
herzustellen. Der Kunst des Chemikers wird es gelingen, den 
Verzweigungsgrad immer mehr zuriickzudringen. Es bedeutet 
einen groRen Fortschritt, daB wir jetzt eine schnell arbeitende 
MeDmethode besitzen, die uns von der reinen Empirie erldst. Wir 
sind der Ansicht, daB der hochmolekulare, unverzweigte Buta- 
dien-Kautschuk ein hoheres gummitechnisches Niveau haupt- 
sachlich im eIastischen Verhalten haben wird. 

Die Mischpolymerisation mit Vinyl-Verbindungen kann man 
vielleicht als Verlegenheitslosung in der angestrebten Richtung 
betrachten, sofern man nicht durch den Einbau der Vinyl-Ver- 
bindungen spezielle Eigenschaften, wie z. B. Olfestigkeit und der- 
gleichen, anstrebt. Die Verminderung der Menge der Vinyl-Ver- 
bindung hebt die elastischen Eigenschaften des Polymerisats. 
Im Sinne dieser Arbeitsrichtung war es uns moglich, Misch- 
polymerisate mit nur 10% Styrol, genannt Buna S 10, her- 
zustellen, welche bei guter Verarbeitbarkeit hohe Elastizitat, 
iiberlegenes Verhalten in der Kalte und eine iiberlegene Abreib- 
festigkeit im Vergleich mit Naturkautschuk besitzt. 

Weitere Fortschritte sind auf dem Gebiete der V u l k a n i s a -  
t i o n  zu erhoffen, dabei fasse ich den Begriff der Vulkanisation 
sehr weit, niimlich als eine sinnvolle nachtrigliche Vernetzung, 
die nicht nu r  rnit Schwefel, sondern auch durch andere hier 
nicht naher zu definierende Reaktionen erreicht werden kann. 
Gelingt es hier Fortschritte zu machen, dann eroffnet sich nicht 
n u r  ein Ausblick auf Vulkanisationszustlnde, die verbesserte 
technische Eigenschaften (auch bei Naturkautschuk) ergeben, 

es ware dann auch mOglich, das  Verarbeitungsproblem zu lasen, 
indem man hochplastische, leicht verarbeitbare, stark geregelte 
synthetische Yautschuk-Arten richtig zu vulkanisieren lernt. 

SchluR 
Durch die Potsdamer Beschlusse wurde die Erzeugung von 

kanstlichem Yautschuk zu einer Fabrikation erkliirt, die in Zu- 
kunft in Deutschland verboten ist. Die deutsche Industrie wird 
in Zukunft auf bestimmte Eigenschaften der synthetischen Yau- 
tschuk-Arten nicht verzichten konnen. Sie ist also jetzt gezwun- 
gen, Produkte, die ihre Existenz unserem eigenen Schaffen ver- 
danken, aus Amerika e i n z u f i i h r e n .  Werden wir auf die Dauer 
von der Bearbeitung eines Gebietes ausgeschlossen sein, fiir das 
wir rnit unseren Arbeiten richtungsweisend waren, und dem sich 
heute andere Lander, n i c  h t weil es wehrwirtschaftlich wichtig 
ist, sondern weil es der Bereicherung der gesamten Technik dient. 
mit aller Anstrengung widmen? 

Es bleibt mir noch iibrig, zweier ehrenwerter Manner unseres 
friiheren Vorstandes zu gedenken, Herrn Dr. Fritz ter Meers, der 
mit grol3ziigigem Verstandnis uns die Mittel fur unsere Arbeiten 
sicherte und in den Tagen des Kleinmuts uns anfeuerte, Herrn Dr. 
OttoArnbros,der alsgroBerTechniker undorganisator unsereErgeb- 
nisse durch Bau der Buna-Werke in die T a t  umsetzte. Nicht ver- 
gessen und gegriil3t seien die vielen hier ungenannten Mitarbeiter, 
Chemiker und Ingenieure, die sich dem Werke rnit Hingabe und 
gro6em Konnen widmeten. Eingeg. am 17. April 1950. [A 2671 

Die Bedeutung von Farbstoffen bei den Sexualprozessen 
der Algen und Blutenpflanzen 

Von Dozent Dr. F. MO E W US,  M a x  Planck-Institut fiir medizinische Forschung, Heidelberg 

Nach Dantellung der  grundsatzlichen Moglichkeiten, Arbeitsrnethoden und Schwierigkeiten der  Erforschung der  
Sexualprozesse, insbes. bei Chlamydomonas, werden besonders die in den letzten Jahren erhaltenen neuen Ergeb- 

nisse zusamrnengefabt. 

I. Einleitun: 
11. Die Phasen der Sexualitat bei Chlamydomonas 

1. Die vegetative Lebensweise 
2. Die GeiOeIwachstumsphase (Phase I) 
3. Die Beweglichkeitsphase (Phase 11) 
4. Die Determinierungsphase (Phaee 111) 
5. Die Kopulationsphaee (Phase IV) 
6. Die Folgephasen 

111. Nachweis der in den einzelnen Phasen gebildeten Wirkstoffe 

1. Einleitung 
Die geschlechtliche Fortpflanzung ist die Voraussetzung fnr 

die Erhaltung der meisten Lebewesen. Seit mehr als 100 Jahren 
wird an der Aufklirung dieses Vorganges gearbeitet. Die m o r -  
p h o l o g i s c h e n  F r a g e n ,  wie die Geschlechtszellen gebildet wer- 
den, wie sie sich vereinigen und wie sich das Verschmelzungs- 
produkt (Zygote) zum neuen Organismus entwickelt, sind weit- 
gehend geklart. Die g e n e t i s c h e n  F r a g e n ,  nach welchen Ge- 
setzen bei der Vereinigung von vlterlicher und matterlicher 
Substanz deren Eigenschaften auf die Nachkommen weitergege- 
ben werden, sind ebenfalls erforscht. Nur die p h y s i o l o g i -  
s c h e n  V o r g a n g e ,  die wahrend der geschlechtlichen Fort- 
pflanzung in den Organismen ablaufen oder sie iiberhaupt aus- 
losen, sind noch weitgehend unbekannt. Trotz der Mannig- 
faltigkeit des Organismenreiches ist der Befruchtungsvorgang 
jedoch iiberall~prinzipiell gleichartig : Es verschmelzen 2 Ge- 
schlechtszellen (Gameten), wobei die in den Gameten vorhan- 
denen 9 und Zellkerne fusionieren, welche die Trager des 
Erbgutes sind. Wenn der Sexualakt bei allen Organismen nach 
dieser GesetzmlRigkeit verlluft, so kann wohl rnit Recht gefol- 
gert werden, daO f a r  die physiologischen Vorgange, die den 
Sexualakt auslbsen und begleiten, ebenfalls gewisse Prinzipien 
fiir das gesamte Organismenreich Geltung haben miissen. Will 
man die physiologische Seite des Sexualitatsproblems erfonchen, 
dann stb6t man sofort auf methodische Schwierigkeiten. Wel- 

IV. Ersetzen der Wirkstoffe durch ehemisoh bekannte Verbindungen 
V. Mutatioaeversuche zur Anreieherung der Wirkstoffe 

1. Chemische Aufarbeitung von Filtraten 
2. Mikrobiologische Vorversuche 
3. Gen-abhgngige Fermentprozesse 

VI .  Die chemische Isolierung der Sexualstoffe 
VII. Der SterilitLtsstoff Rutin 

VIII. Ubersicht Gber die Sexualstoffe von Chlamydomonas 
IX.  Flavonole a18 Sterilit8,tsstoffe bei einer Bliitenpflanze 

ches U n  t e r s u c h u n g s o b j e k t soll gewlhlt werden, damit 
folgende Forderungen erfiillt sind? 1 Der Organismus soll jederzeit 
(nicht nur in gewissen Altersstufen 6der Jahreszeiten) zur Ga- 
metenbildung bereit sein. 2. Der Befruchtungsvorgang darf 
nicht innerhalb des $! Organismus erfolgen, sondern muO aul3erhalb 
desselben mikroskopisch verfolgbar sein. 3. Die Gameten mtissen 
langere Zeit kopulationsflhig sein, denn nur dann kann man 
mit ihnen Experimente ausfiihren. Unter den unzlhligen Or- 
ganismen-Arten erfallen nur wenige diese 3 methodischen Vor- 
bedingungen. Will man jedoch auBerdem die Untersuchungs- 
ergebnisse jederzeit reproduzieren, dann ergibt sich als 4. metho- 
dische Vorbedingung, daB der Organismus unter konstanten 
Bedingungen k u l t i v i e r t  werden kann. Damit engt sich der 
Kreis der Untersuchungsobjekte noch mehr ein. Bis heute gibt 
es eigentlich nur einen Organismus, der diese methodischen Vor- 
aussetzungen erflillt. Es ist die einzellige Griinalge Chfamydo- 
monas eugametos. Mit  dieser primitiven Pflanze sind seit 20 Jah- 
ren eingehende Untersuchungen angestellt worden. Heute sind 
wir in der Lage, einen Uberblick tiber die Sexualitat, ihre mor- 
phologischen, genetischen, physiologischen Bedingtheiten zu ge- 
ben. Bestimmte Teilprozesse sind auch an anderen pflanzlichen 
und tierischen Organismen genau untersucht worden. Sie bilden 
eine wichtige Erginzung und Bestatigung der an Chlamydomonas 
gefundenen Ergebnisse, insofern als auch sie zeigen, daB ftir die 
Auslasung und den Ablauf des Sexualaktes bestimmte Wirk-  
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s t o f f e  im Organismus verantwortlich sind. Dabei handelt es 
sich meist um Farbstoffe : Carotinoide, Flavonole, Anthocyane, 
Naphthochinone. Ihre Entstehung ist erblich bedingt. So war 
es erst durch Zusammenarbeit von Genetik und Biochemie 
moglich, ihre physiologische Bedeutung fur den SexualprozelS 
sicherzustellen. 

II. Die Phasen der Sexualitat bei Chlamydomonas 
1. Die vegetative Lebensweise 

Die einzellige ChlamydornonQs ist etwa 15 p groB. Sie 1a5t 
sich auf Agar kultivieren wie Bakterien und Hefen. Nur mu6 
der Grunalge Licht geboten werden, damit die Photosynthese 
vor sich gehen kann. Sie vermehrt sich durch Teilung: der 
Zellinhalt zerfallt in 4 kleinere Zellen, die frei werden, heran- 
wachsen und sich dann erneut teilen. Unter konstanten Kultur- 
bedingungen’) teilt sich jede Zelle alle 24 Stunden in 4 Tochter- 
zellen auf. Von einer isolierten Zelle hat  man dann nach 10 Ta- 
gen bereits 41° Nachkommen. Diese Zellen sind unter sich alle 
gleich. Man nennt eine solche Kultur Klon-Kultur. Man kann 
auf diese Weise Chlarnydomonas uqbegrenzt kultivieren. In die- 
sem vegetativen Zustand zeigt die AIge keine Sexualitat. Sobald 

’ man jedoch solche Agar-Zellen in Wasser iibertragt, geht eine 
Veranderung vor sich: sie werden zu Gameten2). Jede bisher 
unbewegliche vegetative Zelle wird direkt zu einer frei bewegli- 
chen Geschlechtszelle, die rnit einer anderen kopuliert. Dieser 
Vorgang ist immer lichtabhangig*). Er 1aBt  sich in einzelne Phasen 
zerlegen. 

2. Die Geillelwachstumsphase (Phase I) 
Die erste Veranderung 1aBt sich mikroskopisch an den vege- 

tativen Zellen nach einer Belichtung von 3 min wahrnehrr.en. 
An 2 vorgebildeten Stellen der Zellmembran sind 2 GeiDeln her- 
vorgewachsen. Sie sind starr, die Zellen sind also noch unbeweg- 
lich. Wird zu diesem Zeitpunkt die Belichtung abgebrochen, ver- 
harren die Zellen im unbeweglichen, begeiBelten Zustand. Wird 
die Belichtung fortgefuhrt, so tritt die 2. Phase der Umbildung 
zum Gameten ein. 

3. Die Beweglichkeitsphase (Phase II) 
Bereits nach einer Belichtung von 4 min ist die erste langsame 

GeilSelbewegung erkennbar. Nach einer weiteren Minute schwim- 
men die Zellen lebhaft umher. Kopulationen sind noch nicht zu 
beobachten. Nach insgesamt 5 min Belichtung sind die Agar- 
zellen also beweglich, aber noch nicht zu kopulationsfahigen 
Gameten geworden. Auch wenn die Belichtung an diesem Zeit- 
punkt abgebrochen wird, bleiben die Zellen im beweglichen 
Zustand, kopulieren aber nicht. 

4. Die Determinierungsphase (Phase 111) 
Kopulationen werden nach 15 min Belichtung gefunden. 

Jetzt erst hat  die eigentliche Determinierung der vegetativen 
Zelle zu einer $2 oder $ Geschlechtszelle stattgefunden. Nur bei 
Zwitterkulturen kommt es innerhalb der Zellen eines Klones zu 
paarweisen Zellverschmelzungen. Bei getrenntgeschlechtlichen 
Rassen von Chlarnydomonas sind auch nach einer Belichtung von 
15 min keine Kopulationen zu beobachten. 

Ebenso wie bei hoheren Pflanzen gibt es namlich bei Chfamy- 
domonas z w i t t r i g e  F o r m e n  (monozische) und g e t r e n n t -  
g e s c h l e c h t l i c h e  Formen (diozische). Im ersten Fall enthalt 
jede Zelle 2 Geschlechtsgene, das Gen fur die Ausbildung des $2 
und das Gen fur die Ausbildung des 3 Ges~hlechts~) .  Der Zufall 
oder AuBenbedingungen entscheiden dann, ob eine Zelle $’ oder 8 
Verhalten annimmt. Eine Zwitterkultur wird also unter Stan- 
dardbedingungen sfets etwa zur Halfte ?, zur Halfte 6 Gameten 
haben. Deshalb treten eben die erkennbaren Kopulationen nach 
15 min Belichtung auf. Bei Getrenntgeschlechtlichkeit hat jede 

1) F. Moewus. Z. Sexualforsch. 1. 17 119501. Erebn. d.  Enzymforsch. 12 , ~ _I  - I -  

(im Druckj. 
2) F.  Moewus, Arch. Protistenkunde 8 0 ,  469 119331. 
*) Anmerk. b. d. Korr.: Auch bei anderen Chlamydomonas-Arten ist 

die Lichtabhangigkeit des Yopulationsprozesses festgestellt worden 
(G. M . S m i t h .  Abstracts VI11. Internat. Bot. Coneress Stockholm 1950). 

3 )  F. Moewus,’Biolog. Zbl. 58, 516 [1938]. 
I 

tefle nur 1 Geschlechtsgen, entweder das 9 oder das $. In einer 
Klonkultur, deren Zellen sich alle von einer einzigen Ausgangs- 
zelle ableiten, mbssen diese daher immer das Geschlecht der Aus- 
gangszelle haben. Es gibt dann nur 9 Gameten innerhalb einer 
Kultur bzw. nur 6 Gameten. Nach 15 min Belichtung ist deshalb 
innerhalb eines Klones keine Yopulation wahrnehmbar. 

5. Die Kopulationsphase (Phase IV) 
Die Determinierung, die sich in der Zeit von der 5. bis zur 

15. Minute der Belichtung abspielt, wird erst sichtbar, wenn sich 
die Zellen zur Kopulation anschicken. Man beobachtet jetzt in 
einer Zwitterkultur an den lebhaft umherschwimmenden Zellen 
eine Veranderung: es bilden sich Gruppen von 3-4 Zellen, deren 
Zahl zusehends groOer wird, bis 100 und mehr Zellen in dichten 

Bild 1 

Determinierungsphase (Phase 111) 
l?egellos umherschwimmende Chlamydomonas-Zellen in der 

Bild 2 

Gruppenbildung der Chlamydomonas-Gameten in der Kopulationsphase 
(Phase IV)  

Klumpen beisammen sind (Bild 1 und 2). Es laRt sich beobach- 
ten, daB in diesen Ansammlungen die Zellen paarweise ver- 
schmelzen (Bild 3). Die gleiche Erscheinung der Gruppenbildung 
zeigt sich bei Kombination von 0 und Gameten getrennt- 
geschlechtlicher, 15 min lang belichteter Kulturen. Die Gruppen- 
bildung tritt mit der Schnelligkeit einer chemischen Reaktion ein. 
Dieses Verhalten geschlechtsverschiedener Gameten bei der Kom- 
bination hat  es moglich gemacht, sehr groBe Zahlen von Yulturen 
in kiirzester Zeit und eindeutig daraufhin zu priifen, ob der 
Sexualakt zustande kommt oder nicht. D a s  i s t  d e r  f u n d a m e n -  
t a l e  T e s t  d e r  g e s a m t e n  Chfamydomonas -For schung .  
Zu seiner Ausfuhrung werden jeweils nur  wenig Zellen benotigt. 
Das bedeutet aber, daO bereits 2-3 Wochen alte Klonkulturen 
auf ihr geschlechtliches Verhalten gepruft werden konnen. Solche 
Kulturen sind auf der Agaroberflache grune Flecken von 3-5 mm 
Durchmesser. Auf einer einzigen Petrischale von 9 cm Durch- 
messer konnen bis zu 200 KIone - sauber getrennt - gleichzeitig 
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deutet eine ungeheure Raum- und Zeitersparnis. 

Bild 3. Ein Yopulationspaar von Chlamydomonas eugametos 

Bild 4. Eine Petrischale rnit 128 Klonkulturen 

z y g o t e n p h a s e ) .  Erst wenn sie sich zur Ruhe gesetzt hat, fu- 
sionieren endlich die Zellkerne (Ve rs  c h m e Izu n g s  p h a s  e ). 
Jetzt wird eine derbe, warzige Membran ausgeschieden, welche 
die Zygote umhiillt. Die Zygote ist als eine Ruhezelle anzusehen, 
was in ihrer hoheren Resistenz gegen Temperatureinfliisse, 
Trockenheit usw. zum Ausdruck kommt ( R u h e p h a s e ) .  Unter 
geeigneten Bedingungen t r i t t  die Keimung ein. Bei der Aufteilung 
in 4 Keimzellen wird die Zahl der Chromosomen, die bei der Be- 
fruchtung sich verdoppelt hatte, auf die einfache Zahl reduziert. 
M i t  dem Freiwerden dieser 4 Yeimzellen beginnt wieder die ve- 
getative Phase; der Entwicklungscyclus ist somit geschlossen. 
Sein Ablauf dauert 3-4 Wochen, ist aber von Rasse zu Rasse - 
je nach der Llnge der Zygotenruhephase - verschieden. Der hier 
beschriebene Fall ist bei der Rasse Chlamydomonas eugametos 1. 
phlegmatika verwirklicht. Bei dieser laufen alle Vorgange des 
Sexualaktes gewissermaaen im ZeitlupentemEo ab, so daB es rnit 
Hilfe dieser Rasse tiberhaupt erst moglich war, die einzelnen 
Phasen zu unterscheiden. So klar treten diese bei anderen Rassen 
nicht zutage. Dort konnen einzelne Phasen sehr kurz sein oder 
ganz zusammenfallenl). 

111. Nachweis der in den einzelnen Phasen gebildeten 
Wirkstoffe 

Von den beschriebenen Phasen des Entwicklungsganges sind 
diejenigen, welche den Sexualakt herbeifiihren, besonders un- 
tersucht worden. Je nachdem, zu welchem Zeitpunkt man die 
Belichtung abstoppt, kann auch der Vorgang an bestimmter 
Stelle abgebrochen werden. Aus Kulturen, die in waOriger Sus- 
pension 3, 5, I0 oder 15 min dem Licht ausgesetzt werden, lassen 
sich zellfreie Filtrate oder Zentrifugate erhalten. Nimmt man 
an, da8 die Zellen in jeder Phase einen bestimmten Wirkstoff 
bilden, so mii6te sich dieser in dem waDrigen Medium nachweisen 
lassen. Als T e s t z e l l e n  konnen geiBellose Zellen verwendet wer- 
den, die zwar in Wasser tibertragen worden waren, die aber kein 
Licht erhalten haben. In ihnen kann noch keinerlei Wirkstoff 
vorhanden sein. Jede VerPnderung, die ein Filtrat an ihnen - 
wiederum im Dunkeln! - hervorruft, muO zwangslaufig auf einen 
Wirkstoff zurfickzufiihren sein, der im Filtrat enthalten ist. Die 
Proben, die im Dunkeln entnommen werden, zeigen nun tatsach- 
lich an, da6 im 3-Minuten-Filtrat an den Dunkelzellen GeiBeln 
entstanden sind! In gleicher Weise llBt sich im Filtrat der 11. 
Phase an Dunkelzellen Beweglichkeit nachweisen. Hier mu8 
also a d e r  dem GeiBelwuchss tof f  noch ein B e w e g l i c h k e i t s -  
s t o f f  im Filtrat vorhanden sein'). 

Als Testzellen fur die Determinierungsprozesse, die sich in der 
Phase I 1  I vollziehen, dienen Zwitterkulturen. Die Filtrate wer- 
den aus 9 und aus 8 Kulturen der Phase I l l  hergestellt. In wB6- 
rigen Suspensionen von Zwitterkulturen finden - wie zu erwar- 
ten - im Dunkeln keine Yopulationen s ta t t .  Werden die Zwitter- 
zellen in 9 oder Filtraten suspendiert, so sind ebenfalls im Dun- 
keln keine Kopulationen wahrzunehmen. Wahrend in den w%B- 
rigen Suspensionen bei erneuter Belichtung sofort Yopulationen 
einsetzen, unterbleibt auch bei Lichtzutritt in filtratbehandelten 
Zwitterzellen jede Kopulation. Die Zellen schwimmen zwar um- 
her, ohne Paare oder Gruppen zu bilden. Gibt man diese Zellen 
jedoch rnit Gameten aus einer getrenntgeschlechtlichen oder 8 
Yultur zusammen, so zeigt es sich, daB durch die Filtratbehand- 
lung doch die Determinierung stattgefunden hat: Alle Zwitter- 
zellen sind im 9 Filtrat zu 9 Gameten geworden, sie kopulieren 
rnit den Gameten aus der 8 Yultur. Alle Zwitterzellen sind im 
8 Filtrat zu 8 Gameten geworden, welche mit den Gameten 
der $! Yultur kopulieren. In den Filtraten sind somit $! bzw. 8 
Determinierungsstoffe oder T e r m o n e  enthalten und nachge- 
wiesens). Der 0 bestimmende Stoff wird G y n o t e r r n o n ,  der 3 
bestimmende Stoff A n d r o t e r m o n  genannt. 

Auch in der Yopulationsphase kSnnen Wirkstoffe nachge- 
wiesen werden. Von 15 min lang belichteten 9 und 8 Kul- 
turen werden Filtrate hergestellt. In dem 0 Filtrat werden 

Blld 5 ') F. Moewus Naturwiss. 31 420 (1943 
6 ,  F. Moewus,' Biolog. Zbl. 6d, 143 [1940]: 

~~ 

Teil einer ,,kiinstlichen Sonne" mit Petrlschalen und Erlenmeyerkolben 
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Agarzellen der 9 Kultur, in dem $. Filtrat Agarzellen der J Kultur 
suspendiert. lni Dunkeln werden die Zellen begeiRelt und be- 
weglich. Kopulationen treten naturlich nicht auf, weil es sich 
ja urn Zellen aus getrenntgeschlechtlichen Yulturen handelt. 
Nach einer Filtratbehandlung von 30 min gibt man die beiden 
Zellsorten im Dunkeln zusammen. Entnimmt man kurz darauf 
eine Probe, so beobachtet man zahlreiche Kopulationspaare. 
D e r  S e x u a l a k t  i s t  a l s o  v o l l i g  i m  D u n k e l n ,  n u r  d u r c h  
d i e  i n  d e n  F i l t r a t e n  e n t h a l t e n e n  W i r k s t o f f e  z u s t a n d e  
g e  k o m m e n !  Die Kopulationsstoffe2) sind geschlechtsspezifisch: 

Agarzellen werden in einem 3 Filtrat der Phase IV nicht ko- 
pulationsfahig, sondern nur begeiRelt und beweglich. Dasselbe 
gilt fur  8 Agarzellen in einem 9 Filtrat. Der 0 Kopulationsstoff 
wird als G y n o g a m o n ,  der $. als A n d r o g a m o n  bezeichnet6) 
(Gamon = Gametenhormon). Damit sind fiir alle 4 Phasen spe- 
zifische Wirkstoffe nachgewiesen worden. Die Wirkstoffe der 
Folgephasen sind bisher nicht untersucht worden. 

IV. Ersetzen der Wirkstoffe durch chemirch bekannte 
Verbindungen 

Fur die chemische Isolierung der in den Filtraten nachgewie- 
senen Wirkstoffe waren zunachst nur 2 Anhaltspunkte gegeben: 
1) Die auffallend starke Photolabilitat der Gamone war bereits 
1933 erkannt worden. 2) 1934 wurde festgestellt, daR Carotin- 
Mutterlaugen aus Mohrruben Spuren von Stoffen enthielten, 
die den Sexualakt bei vegetativen Dunkelzellen herbeiftihrtens). 
Es lag nahe, die Wirkstoffe in der Gruppe der Carotinoide bzw. 
deren Derivate zu suchen. Bei Richard Kuhn standen mir 
Carotinoide zur Verfiigung, die daraufhin gepruft wurden, ob 
sie einen EinfluB auf die Sexualitat von Chlamydomonas hatten. 
Der Test bestand darin, daB die Testzellen s ta t t  in Filtrate nun 
in waBrige Losungen dieser wohldefinierten Verbindungen ge- 
bracht wurden, deren Konzentration abgestuft wurde, so daB 
zugleich die Wirksamkeitsgrenze bestimmt werden konnte. Es 
ergab sich, dab nur ein einziges der gepriiften Carotinoide Gei- 
Relwuchsstoff-Wirkung besaR, namlich C r o c  in ,  der Digentiobi- 
oseester des Crocetins. D. h. nur durch eine Crocin-Losung lieR 
sich die Wirkung des Filtrates der Phase I ersetzen').. In Tabelle 1 
ist die Wirksamkeitsgrenze angegeben und die Zahl der Crocin- 
Molekeln, die erforderlich sind, urn unter Standardbedingungene) 
eine Zelle zur GeiRelbildung zu veranlassen. Crocin ist nicht nur 
hoch wirksam, sondern auch hoch spezifisch. Crocetin und Cro- 
cetin-dimethylester haben keinen EinfluR auf das GeiBelwachs- 
tum. 

Von gyno- und androgamon-haltigen Filtraten der Phase IV 
war bereits bekannt, daR sie bei Iangerer Bestrahlung rnit Licht 
der Wellenlangen 435,s und 496,l m p  inaktiv werden. Weiter 
zeigte sich, da6 gynogamonhaltige Filtrate bei 50 min Bestrah- 
lung plotzlich Androgamon-Wirkung erhalten, welche jedoch 
nur von kurzer Dauer ist. Aus diesem Verhalten konnte geschlos- 
sen werden, daR Gyno- und Androgamon in einer bestimmten 
chemischen Beziehung zueinander stehen miissen. In dem photo- 
labilen cis-Crocetin-dimethylester und seiner stabileren trans- 
Form standen 2 Verbindungen zur Verfugung, die ahnliche Eigen- 
schaften hatten wie die Filtrates"). Es zeigte sich, daR sowohl,die 
reine cis-Form als auch die reine trans-Form keinen Einflulj auf 
die Kopulation haben. Nun wurde eine waRrige Losung von cis- 
Crocetindimethylester bestrahlt, so daB in dieser in steigendem 
MaBe trans-Ester entstand, bis zuletzt nur noch dieser vorhanden 
war. Aus dieser sich standig andernden Losung wurden in kur- 
zen Zeitabstanden Proben entnommen. Zu einem bestimmten 
Zeitpunkt (25 min) besaB sie Gynogamon-Wirkung, wahrend sie 
nach insgesamt 75 min Bestrahlung Androgamon-Wirkung auf- 
wies. Daraus war zu schlieRen, daB sich die Gamone aus ganz 
bestimmten G e m i s c  h e n  von cis- und trans-Crocetindimethyl- 
ester ersetzen lassen sollten. Das war tatsachlich der Fall: eine 
3:  I-Mischung von cis- und trans-Ester hat te  Gynogamon-Wir- 
kung, eine 1 :3-Mischung Androgamon-WirkungGT '9 (bei der 
Rasse f. simplex). Jetzt wird auch verstandiich, warum das 
natiirliche gynogamon-haltige Filtrat bei Bestrahlung plotzlich 

F .  Moewus Jahrb. wiss. Botanik 86, 753 [1938]. 

F .  Moewus, Biolog. Zbl. 6 5 ,  18 [1946]. 
') R. Kuhn, fi .  Moewus, D .  Jerchel, Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 1541 [1938]. 

9a) R.  Kuhn,  A. Winterstein, Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 209 [19331. 

Androgamon-Charakter erhalt und warum es schlieljlich unwirk- 
sam wird. Auch hier hat  das Licht die Umsetzung bis zur in- 
aktiven trans-Form bewerkstelligt. Bei den verschiedenen Ras- 
sen von Chlarnydomonas sind die wirksamen Mischungen von cis- 
und trans-Crocetin-dimethylester nicht immer 3: 1 bzw. 1 :3. 
Es wurden 2:  1- bzw. 1 :2-Verhaltnisse gefunden, ebenso 6 :  1 
bzw. 1 : 69). Die Spezifitat dieser Wirkstoffe kommt darin zum 
Ausdruck, daB sich in den Testlosungen der trans-Crocetin-di- 
methylester z. B. nicht durch den trans-Crocetin-diathylester er- 
setzen lafit. AuRerdem liegt wieder die hohe Wirksamkeit vor 
(Tabelle I) .  

Wirkstoff Za h I d e r W i rks toff- 
Wirksamkeitsgrenze Molekeln je Zelle 

Crocin . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 : 25000000000 10000 (Algen) 
Crocetin-dimethylester . . 1 : 33000000000 10000 (Algen) 
Rutin . . . . . . . . . . . . . . . . .  I I : 10000000000 50000 (Algen) 
Isorhamnetin . . . . . . . . . . .  1 : 10000000000 I00000 (Algen) 
4-Oxy-~-cyclocitral . . . . .  1 : 20000000000 100000 (Algen) 
Safranal . . . . . . . . . . . . . . .  1 1 : 2000000000 ' 1000000 (Algen) 
Biotin . . . . . . . . . . . . . . . . .  ~ I : 400000000000 ' .  I00000 (Hefen) 
Aneurin . . . . . . . . . . . . . . .  1 1 : 200000000 2000000 (Phycomyc.) 
Heteroauxin . . . . . . . . . . .  I I : 1000000000000 10000 (Wurzeln) 

Tabelle 1 

Die Wirksamkeitsgrenzen der Sexualstoffe von Chlamydomonas eugametos 
und einiger Wirkstoffe bei anderen Organismen 

Die bisher gefundenen Wirkstoffe Crocin sowie cis- und trans- 
Crocetin-dimethylester sind aus S a f r a n  (Crocus-Narben) iso- 
liert worden. Im Safran.ist auch P i k r o c r o c i n  enthalten, aus 
dem leicht sein Aglukon, S a f r a n a l ,  hervorgeht. Diese beiden 
vermochten die Wirkung termon-haltiger Filtrate zu ersetzen, 
und zwar Pikrocrocin 9 determinierend, Safranal 3 determi- 
nierendsp lo). Es fie1 die verhaltnismaBig geringe Wirksamkeit 
des Pikrocrocins auf; Safranal war l000mal wirksamer. Als 
spater 4-Oxy-~-cyclocitra111) zur Verfiigung stand, zeigte es sich, 
da6 dieses Aglucon lOmal wirksamer als Safranal war (Tabelle 1). 
Bemerkenswert war seine Spezifitat: Citral, Q- und p-Cyclocitral 
hatten keine Termonwirkung. Eine weitere Klarung wurde er- 
zielt, als Crocus-Pollen chemisch aufgearbeitet wurde. Zunachst 
wurde ein Flavonolglykosid isoliert12) (Quercetin3'-methyl- 
ather-diglukosid-3.4'). Dieses iibt zwar auf den Ablauf des Se- 
xualaktes bei Chlamydomonas keine Wirkung aus. Jedoch ver- 
anlaRt es bewegliche Zellen zum Abwerfen ihrer Gei13eln13). 
Das Aglukon dieser Verbindung, das I s o r h a m n e t i n ,  stellte 
sich als hochwirksames Gynotermon heraus (Tabelle 1). Da mir 
45 verschiedene Flavonole zum Austesten zur Verfiigung stan- 
den, konnte die auljerst auffallende Spezifitat des Isorhamnetins 
bewiesen werdenl4). Der 7.3'-Methylather des Quercetins ist 
z. B. wirkungslos. Es muljte jetzt vermutet werden, dab nicht 
Pikrocrocin, sondern Isorhamnetin das naturliche Gynotermon 
von Chlamydomonas ist. Fur  die nachgewiesene Wirkung des 
Pikrocrocin-Praparates konnte als Erklarung dienen, daB die 
damals aufgearbeiteten Crocus-Narben rnit Pollen besetzt waren, 
wie eine mikroskopische Prufung auch bestatigte. Vielleicht war 
die Gynotermon-Wirkung des Pikrocrocins also nur vorgetauscht. 

Bei der Austestung der Anthocyan-Frakcion einer Aufar- 
beitung von S a n d d o r n b e e r e n l s )  ergab sich iiberraschender- 
weise, dab sie auf Zwitterzellen 3 determinierend wirkte. Darauf- 
hin wurden verschiedene bekannte Anthocyane und Anthocyani- 
dine in ihrer Wirkung auf Zwitterzellen untersucht. Dabei wurde 
gefunden, daD nur das P a o n i n  die Wirkung der Anthocyan- 
Fraktion von Sanddornbeeren ersetzen konnte. Da auch hier 
eine ausgesprochene Spezifitat und starke Wirksamkeit vorliegt - 
die von der gleichen GroBenordnung wie die des Isorhamnetins 
und 4-0xy-~-cyclocitrals ist -, so kann wohl mit Recht geschlossen 
werden, dalj das Paonin ein von den Algen gebildeter 3 deter- 
minierender Stoff ist. Das 4-Oxy-p-cyclocitral wird als Andro- 
termon I, Paonin als Androtermon I 1  bezeichnet. 

F .  Moewus Biolog. Zbl. 59  40 [1939], Arch. Protistenkunde 92, 485 
[I9391 R. kuhn F .  Moewus) Ber. dtsch. chem. Ges. 73 559 [1940]. 
R .  Kdhn F .  Moiwus 0. Wen'dt Ber. dtsch. chem. Ges. j 2 ,  1702 [1939]. 
R. Kuhn) I. Low ebknda 7 4  2 i 9  [1941]. 
Dieselbe; ebend; 77, 196 [Id44]. 
R. K u h n , ' l .  Low, F .  Moewus Naturwiss. 30 ,  373, 407 [1942]. 
R. Kuhn F .  Moewus, I .  L& Ber. dtsch. chem. Ges. 7 7 ,  219 [1944]. 
H .  1. E i h .  Fiat Review. Bidchemistrv I .  67 119471. Ber. dtsch. chem. 
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V. Mutationsversuche zur Anreicherung der Wirkstoffe 
1. Chernische Aufarbeitung von Filtraten 

Das Ziel war nun, die natfirlichen Wirkstoffe, die in den Zellen 
bzw. den zellfreien Filtraten vorhanden sind, chemisch zu iso- 
lieren. In einem Versuch wurden 117 I Filtrat der Phase I 1  (Be- 
weglichkeitsphase) auf wenige cm3 eingeengt, wobei eine orange- 
gelbe FlGssigkeit erhalten wurde. Nach Umesterung mit Me- 
thanol konnten die Absorptionsbanden bestirnmt werden'). Sie 
erwiesen sich als identisch mit denjenigen des trans-Crocetin- 
dimethylesters. Zur Isolierung dieses Farbstoffes wlren tiber 
1000 1 Filtrat notig gewesen. Eine solche Aufarbeitung war 
jedoch unmoglich, schon deshalb, weil diese Carotinoide in wl6ri- 
gen Llisungen nicht lange bestlndigsind. Es muBte also ein anderer 
Weg beschritten werden, um die Wirkstoffe fassen zu konnen. 

2. Mikrobiologische Vorversuche 
Kuhn und Winterstein16) vermuteten, da6 die Carotinoide des 

Safrans sich von einem Protocrocetin (Protocrocin) ableiten. 
Durch Zerfall konpte einmal Crocin entstehen und aus diesem 
durch Umesterung Crocetin-dimethylester. Ferner konnte Pi- 
krocrocin entstehen und daraus das Aglukon. Durch mikrobiolo- 
gische Versuche lie6 sich diese Vermutung bestatigen. Wurden 
Zellextrakte von 3 Chlamydomonas-Zellen einer wa6r. Pikrocro- 
cin-Losung zugefilgt, so lie6 sich in dieser nach einiger Zeit das 
Aglukon (4-Oxy- -cyclocitral) nachweisen'O). Durch enzyma- 
tische Vorgange war Androtemon entstanden! Ferner konnte 
gezeigt werden, da6 aus Crocetin in Gegenwart von Zellbrei und 
d-Glukose der GeiBelwuchsstoff, d. h. Crocin, e n z y m a t i s c h  
entsteht. Wird Crocin als Substrat geboten, dann geht aus die- 
sem enzymatisch cis- und trans-Crocetinmethylester hervor. Auf 
diese Weise gelang es, Einblicke in die enzymatischen Prozesse 
zu gewinnen, welche in der Zelle ablaufen und zur Entstehung 
der einzelnen Wirkstoffe fiihren. 

3. Gen-abhangige Ferrnentprozesse 
Man wei6 also jetzt, daB die Sexualstoffe durch Fermente aus 

einer hypothetischen Vorstufe entstehen. Andererseits wei6 
man aus den Filtratversuchen, da6 diese Stoffe nur in kleinsten 
Mengen gebildet werden. Jeder Stoff wird bei seiner Entstehung 
sofort in die n chste Wirkungsstufe umgewandelt, so da6 es zu 
keiner Anreicherung der Substanzen in den Zellen kommen kann. 
Es mu6 also eine Methode gefunden werden, diese gleitenden 
Prozesse derart abzustoppen, da6 sich die Wirkstoffe in den Zellen 
anreichern ktinnen. Eine solche Methode wurde angewandt, in- 
dem Mutationsversuche angestellt wurden. Mit Hilfe von Ra- 
dium- und Rlintgenbestrahlung oder mit Temperaturschocks 
wurden n e u e  Z e l l t y p e n  geschaffen, die sich durch erbliche 
Verinderung folgender Eigenschaften auszeichneten : 

Eine Gruppe von Mutanten bildete am Licht k e i n e  Gei -  
Beln mehr* (Ausfall der Produktion des GeiSelwuchsstoffes!). 
2 verschiedene Gene konnten hierfnr verantwortlich gemacht 
werden. Das Gen croo verhindert die enzyrnatische Glykosi- 
dierung des Crocetins zu Crocin; das Gen moto offenbar die 
Spaltung des Protocrocetins in Pikrocrocin und Crocetin, das 
zur Crocin-Synthese dann fehlt. Die normalen Zellen haben 
die Gene cro+ und mot+ 17). 

2) Bei einer zweiten Gruppd von Mutanten klinnen bewegliche 
Zellen verschiedenen Geschlechts am Licht n i c h t  m e h r  ko-  
p u l i e r e n  (Ausfall der Gamon-Produktion). Bei ihnen mutierte 
das Gen gathe+ - welches normalerweise die enzyrnatische 
Umesterung des Crocins zum Crocetindirnethylester steuert - 
zu gatheO. 

Zellen Mutanten, die g e s c h l e c h t s l o s  
waren (Ausfall der Produktion von Androtermon I). Hier 
ist die enzymatische Spaltung des Pikrocrocins unterbunden, 
da das Gen MG zu MS mutiert ist. 

4) Ebenso wurden Mutanten ausd  Zellen erhalten, diegeschlechtslos 
waren, beidenen aber die Paon i n  - P r o d  u k t i o  n (Androtermon 
I I )  verlorengegangen war. Das Gen paef war zu pueo mutiert. 

3) Es entstanden aus 

~ 

R. Kuhn, A. Winterstein, Ber. dtsch. chem. Ges. 67 ,  344 [1934]. 
Anmerk. b. d. Yorr.: Ahnliche Mutanten sind neuerdings auch von R .  A. 
Lewfn an Chlamydomonas Morwusif erhalten worden (Abstracts. VlII  
Interiat. Bot. Congress Stockholm 1950). 
F .  Mocwus, Biolog. Zbl. 60, 597; R.  Kuhn, F. Moewus, Ber. dtsch. 
chern. Ges. 73,547 [1940]. 

5 )  Weiterhin traten Mutanten aus 9 Zellen auf, die keine 9 
Eigenschaften mehr hatten (Ausfall des Gynotermons I so -  
r h a m n e t i n ) .  Bei diesen ist das Gen irha+ zu irhao mutiert. 
Die Zellen aller dieser Mutanten erhalten ihr normales Ver- 

halten erst dann, wenn der oder die fehlenden Wirkstoffe zuge- 
setzt werden. So sind z. B. die croO-Zellen Crocin-bednrftig, die 
gatheO-Zellen benotigen cis- und trans-Crocetindimethylester, die 
M&Zellen COxy-fi-cyclocitral, die pneO-Zellen Paonin, die irhaO- 
Zellen Isorhamnetin. Sie sind demnach hochempfindliche und 
ganz spezifische Testobjekte fiir diese Verbindungen. 

Durch die Mutationsversuche ist der stufenweise ablaufende 
ProzeB der Bildung von verschiedenen Wirkstoffen an allen den 
Stellen abgebrochen, die jeweils einer der beschriebenen Phasen 
des Sexualaktes entsprechen. Die Mutanten wurden auf Agar 
vermehrt und im Filtratversuch geprGft. Diese Filtrate waren 
bedeutend w i r k s a m e r  als die Filtrate normaler Zellen der ent- 
sprechenden Phasen, d. h. die mutierten Zellen bildeten und se- 
zernierten mehr Wirkstoff. Es mu6 eine Anreicherung zustande 
gekommen sein. Das ist jetzt verstandlich. Wird doch z. B. 
der GeiBelwuchsstoff Crocin in normalen Zellen nur als inter- 
medilres Produkt in kleinen Mengen gebildet, wie er zur Um- 
esterung in Garnon gebraucht wird. Wenn aber eine mutierte 
gatheO-Zelle diese Umesterung nicht mehr zu vollziehen vermag, 
so wird sich in ihr GeiBelwuchsstoff a n h a u f e n .  Zur chemischen 
Isolierung des Crocins war der gatheO-Stamm noch nicht geeignet, 
da  er au6er Crocin noch die Termone enthielt. Er mu6te noch- 
mals mutationsausllisenden Eingriffen unterworfen .werden, um 
solche Mutanten zu erhalten, die auch keine Termone mehr bil- 
deten. Diese s e k u n d a r e n  M u t a n t e n  zeichneten sich dadurch 
pus, da6 sie den GeiBelwuchsstoff in noch grli6eren Mengen bil- 
deten und sezernierten (Filtrat-Test). Der Nachweis, daB diese 
physiologischen Veranderungen der Zellen tatsachlich e r b l i  c h 
sind, mu6te fur  alle erzielten Mutanten durch Kreuzungen er- 
bracht werden. So ist es verstlndlich, da6 diese genetischen 
Analysen rnehrere Jahre in Anspruch nahmen. 

In ahnlichen, langwierigen Experimenten wurden 9 und 
Mutanten gezfichtet und vermehrt, die Gynotermon (Isorhamne- 
tin) und Androtermon I 1  (Paonin) in gro6en Mengen anreicher- 
ten. Diese Zellen werden im Licht nicht beweglich. Das bedeutet 
aber, da6 sie bereits den ersten Schritt - und damit natflrlich 
auch die folgenden! - der Protocrocetin-Spaltung nicht mehr 
vollziehen konnen. Das gesamte Carotinoid-System ist hier also 
abgestoppt, nicht aber die Entstehung der Flavonole und An- 
thocyane. Es ist eine reinliche Trennung der Farbstoffklassen 
durch die biologische Vorarbeit geschaffen. 

Wir klinnen also sagen, da6 von jedem erwahnten Gen ein 
enzymatischer Proze6 gesteuert wird, durch den aus einer Vor- 
stufe der Wirkstoff gebildet wird. 1st das Gen mutiert, dann ist 
dadurch gleichzeitig das Ferment inaktiviert. Der Wirkstoff 
kann nicht entstehen. Dafiir reichert sich in den Zellen die Vor- 
stufe an. Die betreffenden mutierten Zellen zeigen erst ihr nor- 
males Verhalten, wenn der Wirkstoff von au6en zugesetzt wird. 
Das sind im Prinzip die Grundtatsachen der , , b i o c h e m i s c h e n  
G e n e  ti k ' I .  

VI. Die chernische Isolierung der Sexualstoffe 
Erst als die physiologischen und genetischen Befunde Gber 

die Wirkungsweise und Entstehung der Clfilamydomonas-Sexual- 
stoffe auf diese Weise gesichert waren, wurde mit der chemischen 
Isolierung begonnen. Um C r o c i n  zu erhalten, wurde die Mu- 
tante No. 5 auf ca. 900 Petrischalen in Schichtkulturen ver- 
mehrt. Die ,,Ernte" einer ergrtinten Agarplatte betrug 10 mg 
getrocknete Zellen. Es wurden 8,5 g Trockenalgen zur Aufarbei- 
tung tibergeben. Es konnte daraus dann ta ts  chlich der GeiBel- 
wuchsstoff nach Umesterung als trans-Crocetindimethylester iso- 
liert werden'a) (Ausbeute 40 mg, d. h. 0,5% vom Trockengewicht 
der Algen). Ebenso wurde als Gynotermon I s o r h a m n e t i n  
isoliert und eindeutig identifiziert (aus 5 g getrockneten Zellen 
70 mg, d. h. 1,4% des Trockengewichts). Weiter wurde P a o n i n  
isoliertl@) und als Androtermon I 1  bestatigt (17 g getrocknete 
Zellen, Ausbeute 0,3%). Der Beweglichkeitsstoff ist noch nicht 

la )  R.  Kuhn I .  Law Chern. Ber. 81  363 19481 
lB) R.  Kuhn: I .  Law,' ebenda 82, 481'[1949\. 
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isoliert worden, da  noch keine Mutanten vorhanden sind, aus 
denen ein Anhaltspunkt fur seine Entstehung gewonnen werden 
konnte. Auch bei den Gamonen fehlt es bisher noch an Mutan- 
ten, die die Stoffe so weit anreichern, daO an eine Isolierung der- 
selben gegangen werden konnte. Fur  das Androtermon I liegen 
zur Zeit ebenfalls noch keine brauchbaren Mutanten vor. 

VII. Der Sterilitatsstoff Rutin 

1935 wurde in einer portugiesischen Erdprobe eine Chlamy- 
domonas gefunden, die sich von der normalen Chlamydomonas 
eugamefos durch ein merkwiirdiges Verhalten unterschied : Am 
Licht wurden in wl6rigen Suspensionen zwar bewegliche Zellen 
erhalten, aber niemals konnten Yopulationen beobachtet wer- 
den20). Auch mit normalen eugamefos-Gameten geht diese Rasse 
keine Kopulationen ein. Sie ist offenbar steril. Die Rasse wurde 
als agametos bezeichnet und in Yultur genornmen. Filtrate von 
belichteten Suspensionen beweglicher agametos-Zellen bewirken, 
da6 zugesetzte, normale, kopulationsfahige eugametos-Gameten 
ebenfalls steril werden. Sie verlieren durch diese Behandlung ihr 
Kopulationsverrnogen! Es mu6 also in den Filtraten ein S t e -  
r i l i  t i t s s t o f f  enthalten sein, den die agametos-Zellen ausge- 
schieden haben. 

Bei der Austestung der bereits erwahnten 45 Flavonole auf 
Termon-Wirkung war seinerzeit eine Substanz aufgefallen. Es 
war das R u t i n .  Dieses tibte auf normale eugamefos-Gameten 
dieselbe Wirkung aus wie das Filtrat mit dern unbekannten Ste- 
r i l i t i t~stoff l~) .  Noch in einer 'Verdiinnung von 1 : 10 Milliarden 
ftihrte es zur Sterilitat (Tabelle 1). Durch abgestufte Verdiinnun- 
gen der nattirlichen Filtrate lie6 sich zeigen, da6 die Zellen den 
Sterilitatsstoff nur in geringen Mengen bilden. Es muBte des- 
halb wieder nach Mutanten dieser Rasse gesucht werden, die 
bessere Voraussetzungen fur die chemische Isolierung boten. Eine 
solche wurde schlie6lich auch gefunden. Sie besaO weder die 
Fahigkeit, die Carotinoid-Wirkstoffe (GeiOelwuchsstoff, Gamon, 
Androtermon I) zu synthetisieren noch das  Vermogen zur Ter- 
monbildung (Isorhamnetin bzw. Paonin). Infolgedessen mu6 
sie dauernd im vegetativen Zustand bleiben. Der Sterilitatsstoff 
wird von den Zellen jedoch in sehr gro6en Mengen ausgeschieden, 
wie mit Filtratverdiinnungen nachgewiesen wurde. Wenn es 
sich beweisen IieBe, da6 dieser mit Rutin identisch ist, dann h l t t e  
man den ersten pflanzlichen Sterilitatsstoff gefunden. Die Mu- 
tante wurde auf Agar vermehrt und 9,7 g getrocknete Zellen erhal- 
ten, die zur Aufarbeitung iibergeben wurden. Als maxirnale Aus- 
beute wurden 7 4 %  des Trockengewichts Rutin isoliertZ1). Rutin 
ist demnach der Sterilitatsstoff der Rasse Chlamydomonas agametos. 

Eine von dieser ,,vegetativen" Mutante aberrnals mutierte 
Form, also eine s e k u n d l r e  M u t a n t e ,  schien das Vermogen 
der Rutinbildung nicht zu besitzen. Wenigstens wirkten ihre 
Filtrate nicht sterilisierend. Es wurde vermutet, da6 ihr das Gen 
bzw. das Ferment fehlt, welchesftir die Rutinsynthese aus einer un- 
bekannten Vorstufe verantwortlich ist. Die chemische Aufarbei- 
tung von 5 g Trockenalgen dieser Form brachte das Ergebnis, daO 
sie 100 rng Q u e r c e t i n  (Ausbeute 2%) enthieltenlO). Damit ist 
sichergestellt, da6 Quercetin tatsachlich die Vorstufe des Rutins ist. 

VIII. Ubersicht iiber die Sexualstoffe von Chlamydomonas 

Tabelle 2 gibt den heutigen Stand der Kenntnisse von den 
Chlamydomonas-Sexualstoffen wieder. Die noch bestehenden 
Lticken konnen erst dann ausgefiillt werden, wenn brauchbare 
Mutanten gefunden sind, die die chemische Isolierung der Stoffe 
ermoglichen. FoIgendes Schema, das den Ablauf der chemischen 
Reaktionen, wie sie in der I e b e n d e n  Zel Ie  vorsich gehen miigen, 
wiedergibt, ist durch genetische, physiologische und biochemi- 
sche Befunde gesichert: 

cro gathc 

Crocetin - + Crocm - + Crocelindirnethylesrer 
7 

LPIkrorrocin - + ~ - o s y - ~ y c l o c i l r a l  

"D (dl 

+ Protocrocetin? / \ 

mot 

*") F. Moewus, Naturwiss. 3 4 ,  282 119471. 
I*) R .  Kuhn, I .  Lbw, ebenda 3 4 ,  283 [I9471 

Angew. Chem. 1 62. Jahrg. 1950 1 Nr. 21 

' Aus Chlarnydomonas- 
Zellen isoliert Wirkstoffe fur: Ersetzbar durch: 

I .  

2. 

4. 3. 

5. 

G. 

I 
GeiBelwachstuin , . . . . Crocin S a c h  Urnesterung als 

1 ram-Croc e t i nd i m e- 
thylestet 

Beweglichkeit der 
GeiDeln . . . . . . . . . . . . . 
meten (Oarnone) . , . . . 
Geschlechtsbestim- 
mung be1 Zwittern 
(Termone) I 

- - 
Kopulation der Ga- cis- und trans-Croce- 1 - 

tindimethylester 

Gynotermon . _ . . . _ .  Isorhamnetin j Isorhamnetin 

Androtermon 11 . .  . '  Paonin Paonin 
Androtermon I . . . . , 4-Oxy-~-cyclocitral I - 

Verhinderung der Yo- Rutin Rutin 
pulation (SteriIitat) 
Vorstufe von 5 . . . . . . Quercetin Qurrcetin 

Tabelle 2. Die Sexualstoffe von Chlamydornonas eugarnetos 

Jeder Schritt ist durch ein Gen gesteuert (mot, cro, gathe, MD). 
Den Abbau bzw. Aufbau des fur jede Phase des Sexualaktes be- 
ndtigten Wirkstoffes besorgt ein Gen-abhlngiges Ferment. 

Auch fur die F l a v o n o l - S y n t h e s e  kann ein lhnliches 
Schema aufgestellt werden : 

(?)whrr 71sce;ly 
'I" n b C 

/ 
\ 

- + Quercetin - + .4 - + B 7 - --+ Voratiife: 

\ i 
I Ktiarnnose\ \ 

)Rutinose ~ - 'Rntin - 

d Glukose/ IU 
runo 

Es liegen verschiedene Anhaltspunkte dafur vor, daD Isorhamne- 
tin und Paonin eine gemeinsame Vorstufe haben. Weiter ist be- 
kannt, daB vom Quercetin bis zur Entstehung dieser Vorstufe 3 
Gene (a, b, c) den Ablauf dieser Synthese bewerkstelligen. Die 
Zwischenprodukte sind jedoch wie die Vorstufe unbekannt. Die 
Termonbildung aus der Vorstufe wird von den Genen irha bzw. 
pae gesteuert. Die Bildung von Rutin ist am genauesten unter- 
suchtZ0). Von der Synthese der I-Rhamnose an, die sich mit d- 
Glukose zu Rutinose verbindet, ist gesichert, daB aus Rutinose 
mit Quercetin schlie6lich Rutin entsteht. 3 Gene (rha, run0 und 
ru) steuern diese Vorginge. Von jedem dieser Gene hlngt  ein 
spezifisch wirkendes Enzyrn ab. 

Diese Farbstoffe und deren Derivate sind a u s s c h l i e 6 l i c h  
bei Chlamydomonas eugametos und. den ihr nahe verwandten Ar- 
ten wirksam. Bereits entfernter verwandte Chlamydomonas-Ar- 
ten oder andere Algen bilden wahrscheinlich andere Stoffe. Dar- 
aus erklart sich auch die gro6e Spezifitlt dieser Stoffe, wenn sie 
die Wirkung natiirlicher Filtrate ersetzen sollen. Ob die aus den 
Geschlechtsorganen des Crocus (Narben und Pollen) isolierten 
Farbstoffe auch far den Ablauf des Sexualaktes dieser Pflanze 
eine Bedeutung haben, ist nicht bekannt. 

IX. Flavonole als Sterilitatrstoffe be; einer Bliitenpflanze 

Sterilitatsphlnomene sind im Pflanzenreich keine Seltenheit. 
DaB die physiologische Ursache dieses Verhaltens in der Bildung 
eines bestimmten Wirkstoffes zu suchen ist, ist erstmalig bei 
Chlamydomonas erkannt worden. R u t i n  ist nun aber auch der 
gelbe Farbstoff der Blllten von Forsythia-Strauchern. Von die- 
sem Fruhjahrsbluher ist bereits seit 1894 bekannt, daO er eine 
besondere Art der Sterilitat besitzt. Gesunder Pollen keimt nicht 
auf der normalen Narbe einer Zwitterbliite aus. Auch bei uber- 
tragung des Pollens auf Narben anderer Bliiten des gleichen 
Strauches kommt es nicht zu Samenansatz, d. h. Forsythia i s t  
s e l b s t s t e r i l .  Von Forsythia gibt es innerhalb e i n u  Art stets 
2 Typen von Strluchern. Bei einem Typ iiberragt in den Bliiten 
der Griffel die kurzgestielten Staubbeutel (= Langgriffler-Blti- 
ten). Bei dem anderenTyp iiberragen die langgestieltrn Staubbeutel 
den kurzen Griffel (= Kurzgriffel-Bltiten). Diese morphologische 
Verschiedenheit des Bliitenbaues wird H e  t e r o s t y l i e  genannt. 
2 2 )  F .  Moewus, Portug. Acta Biol. 161 119491; Z. Naturforsch. (irn Druck); 

R.  Kuhti, diese Ztschr. 61 ,  1 b949].  
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Das Sterilitatsverhalten von Forsythia besteht nun darin, 
daB alle Yurzgriffel-Bliiten untereinander steril sind. Das gleiche 
gilt von allen Langgriffel-Bliiten. Samen werden nur gebildet, 
wenn eine Yreuzung von Langgriffel-Bliiten x Yurzgriffel-Bliiten 
zustande kommt. Es gelang, die physiologischen Ursachen auf- 
zu klaren23). 
1 )  Der gelb gefarbte reife Pollen von L- und Y-Bltiten keimt in 

30proz. Rohrzuckerlosung, wenn 0,1% Borslure zugesetzt 
wird. Der wei6liche unreife Pollen (aus Ynospen) von L- 
und Y-Bliiten keimt dagegen ohne Borsaure-Zusatz. fieifer 
und unreifer Pollen sind also nicht nur in der Farbe, sondern 
auch physiologisch verschieden. 

2) Verwendet man ftir Selbstbesthbungen unreifen Pollen, dann 
werden Sarnen gebildet. 

3) WaRrige Extrakte aus zerriebenen, reifen Pollen verhindern 
unreifen Pollen am Auskeimen. Im reifen Pollen miissen also 
Hemmstoffe enthalten sein. Unreifer Pollen enthBlt diese 
Hernmstoffe nicht. 

4) Im eigenen, wlBrigen Narbenextrakt keimt reifer Pollen nicht 
aus. Dagegen ist reifer Pollen zur Yeimung zu bringen, wenn 
man ihn in den Narbenextrakt des anderen Bliitentyps bringt. 
Durch die fremden Narbenextrakte werden offenbar die 
Hemmstoffe des Pollens enzymatisch inaktiviert. 
In den oben beschriebenen Chlarnydomonas-Mutanten stan- 

den Testzellen zur  Verfiigung, die auf kieinste Mengen bestimm- 
ter Flavonole in ganz bestimmter Weise reagieren. Durch diese 
mikrobiologische Methode konnte nachgewiesen werden, daB die 
Pollenkorner Flavonole enthalten. Extrakte aus unreifen Pollen 
von L- und Y-Bliiten enthalten Q u e r c e t i n ,  wie mit quO-Mu- 
tanten (vgl. Ubersicht S. 501) festgestellt werden konnte. In 
Extrakten von reifen Pollen von K-Bliiten verlieren normale 
CNamydomonas-Gameten ihr Yopulationsvermogen. Der Pollen 
enthl l t  demnach R u t i n .  Der Hemmstoff des Pollens von L- 
Bliiten hat  dagegen keine Wirkung auf irgendeine der bisher be- 
kannten Chlamydomonas-Mutanten. Weiter wurde gefunden, daR 
durch die Einwirkung von Narbenextrakten des fremden Bltiten- 
typs auf zerriebenen Y-Pollen und auf zerriebenen L-Pollen in 
beiden Fallen Quercetin enzymatisch entsteht. (Nachweis durch 
quo-Mutante). Es muB also auch der Pollen von L-Bltiten ein 
Quercetin-Derivat enthalten. Nur ist es nicht mit Rutin iden- 
tisch. 
_ _ _ -  

*J) F .  Moewus,  Biolog. Zbl. 6 9 ,  181 [1950]; R. Kuhn, I. Low, Chem. Ber. 
82, 474 [1949]. 

Daraufhin wurden Yeimversuche mit unreifen Pollen in Lo- 
sungen von verschiedenen Flavonolen angestellt. Es ergab sich, 
daR von 14 geprtiften Flavonolen nur 2 die Yeimung unterdriick- 
ten: R u t i n  und Q u e r c i t r i n .  Mit groBer Sicherheit war 
daraus zu schlieBen, daB der Hemmstoff der K-Pollenkorner Ru- 
tin, der Hemmstoff der L-Pollenkorner Quercitrin ist. Bei der 
chemischen Aufarbeitung wurden aus 3,8 g Pollen von Y-Bliiten 
400 mg Rutin isoliert. Aus 4,2 g Pollen von L-Bliiten wurden 
370 mg Quercitrin g e ~ o n n e n ? ~ ) .  

Damit ist die Selbststerilitat von Forsythia physiologisch und 
biochemisch aufge$lart: Yurzgriffel-Bliiten haben Rutin-hal- 
tigen Pollen und in den Narben ein Quercitrin-spaltendes Fer- 
ment. Bei Selbstbestiubung unterbleibt die Pollenkeimung, 
weil Hemmstoff und Ferment nicht zueinander passen. Lang- 
griffel-Bltiten haben Quercitrin-haltigen Pollen und in den Nar- 
ben ein Rutin-spaltendes Ferment. Wieder passen Hemmstoff 
und inaktivierendes Ferment nicht zueinander. Nur bei den 
Yreuzbestaubungen (Bild 6) werden die Hemmstoffe, Rutin bzw. 

Quercitrin, durch die dazuge- - 
horigen Fermente inaktiviert. 
Jetzt konnen die Pollenkorner 
auskeimen und die Eizellen be- 
fruchten. Unreifer Pollen ist 
deshalb nicht gehemmt in sei- 
ner Yeirnung, weil er die Vor- 
stufe der beiden Hemmstoffe, 
nlmlich Quercetin, enthalt. Die 
Hemmstoffe werden erst wlh-  
rend des Aufbltihens syntheti- 

Dild 6. Die Befruchtungsver- 
hdltnisse bei Forsythia intermedta siert. Im Yeimversuch’ der un- 

ter 1 )  beschrieben ist, hat die 
Borsaure die Rolle der inaktivierenden Fermente iibernommen. 

Damit konnte der erste Fall von Selbststerilitat aufgeklart 
werden. Wieder sind es Farbstoffe und Fermente, die hier re- 
gulierend eingreifen. Es ist bekannt, da6 die Selbststerilitat 
durch Gene bedingt ist. ‘Die genetische Seite des Problems ist 
bei vielen selbststerilen Pflanzen (Roggen, Stein- und Kernobst, 
Wee, Lowenmlulchen, Petunien) bereits eingehend untersucht 
worden. Es ist anzunehmen, daR auch bei diesen Pflanzen der- 
artige biochemische Prozesse ablaufen, wie sie bei Forsythia ge- 
funden wurden. Den Farbstoffen, die iiberall in den Sexualorga- 
nen der Bliitenpflanzen vorkommen, mu8 eine wichtige physiolo- 
gische Bedeutung ftir den Sexualakt zugesprochen werden. 

Eingeg. am 8. Mai 1950. [ A  2721 

Uber einen Stoff, der bei der Futterwahl des Kartoffelkafers 
eine RoIle spielt 

Lockstoffe bei  Insekten, 1. Mittei lung 
Von Prof. Dr. G. H ESS E und Dr. R. M E  I E R. Aus dem chern. Laboratorium der Universitat FreiburglBr. 

Es wurde gefunden, daO der  Kartoffelkafer und seine Larve nur das Laub derjenigen Kartoffelsorten fressen, die 
Acetaldehyd enthalten; dabei scheint es sich vor allem urn eine Geschrnackswirkung zu handeln. Nach einer be- 
sonders entwickelten Untersuchungsrnethode wurden die genaueren Einzelheiten bestirnrnt und auch verwandte 

Aldehyde systernatisch untersucht. 

Es gehort zu den merkwtirdigsten Erscheinungen in der Le- 
bensweise vieler Insekten, daB sie entweder nur eine einzige 
(Monophagie, oder nur einige wenige und dann meist nahe mit- 
einander verwandte Pflanzen (Oligophagie) als Nahrung anneh- 
men und eher an Hunger zugrunde gehen, als anderes zu fressen. 
Der Yartoffelklfer und seine Larve sind oligophag; nur vier 
Arten der Gattung Solanum bringen ihnen normales Gedeihen 
vom Ei bis zum fertigen Tier (S. tuberosum, S. marginatum, S. 
rostraturn, S. melongenal)). Einige andere Solanaceen werden 
zwar gefressen, aber die Tiere sterben teils an Hunger (S. de- 
missurn), teils an einer Giftwirkung (Afropa belladonna) friiher 
I) Diese und einige weitere Angaben entnehmen wir der interessanten 

Dissertation von Chun- The Chin, Studies on the physiological relations 
between the larvae of Leptinotarsa decemlineata S a y  and some solanaceous 
plants.  Dissert. Amsterdam; H .  Veemann u. Zonen, Wageningen 1950. 
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oder spater. Die gr0Bte Auswahl griiner Blatter aus anderen 
Gattungen oder Familien, teils dem Yartoffelkraut zum Ver- 
wechseln Bhnlich, werden auch von hungernden Tieren nicht an- 
genommen. 

Man kann sich kaum vorstellen, da6  zum Beispiel die Tomate 
oder der Ylee in ihren Bllttern nicht auch alle jene Nahrungs- 
stoffe enthalten sollten, die zum normalen Gedeihen notwendig 
sind. Was aber die Vitamine oder unentbehrlichen Aminosauren 
angeht, so gilt in der Ernlhrungslehre von den hoheren Tieren 
und vom Menschen eine vielseitige Yost als sicherste Garantie 
der ausreichenden Versorgung. Zudem ist es nicht sehr wahr- 
scheinlich, da6 die eine Yartoffelrasse Solanum tuberosum sie 
alle enthalten, die nahe verwandte Wildkartoffel S. chacoense 
aber unvollstandig damit versehen sein sollte, denn gerade diese 




