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286. Richard Kuhn, Franz Moewus und Gerhard Wendt: 
Uber die geschlechtsbestimmenden Stoffe einer Grunalge. 

1.4US d. Kaiser-Wilhelm-Institut f. medizin. Forschung, Heidelberg. Institut 
f. Physiologie u. Institut f .  Chexnie.: 
(Einge~angcn am 2. August 1939.) 

Die Geschlechtszellen d er Pflanzen rind Tiere sezernieren spezifische 
Stoffe, welche das Wechselspiel zwischen den mannlichen und weiblichen 
Gameten beim Vorgang der Befruchtung stenern. Diese Gametenhormone 
!Befruchtungsstoffe) bezeichnen mir irn Einvernehmen mit Hrn. Prof. M. H a r t  - 
m a n n  abgekurzt als Qamone. Je nachdem der betreffende Stoff von weiblichen 
oder mannlichen Geschlechtszellen abgegeben wird, sprechen wir von Gym- 
und 9ndrogamonen. In  den einzelnen Akten, aus denen sich das Schauspiel 
der Befruchtung zusamniensetzt, treten ,,Anlockungsstoffe"? , ,Beweglichkeits- 
.;t off e' ' ~ , ,Kopulationsstoff e' ' , , ,Adgglutinierungsstoff e' ' u. a. auf den Plan. 

Die ersten Einblicke in die chemische Sa tur  von Gamonen sind an Chlamy- 
ric~monas eugametos f . sim,plezl) iind an -4 rbacia pustulosn 2, gewonnen worden. 
Bei der Grunalge handelt es sich um Carotinoide, beim Seeigel iim einen 
Xaphthochinonfarbstoff. 

Chlaniydomonas euganietos f .  simplex ist diozisch (getrennt-geschlecht- 
Iich) und morphologisch isogani (die mannlichen und weiblichen Ganieten 
besitzen gleiche Gestalt). Der ,,Beweglichkeitsstoff", den die Zellen unter 
dem E in f ld  des Lichtes sezernieren, ist bei den niannlichen und weiblichen 
Gameten offenbar derselbe. E r  1 a t  sich ersetzen durch Crocin, C,,H,,O,, 
(Schmp. 325°). Der biologische Unterschied im Reaktionsvermijgen der 8- 
und 2-Zellen beruht auf der Versehiedenheit der , ,Kopulationsstoffe" : cis- 
Crocetin-dimethylester, C,,H,,O, (Schnip. 141O) und hms-Crocetin-dimetyl- 
ester (Schmp. 222O). Diese werden von den mannlichen iind weiblichen 
Gameten in einem fur jede Rasse erblich genau festgelegten Uischungsver- 
haltnis im Lichte ausgeschieden, niimlich 3, : 

p4 93 Q2 Q' 81 $ 2  (p 34 
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Wie es die morphologische Isogamie von Chlaniydomgnas erwarten lieW 
~piel t  sich die cheniotaktische Anlockung, die zur Gruppenbildung (Kopu- 
lation) fiihrt, zwischen d und P durchaus wechselseitig ab. Die , ,Anlockungs- 
stoffe" sind hier mit den ,,Ropulationsstoffen" ident i~ch.~)  

Beim Seeigel sind die Ganieten bereits auWerordentlich differenziert. 
Das grol3e Ei reagiert mit einem winzigen Spermatozoon. Dieser morpho- 
logischen Anisoganiie entsprechend, sind auch die chemischen Wirkstoffe der 
9- und Q-Zellen ganz verschieden. Man empfindet es als natiirlich und zweck- 
maBig, dal3 die Chemotaxis hier einseitig voni schweren Ei ausgeht, auf das 
die leichten Spermatozoen zuwandern. I n  der Tat enthalten bei Arbacia nur 
die Eier ein chemotaktisches Garnon, das Echinochrorn, C,,H,,07 (Schnip. 
L20°1. In  den milchig-weiBen Spermatozoa findet sich keine nachweisbare 
Menge eines vergleichbaren Farbstoffs. 
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Keben den beim eigentlichen Vorgang der Befruchtung wirkenden Ga- 
monen werden, wie im folgenden gezeigt wird, von Gameten noch anders- 
artige Stoffe ausgeschieden, namlich solche, die fur die Geschlechtsbestimm uxg 
bei gemischt-geschlechtlichen Organismen entscheidend sind. 

Die Erscheinung der Gemischtgeschlechtlichkeit 5, findet man bei zahl- 
reichen Protisten und Thallophyten sowie bei hoheren Pflanzen und wirbel- 
losen Metazoen. Sie komnit nicht nur bei Lebewesen mit morphologisch 
isogamen Geschlechtszellen vor. sondern auch bei Organismen, deren mann- 
liche und weibliche Gameten bereits weit differenziert sind. In fast allen 
Fallen dieser Art erfolgt die Bestimmung des Geschlechts niodifikatorisch. 
d. h. durch ,,.%uBenfaktoren". Diese entscheiden dariiber, oh die genetiscli 
gleichartigen Zellen, welche eine bisexuelle Potenz besitzen, niannliche oder 
weibliche Eigenschaften annehmen. 

Nach F. Moewuse) kann man in der nionozischen (gemischtgeschlecht- 
lichen) Kultur von Protosiphon botryoides, einer Griinalge, das Verhaltnis 
J:Q durch Anderung der Temperatur und des pIi verschieben. In saurer 
Losung nimnit die Zahl der +-Gameten, in alkalischer diejenige der --Ga- 
meten zu. Diese Wirkung laBt sich durch Filtrate der diozischen (getrennt- 
geschlechtlichen) Kulturen ad3erordentlich verstarken, so daB die Zwitter- 
form von Protosiphon botryoides nach Belieben vollig in die getrenntgeschlecht- 
lichen Formen verwandelt werden kann : versetzt man die monozische Form 
hei saurer Reaktion niit dem Filtrat von + Gameten, so entstehen ausschlie1.3- 
lich +-Gameten; gibt man bei alkalischer Reaktion das Filtrat von --Ga- 
meten zu. so werden nur --Gameten gebildet. Die chemische Natur der in 
den Filtraten enthaltenen Wirkstoffe ist unbekannt geblieben. 

Sehr vie1 schoner lassen sich nun, wie F. MoewusS) neuerdings gefunden 
hat, diese Erscheinungen der nichterblichen Geschlechtsbestimmung bei der 
Griinalge Chlamydomonas eugametos f .  synoica studieren. Diese ist morpho- 
logisch isogam und, wie schon der Name besagt, monozisch. Sie steht der 
diozischen Alge Chlamydomonas engametos f.  simplex, deren Gamone bekannt 
sind, nahe. Darauf griindete sich unsere Hoffnung, gerade hier einen Ein- 
blick in das chemische Wesen der Determinierung des Geschlechts geminnen 
zu konnen. 

Die Valenz (Starke) der synoica-Gameten ist 1, so daB sie mit den diozi- 
schen Q1- und &Gameten auf gleicher Stufe stehen. Gberdies sind 2 sub- 
heterozische Formen bekannt s ) ,  d. h. solche, bei denen einmal stets mehr 
weibliche als mannliche Zellen, das anderemal stets mehr mannliche als weib- 
liche Gameten gebildet werden. so daB man uber die vollstandige Reihe ver- 
fugt : Q diozisch, Q subheterozisch, monozisch, d subheterozisch, 3 diozisch. 
Gegeniiber Protosiphon bedeutet es auch einenvorteil, daS man die Chlamydo- 
monas-Gameten nicht nur als f und - unterscheiden kann, sondern durch 
Kreuzungsversuche mit anisogamen Arten genau weifi, welche Zellen rnann- 
lich und welche weiblich sind. 

Wird  C h l a m y d o m o n a s  e u g a m e t o s  f .  s y n o i c a  mit  dem F i l t r a t  de r  
Q1-Gameten ve r se t z t ,  so werden al le  Zellen w e i b l i c h ;  g i b t  man 
d a s  F i l t r a t  de r  $-Gameten z u ,  so e r h a l t  m a n  l a u t e r  rnunn l i che  
Zellen. Es ist in diesem Falle nicht notwendig, Anderungen der Temperatur 

6, &I. H a r t m a n n ,  Geschlecht u.  Geschleclitshestimmung im Tier- und Pflanzen- 
reich, W a l t e r  de G r u y t e r  & Co., Berlin 1939. 

') Biol. Zbl., in1 Druck [1939]. 
6, Biol. Zbl. 66, 293 [1935]. 

*) F. Moewus,  Arch. Prot. 83, 98 [l934]. 



1704 K u h n ,  M o e w u s ,  W e n d t :  Ober die [Jahrg. 72 

bzw. der Wasserstoffionenkonzentration zu Hilfe zu nehmen. Der geschilderte 
Grundversuch von F. Moewus') zeigt, daB die Gameten geschlechtsdeter- 
minierende Stoffe abgeben. Die geschlechtsbestimmenden Stoffe werden im 
folgenden kurz Termone genannt werden. Der das mannliche Geschlecht 
determinierende Faktor wird als Androtermon, der das weibliche Geschlecht 
determinierende als Gynoterlrron bezeichnet. 

Es war noch nicht moglich, diese Wirkstoffe aus den aktiven Filtraten 
zu isolieren. Ihre Konzentration darin ist von derselben GroBenordnung wie 
diejenige der Bern-eglichkeits- und Kopulations-gamone, von denen sich rund 
I nig in 1000 1 Zellfiltrat spektroskopisch nachweisen lieB1). Es komnit hinzu, 
daB die Termone allem Anschein nach keinen F'arbstoffcharakter besitzen. 
Sie sind auch nach langdauernder Einwirkung von blauem und violettem 
Licht noch in voller Wirksamkeit nachweisbar, wenn die Kopulations-gamone 
schon langst durch Ubergang in trans-Crocetin-dimethylester (Bndstufe KO) 
vollig inaktiviert sind. 

Immerhin war es uns moglich, an den aktiven Filtraten eine Reihe von 
Bigenschaften der geschlechtsdeterminierenden Stoffe experimentell zu er- 
mitteln, welche bemerkenswerte SchluBfolgerungen gestatten : 

1) r)as A n d r o t e r m o n  i s t  a t h e r l o s l i c h  und mi t  Wasserdampf 

2j Das G y n o t e r m o n  laWt s ich der  waBrigen Losung durch  a t h e r  
n i c h t  entz iehen  u n d  n i c h t  mit  Wasserdampf verfliichtigen. 

3 )  Durch  Erh i t zen  m i t  verd. Schwefelsaure oder  mi t  verd. 
Bary twasser  wird der  d a s  w e i b l i c h e  Geschlecht  bes t im-  
mende Stoff zers tor t .  H a n d  i n  H a n d  niit d ieser  I n a k t i -  
r i e r u n g  t r i t t  der  das m a n n l i c h e  Geschlecht  bes t immende  , 
ather losl iche und  m-asserdampf-fliichtige Stoff auf. 

Jis wurde wahrscheinlich, daU das Gynotermon zum Androtermon im 
\-erhaltnis von Glykosid zu Aglykon steht. Es ist zwar ungewohnlich, daB 
Glykoside auch durch verd. Alkalien gespalten werden, doch erinnerten wir 
uns, daB das Pikrocrocin, der Bitterstoff des Safrans, ein solches Verhalten 
zeigt. Die Spaltung des Pikrocrocins in Safranal und d-Glucose stellt keine 
gewohnliche Hydrolyse dar, sondern vollzieht sich ohne Aufnahme von Wasser 
nach der Gleichung : C,,H,,O, -+ Cl0H,,O + C,H,,O,. 

Die Priifung von krystallisiertem Pikrocrocin a u s  Sa f ran  (Schnip. 
152---153O) hat ergeben, daB dieses Terpenglykosid das Gynotermon von 
Chlamydomonas zu ersetzen verniag. Bringt man synoica-Zellen in eine 
Losung, die 0 . 0 2 ~  oder mehr Pikrocrocin in 1 ccin Wasser enthalt, so sind 
nach  10 Min. a l le  Zellen gegeniiber ;,-Gameten kopula t ionsfah ig ,  
d. h. sie sind weiblich geworden. 

Yun wurden je 0.1 mg Pikrocrocin, die in 25 ccm Wasser gelost waren, 
einmal mit 50 ccm 2-proz. Schwefelsaure, das andere Ma1 mit 50 ccm 3-proz. 
Bariumhydroxydlosung versetzt und der Wasserdanipfdestillation unter- 
worfen, so daB im Laufe von 20 Min. je 100 ccm iibergingen. Beide Destillate 
zeigten keine Spur von Gynotermon-Wirkung mehr, sie waren dafiir im 
Androterinon-Test hochaktiv. A1 le  s y n oi ca-  Z ell en wu r de n u n  t e r  
dem EinfluB des  Safranals mannl ich  und kopulierten mit den 2'- 
Gameten. Die Grenze der Wirksamkeit wurde erst erreicht, nachdeni die 
Destillate rund 100 000000 fach verdiinnt worden waren. l'ersuche mit 
Safranal, das durch Spaltung von reinstein Safranal-semicarbazon (Schmp. 

f 1 u c h t i g . 
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1740) rnit Phthalsaureanhydrid frisch hergestellt wurde, haben dieses Ergebnis 
bestatigt. Da die Zelldichte von Chlamydomonas eugametos f .  synoica 
2 x 1 0 6  Zel1en:ccm betrug, ergibt sich, daB 10-20 Nolekeln Safranal inistande 
sind, 1 Zelle mannlich zu determinieren. 

Die Wirkung des Safranals ist hochst spezifisch. Citral, a-Cyclocitral 
und P-Cyclocitral, die aus reinsten Semicarbazon-Praparaten durch Spaltung 
mit Phthalsaureanhydrid und rnit verd. Schwefelsaure hergestellt wurden, 
waren bis zu l09-mal hoheren Konzentrationen ohne jede determinierende 
Wirkung. In  Ahbetracht dieser Spezifitat und der hohen absoluten Wirk- 
samkeit halten wir es fur wahrscheinlich, da13 das von den Gameten ausge- 
schiedene Androtermon rnit Sa f rana l  i den t i sch  ist. 

Das Gynotermon der aktiven Filtrate kann jedoch nicht Pikrocrocin sein, 
obwohl dieses gleichartig wirkt . Waren beide Stoffe identisch, dann sollten Losun- 
gen von ltryst. Pikrocrocin und Filtrate von 21-Zellen, die auf gleiche Aktivitat 
im Gynotermon-Test eingestellt sind, nach Hydrolyse rnit verd. Schwefelsaure 
oder rnit verd. Barytwasser auch im Androterrnon-Test gleiche Wirksamkeit 
zeigen. Man findet jedoch eine Diskrepanz von mehreren Zehnerpotenzen. Fur 
die folgenden Versuche wnrde ein Filtrat von G-l-Gameten verwendet , dessen 
Gynoterrnon-Wirkung genau so grolS war wie die einer 0.0004-proz. Losung 
von kryst. Pikrocrocin aus Safran in Wasser ; die Grenze der Wirksamkeit 
war in beiden Fallen nach einer Verdiinnung von 1:200 erreicht. 

Je 2.5 ccm wurden a) rnit SO ccm 2-proz. Schwefelsaure, b) mit 50 ccm 
3-proz. Barytwasser versetzt. Hierauf wurde rnit Wasserdampf destilliert 
his nach 20 Min. je 100ccm iibergegangen waren. Die folgenden Zahlen 
geben an, wie stark die 3estillate verdiinnt werden mdten ,  bis die Grenze 
der Androtermon-Wirkung erreicht war. 

~ -~ ~- -~ 
I Nach Hydrolyse 1 Nach Hydrolyse Ausgangslosung 
I init H,SO, rnit Ba(OH),  
I Nach Hydrolyse 1 Nach Hydrolyse 
I init H,SO, rnit BaiOH),  

Ausgangslosung 

Q1-Filtrat 10 000-fach 10 000-fach 
kryst Pikrocrocin ~ 10000000-fach 10 000 000-fach 

-\nscheinend wird also aus Pikrocrocin 1O3-rnal mehr Safranal gebildet 
als aus dem aktiren Chlaniydomonas-Filtrat . Daraus ist zu schliefien, daB 
im F i l t r a t  e in  Gynotermon en tha l t en  i s t ,  d a s  1000-ma1 wirk-  
Samer i s t  a l s  der  a u s  Sa f ran  i so l ie r te  Bi t te rs tof f .  Wir vermuten, 
dafi es sich um eine dem Pikrocrocin ganz analog gebaute Verbindung handelt, 
die an Stelle der Glucose einen anderen Zucker enthalt, vielleicht Gentiobiose 
oder ein ahnliches Disaccharid. 

F ~ r  die Vorstellung, da13 das Androtermon mit Safranal identisch, das 
Gynotermon jedoch vom Pikrocrocin aus Safran verschieden ist, gibt es noch 
einen anderen wichtigen Anhaltspunkt : 

Die Grenze der Wirksamkeit von Pikrocrocin aus Safran liegt bei einer 
\-erdiinnung von 8 x 1012 Molekeln/ccm. Da ein unter Standardbedingungen 
hergestelltes el-Filtrat 1000-fach verdunnt werden m d ,  his diese Grenze 
erreicht wird, miil3ten darin 8 x 1015 Molekeln Pikrocrocin/ccm enthalten 
sein. Entsprechend der durchwegs eingehaltenen Zelldichte von 2 x 1 O6 Ga- 
metenkcni niul3te jede Zelle 4 x lo9 Molekeln Pikrocrocin ausscheiden. 
Diese Zahl ist ganz unwahrscheinlich. Denn wir wissen aus friiheren Ver- 
suchen, daB die Gameten unter den eingehaltenen Bedingungen nur 4 x 106 
b'folekeln cis- und trans-Crocetin-dimethylester ausscheiden. Nach R. K u h  n 
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Nr. 9319391 Beschlechtsbestir?l.menden Stoffe einer Grunalge. 1707 

und A. Wint  ersteing) stellen Crocin und Pikrocrocin Zerfallsprodukte 
eines Carotinoids mit der norinalen Zahl von 40 C-Atornen, des Protocrocins. 
dar. Dieser Hypothese entsprechend ist das molare Verhaltnis Farbstoff : 
Bitterstoff in frischem Safran annahernd gleich 1 : 2 gefunden worden. Bei 
Chlamydomonas m d t e n  nach der eben angestellten Rechnung 4 x 7 09/4 x 106 
= 1000-ma1 mehr Molekeln Pikrocrocin als Crocin (Crocetin-dimethylester) 
auftreten. Diese Schwierigkeit fallt sofort weg, wenn inan die Annahme macht, 
daB das Gynotermon 1000-ma1 wirksamer ist als das Pikrocrocin. Man konimt 
so zu der aus ganz unabhangigen Versuchen oben bereits gezogenen SchluB- 
folgerung und bleibt in Ubereinstimmung mit der Zerfallshypothese von 
R. K u h n  und A. Winters te in:  je Mol. Crocin (Crocetin-dimethylester) 
wird auch bei Chlamydonionas rund 1 Mol. einer pikrocrocinahnlichen Ver- 
bindung gebildet. Der biologische Test ist nicht genau genug, um zu ent- 
scheiden, ob eine Abweichung von dem theoretischen Verhaltnis 1 : 2 vorliegt. 

Die chemischen Zusammenhange zwischen den Befruchtungsstoffen 
(Gamonen) und Determinierungsstoffen (Termonen) von Chlamydomonas 
eugametos f.  simplex sind auf S. 1706 (Tafel) zusammenfassend wiedergegeben. 
Man wird bewundernd erkennen, mit welcher Vielseitigkeit und Vollstandig- 
keit . die Natur alle physiologisch auftretenden Spaltstucke eines Carotinoids 
in den Dienst der Geschlechtsfunktionen dieser Griinalge gestellt hat. Aus 
deni Formelbild des Proto-Crocins leiten sich samtliche bisher bekannten 
Sexualstoffe von Chlamydomonas ab : ,,Beweglichkeitsstoff", ,,Anlockungs- 
stoffe' ' , , ,Kopulationsstoffe" , , geschlechtsbestimmende Stoffe" . 

Es ist gewiB kein Zufall, daB gerade der Safran sich als so reiche Quelle 
pflanzlicher Sexualstoffe erwiesen hat, stellen doch die Narben  von Crocus 
sa t ivus  selbst Geschlechtsorgane dar. Man darf daher erwarten, daB die 
von uns an einer Grunalge studierten Gamone und Termone auch noch bei 
hoheren Pflanzen von Bedeutung sein werden. 

Wenn wirklich Safranal und Pikrocrocin geschlechtsbestimmende Stoffe sind, 
dann mllB man erwarten, daB unter ihrem EinflllB die synoica-Zellen dazu ge- 
bracht werden, das fur die G1- und $-Gameten charakteristische und  sons t  
e rb l ich  f es tgelegte  Verhaltnis von c is- :  trans-Crocetin-dimethyl-ester aiiszu- 
scheiden. Wir haben gefunden, da13 das tatsachlich der Fall ist. Die weiblich 
determinierten Gameten sezernieren cis- :trans- = 65 : 35, die mannlich deter- 
minierten 35 : 65. Auch bei Chlamydomonas dresdensis, die monozisch ist und 
deren Ganieten die Starke 3 haben, lie13 sich dieser Beweis erbringen. Nach Bin- 
wirkung von Pikrocrocin wurde cis- : trans- = 85 : 15 und nach Vorbehandlung 
mit Safranal cis- :trans- = 15 : 85 ausgeschieden. In  bezug auf alle Einzelheiten, 
das interessante Verhalten der subheterozischen Formen usw. verweisen wir 
an dieser Stelle auf die im Druck befindliche Abhandlung von F. Moew-us'). 

Von allen bisher bekannten Sexualhormonen unterscheiden sich Safranal 
und Pikrocrocin dadurch, daB sie nicht die sekundaren sonder die pr im a re  n 
GeschlechtsmerkmaleiO) bestimmen. Die Aussichten zzlr Synthese des 
Pikrocrocins und verwandter Verbindungen sind leider gering. Das Safranal 
konnte dagegen durch Dehydrierung von P-Cyclocitral von K. K u h n  und 
G. Wendtll) bereits kiinstlich dargestellt werden. So ist - 3 Jahre ehe die 
biologische Bedeutung erkannt wurde - die Syntbese des ersten geschlechts- 
bestimmenden Stoffes schon ausgefuhrt gewesen. 

9, B. 65, 344 [1934;. 
l o )  Definition: C. C l a u s ,  K. Grobben,  A. Ki ihn ,  1,ehrb. d .  Zuologie, 10. Aufl., 

J .  S p r i n g e r  1932, S. 90. 11) B. 69, 1549 [193Gj. 
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