen Dosis und Wirkung, welche mit der bei Wirbeltieren gefundenen Bezie¬

hung vergleichbar ist. R. 0. Craw und A. E. Treloar (27) glauben hingegen eine

solche für die Wirkung der Veratrumalkaloide gefunden zu haben. Aus dem Vor¬

hergesagten ist aber eine solche Übereinstimmung als sehr zweifelhaft anzusehen.

ad 5. Die Daphnien bieten gegenüber allen bekannten Testobjekten des Tier¬

reiches einen großen Vorteil in methodischer Hinsicht. Sie können ohne besondere

Mühe in großer, genotypisch identischer Menge gezüchtet werden und zu den Ver¬

suchen angesetzt werden; ihre Durchsichtigkeit gestattet es, ihre Organe am in¬

takten Körper in voller Funktion zu kontrollieren. Da sie poikilotherm sind, ist

es möglich, an Daphnien die pharmakologische Wirkung eines Stoffes innerhalb

eines relativ großen Temperaturbereiches zu studieren, was für das Verständnis

des Wirkungsmechanismus eines Pharmakons von großer Bedeutung ist.

Die Daphnien zeigen aber ebenfalls große methodologische Nachteile. Da sie

wasserlebende, kleine Organismen sind, müssen sie in der zu untersuchenden

Substanzlösung «gebadet» werden. Infolgedessen werden bei solchen Untersu¬

chungen schwer zu lösende Dosierungsprobleme aufgeworfen. Die fragliche. Sub¬

stanz kann also nicht in bestimmten Mengen appliziert werden, sondern sie muß

von den Daphnien geschluckt werden oder durch die Körperwand diffundieren.

Da die Daphnien zwar poikilotherm sind, aber Temperaturen über etwa 30° C

nicht ohne Schädigung ertragen, können die pharmakologischen Tests nicht bei

der für die Pharmakologie interessantesten Temperatur von etwa 37° C durch¬

geführt werden.

Da, wie aus den verschiedenen Untersuchungen hervorgeht, die Physiologie
und Pharmakologie der Daphnien in wesentlichen Punkten, in unserem Fall Herz-

und Darmtätigkeit, von der der höheren Wirbeltiere verschieden ist, muß die Ver¬

wendbarkeit der Daphnien für die pharmakologische Prüfung herz- und darm¬

aktiver Drogen verneint werden.

£. Zusammenfassung

Als Versuchstiere wurden die parthenogenetischen Nachkommen einer aus

dem Zürichsee stammenden Daphnia longispina 0. F. Müller verwendet.
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1. Um die Versuche mit Daphnien unabhängig von chemischen und physika¬
lischen Schwankungen natürlichen Teich- oder Aquarienwassers zu machen und

um bei physiologischen und pharmakologischen Untersuchungen bessere Kon¬

trollmöglichkeiten zu haben, wurde eine synthetische Versuchslösung entwickelt.

Es wurde gezeigt, daß Daphnia longispina in diesem synthetischen Milieu ebenso

gut gedeiht wie in einem natürlichen Milieu.

2. Um die Lebensbedingungen der Daphnien in den verschiedenen Versuchen

beurteilen zu können, wurde teils die in der Human-Statistik angewandte Metho¬

dik benützt : Als Kriterien wurden verwendet die berechnete und die aktuelle Zeit

bis zum Absterben von 50 % der Population, die berechnete und aktuelle Zeit bis

zum Absterben von 75 % der Population sowie das höchste in der Population be¬

obachtete Alter. Als weitere Kriterien wurde das Alter der Tiere zur Zeit des

ersten Wurfes, des letzten Wurfes und die Vermehrungsrate verwendet.

3. Es wurde gezeigt, daß die von verschiedenen Autoren verwendete Hefe¬

ernährung für die Daphnien nicht vollwertig ist und daß dies nicht auf einen Man¬

gel an Vitamin E allein zurückzuführen ist.

4. Versuche mitVitamin E ergaben, daßim Gegensatz zu den Befundenanderer

Autoren (180) dieses Vitamin keine die Ovarien stimulierende Wirkung ausübt.

5. Versuche mit künstlicher Nahrung (Stärke und Casein) und Vitaminzusät¬

zen zeigten, daß die Daphnien auf äußere Zufuhr der Vitamine Bx, B2, E und

Cholin angewiesen sind.

6. Um die Darmtätigkeit der Daphnien beurteilen zu können, wurde die zur

Erneuerung des Darminhaltes benötigte Zeit verwendet. Dazu wurden zwei Kon¬

trastmittel benützt : Stärke und Kernschwarz. Als Kriterium wurde die Zeit ge¬

nommen, welche von 50 % einer Population benötigt wurde, um ihren Darm¬

inhalt (zum Beispiel Stärke) durch einen andern Stoff (zum Beispiel Kernschwarz)
zu erneuern. Zur Beurteilung eines Pharmakons wurde das Verhältnis dieser Zei¬

ten aus Versuch und Kontrolle gebildet.

7. Ausgedehnte Untersuchungen mit Oxyanthrachinonderivaten ergaben,
daß der Daphniendarm auf diese Körperklasse nicht reagiert und daß die posi¬
tiven Ergebnisse anderer Autoren wahrscheinlich entweder auf mangelhafte Ver¬

suchstechnik oder auf unspezifische Wirkung von Begleitsubstanzen zurück¬

geführt werden müssen.

8. Beobachtungen über die Darmwirkung von Opiumalkaloiden ergaben eine

beinahe fehlende Empfindlichkeit gegenüber Morphin einerseits, aber eine außer¬

ordentliche Empfindlichkeit gegenüber Papaverin anderseits. Die Wirkung der

Gesamtalkaloide des Opiums am Daphniendarm ist aber nur zum Teil durch ihren

Gehalt an Papaverin zu erklären.

9. Eine Analyse unserer Versuchsresultate ergibt, daß die Daphnien für die

pharmakologische Prüfung herzaktiver und laxativer Drogen ungeeignet sind.
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