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Erster Teil: Beschreibung des Polymorphismus.
I. Beschreibung der Pieridenpuppe.

Die Puppe von Prieris brassicae zeigt eine griinlichweiBe bis graue
Farbung mit schwarzer Fleckenzeichnung. Diese Firbung beruht
auf der Einlagerung von Farbstoffen in der Hiille, und zwar eines
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dunklen, schwarzen oder braunschwarzen Farbstoffs, der in der
sufleren Schicht, der Cuticula, eingelagert ist, wie schon von PouLToN
(1887) und PeTeERsEN (1891) angegeben wird, und eines griinen in
den Zellen der Hypodermis befindlichen Farbstoffs. In der ZuBeren
Schicht, der Cuticula, befindet sich auch ein gelber Farbstoff (gelbe
Fleckenzeichnung), der uns aber weiter nicht beschiftigen wird und
den ich hier nur der Vollstindigkeit halber erwihne.

Der dunkle Farbstoff bildet einerseits die mit freiem Auge sicht-
bare charakteristische Fleckenzeichnung, endererseits das scheinbar
diffus in der Grundfarbe verteilte Pigment, welches den grauen Ton
derselben bedingt. An den Stellen, die frei von dem schwarzen Farb-
stoff sind, ist die Cuticula durchsichtig, etwas gelblich tingiert und
148t die hypodermalen Pigmente, den griinen Farbstoff durchschim-
mern, daher der griinlichgraue Ton der Grundfarbe.

a) Die mit freiem Auge sichtbare Fleckenzeichnung besteht in
einer Reihe groBerer Flecken auf der dorsalen vorspringenden Me-
dianlinie, die an den vorderen Segmentgrenzen angeordnet sind, zwei
Reihen von Flecken parallel mit denen der Mittellinie an den seit-
lichen Grenzen der dorsalen Segmenthilften und einem Querband in
der Mitte des Korpers zwischen Brust- und Hinterleibsegmenten, von
regelmiBig angeordneten schwarzen Pigmentfigcken. Zwischen diesen
Reihen groflerer Flecke treten auf jedem Segment etwas kleinere,
aber noch immer mit freiem Auge sichtbare Pigmentflecke auf. Eben-
so sind auch auf den Fliigelscheiden und der Unterseite Pigment-
flecke und -striche zu sehen.

b) Diffus verteiltes schwarzes Pigment in der Grundfarbe.

Der graue Ton, den die Grundfarbe zeigt, 19st sich schon bei
Betrachtung mit der Lupe und selbst bei genauerem Zusehen mit
freiem Auge in kleine schwarze Piinktchen auf, die an manchen Stellen
mehr, an anderen weniger dicht nebeneinanderstehen. Bei stirkerer
VergroBerung — es wurde hierbei ein Stiickchen der Hiille ganz ein-
fach aus einer lebenden Puppe herausgeschnitten und unter dem
Mikroskop betrachtet — sehen wir die Chitinhiille von einem Netzwerk
anastomosierender horizontal verlaufender Kanéle durchsetzt (Horizon-
talstrukturen des Chiting, vgl. BIEDERMANN: Stiitz- und Skelettsub-
stanzen in WiNTERSTEINS Handbuch der Vergleichenden Physiologie),
in deren Kreuzungspunkte die schon mit der Lupe sichtbaren schwar-
zen Punkte sich befinden.

Die dunklen Punkte lassen bei woch stirkerer VergroBerung
einen weiBlen Fleck in ihrer Mitte erkennen, in welchem bei lang-
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samem Senken des Tubus ein schwarzes Piinktchen erscheint, das
bei weiterem Senken immer groBler wird und die Stelle des weiBlen
Fleckes ganz einnimmt. Diese Erscheinung 4Bt vermuten, daB wir
es mit einem vertikal die Cuticula durchsetzenden Kanilchen zu tun
haben, um das herum sich das Pigment abgelagert hat. Die groBen
schwarzen Flecken, die mit freiem Auge dichtbar sind, lassen meh-
rere solcher weillen Flecke erkennen, sind also durch eine Ansamm-
lung mehrerer Porenkanilchen entstanden. Bei Zusatz eines Tropfen
Wagsers sieht man beim Heben des Tubus, daB aus jeder Pore sich
ein Haar erhebt. Das stimmt mit den Beobachtungen PETERsENs
{1891) iiberein, der solche Haare, in deren Umkreis sich das schwarze
Pigment gblagert, an der Pappenhaut von Pieris brassicae beschrie-
ben hat:

»Wie schon von LEypig, SEMPER und anderen zur Geniige klar-
gelegt ist, nehmen die Haare aus Hypodermiszellen ihren Ursprung.
Diese Zellen durchsetzen mit halsartiger Verlingerung die Chitin-
schicht und tragen an der Spitze das Haar, das mit seiner #uBeren
Chitinbekleidung unmittelbar in die Cuticula des Integuments iiber-
geht; an dieser Ubergangsstelle wird ein Chitinring gebildet, der bei
der Raupe von Brassicae auf einer papillenartigen Erhebung sitat.«

»Bei den Puppen von Brassicae, Rapae und Urticae ist die ganze
Oberfliche mit feinen Hirchen bedeckt, und diese stehen im engsten
Zusammenhange mit den Fleckenzeichnungen oder Verdunkelungen
der Cuticula, indem die letzteren zuerst von den Haarwurzeln ihren
Ursprang nehmen und sich von hier in geringerem oder weiterem
Umkreise verbreiten.«

Die Lokalisation des dunklen Pigmentes in der Puppenhiille ist
durch die soeben beschriebene Struktur des Chitins bedingt, indem
es sich 1) um die Porenkanilchen (Haare), 2) in den horizontal das
Chitin durchsetzenden anastomosierenden Kanilchen ablagert.

Die zwischen dem Netzwerk der Kaniilchen gelegenen Teile er-
scheinen weiBlichgrau bis griin durch den griinen Farbstoff. An
Stellen, wo das Pigment nicht so dicht ist, stellt es sich in ganz
kleinen polygonalen Schollen dar, die durch hellglinzende Felder von-
einander getrennt sind. Es handelt sgich. hierbei um die intimere
Struktur des Chitins (alveoldre), in deren Liicken sich das Pigment
ablagert, denn wir sehen an anderen Stellen, die frei von Pigment sind,
dieselbe Struktur, die ganz kleine sechseckige Felder erkennen laBt.
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Il. Aufstellung von vier Hauptfarbtypen.

Die hier gegebene Beschreibung stellt den Typus der Pieriden-
puppe im allgemeinen dar. Jedoch zeigen die Pieris-Puppen wie
auch die Puppen mancher anderen Schmetterlingsarten, die sich frei
and dem Lichte ausgesetzt verpuppen, starke Schwankungen in be-
zug auf ihre Firbung.

Dieser Polymorphismus in der Farbung der Pieridenpuppe be-
steht in dem Variieren der Menge und Verteilung des dunkeln Pig-
ments, andererseits betrifft er den griinen Farbstoff.

Wir konnen hierbei vier Hauptfarbtypen unterscheiden. Es sind
dies helle, mittlere, dunkle und griine Puppen, von denen die drei
ersten Typen als nichtgriine den griinen schirfer gegeniibertreten:
die nichtgriinen haben die cbarakteristische Fleckenzeichnung, eine
weille bis dunkelgrane Grundfarbe und ein opakes Aussehen, die
grilnen sind fast ganz ohne die mit freiem Auge sichtbare Flecken-
zeichnung, von griiner Grundfarbe und durchsichtigem Aussehen.

Bei Betrachtung dieser vier Typen sehen wir, daB es drei Merk-
male sind, die deren verschiedenes Aussehen bedingen:

1) die Menge des schwarzen Pigments, wobei es einerseits a) die
Zeichnung und andererseits b) das diffus in der Grundfarbe verteilte
Pigment betrifft,

2) das Hervortreten einer griinen Féirbung bei den als griin be-
zeichneten,

3) Durchsichtigkeit oder Undurchsichtigkeit.

1. Menge des schwarzen Pigments.
a. Fleckenzeichnung.

Die im vorigen Abschnitt beschriebene, fiir die Puppe von Pierss
brassicae charakteristische Fleckenzeichnung ist die der mittleren
Puppen.

Die hellen weisen ebenfalls die Fleckenzeichnung auf, die ein-
zelnen Flecken sind jedoch etwas kleiner als bei den mittleren und
weniger zahlreich und die kleinsten unter ihnen nur noch als Piinkt-
chen sichtbar. Die Fliigelscheiden haben ebenfalls kleinere Pigment-
flecke und in geringerer Zahl.

Bei den dunkeln Puppen sind die Flecken groBer, zablreicher
und intensiver in der Firbung, so daB sie den sehr dunkeln Ein-
druck, den die ganz dunkle Grundfarbe bereits hervorruft, noch er-
hohen. Auch die Unterseiten der Fliigel zeigen groBere und zahl-
reichere Flecke. '
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Die griinen Puppen zeichnen sich im Gegensatz dazu durch bei-
nahe vollstindigen Mangel an schwarzem Pigment aus, die charakte-
ristische Zeichnung ist nahezu ganz verschwunden, selbst die Flecken-
reihe, welche die dorsale Medianlinie markiert, ist hier bis auf ganz
winzige Piinkichen verschwunden, und auch diese sind nur noch an
den hinteren Segmenten vorhanden, wihrend der vordere Teil ganz
frei von ihnen bleibt. Nur die dorsale Querreihe von schwarzen
Punkten in der Mitte des Korpers ist auch bei den griinen Puppen
vorhanden, wenn auch die Punkte etwas kleiner sind als bei den
anderen Typen. Auf den Fliigelscheiden ist das schwarze Pigment
nur noch auf ganz winzige und spirlich verstreute Piinktchen redu-
ziert, wihrend die Unterseite ganz frei davon ist.

b. Diffuses schwarzes Pigment in der Grundfarbe.

Die mikroskopische Betrachtung von homologen Stiicken der
Hiille (ich habe sie aus dem mittleren Brustsegment herausgeschnitten)
der vier Puppenfarbtypen zeigt deutliche Unterschiede und macht
das verschiedene Aussehen der Grundfarbe verstindlich.

Bei den hellen Pappen (Taf. VI Fig. 1) sind die dunkeln Punkte
(Porenkanilchen) blofl hellbraun gefirbt, andere gelblich und viele
kaum oder gar micht tingiert und alle mit verwischten Konturen, weil
das Pigment meist nar unmittelbar an der Grenze des Haares ab-
gelagert ist.

Das Netzwerk der ganz durchsichtigen horizontalen Kanile er-
scheint in einer weillichgrauen Grundsubstanz gelagert. Bei Zusatz
von Wasser wird die Cuticula durchsichtig.

Bei den mittleren Puppen haben die Punkte eine schwarzbraune
Firbung (Taf. VI Fig. 2). AuBerdem erstreckt sich das dunkle Pig-
ment, von den schwarzen Punkten ausgehend, teilweise auch in das
Netzwerk von anastomosierenden Kanilen. Die Balken dazwischen
sind hier graugriin.

Bei den dunkeln ist asch das Netzwerk vollstindig von schwar-
zem Pigment erfiillt (Taf. VI Fig. 3).

Bei den griinen Pappen ist das dunkle Pigment ebenfalls schwarz-
braun wie bei den mittleren und dunkeln, jedoch nur auf den Um-
kreis der Porenkaniilchen beschrinkt; alles iibrige 14Bt eine intensiv
griine Grundfarbe hervortreten, in welcher das Netzwerk anastomo-
gierender Kanile sich hellglinzend, durchsichtiz von derselben ab-
hebt (Taf. VI Fig. 4). )

Wir sehen daraus, daB die vier Typen sich in bezug auf die
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Menge (Konzentration) und Verteilung wie auch die Natur des dunkeln
Farbstoffs wesentlich voneinander unterscheiden: am wenigsten und
eigentlich nur in einer hellbraunen Stufe (Farbe) bei den hellen,
wesentlich dunkler, schwarzbraun bei den iibrigen drei Typen, breitet
er sich bei den mittleren von der Basis der Hirchen gleichsam als
Zentrum teilweise in die Peripherie aus, in den von hier ausgeben-
den, netzartig das Chitin durchsetzenden Kanilchen, um bei den
dunkeln sowohl die Punkte als auch das Netzwerk ganz za erfiillen.
Die griinen haben ebenfalls ein schwarzbraunes Pigment, jedoch ist
dasselbe nur um die Porenkaniilchen abgelagert.

Nach dieser Darstellung wiren zwei Moglichkeiten denkbar:
entweder die Verschiedenheiten beruhen bloB auf einem verschie-
denen Zustand der Kontraktion (z. B. griine Puppen) oder Expansion
(dunkle Puppen) einer gleichen Menge schwarzen Pigments (physio-
logischer Farbwechsel}, der durch Erstarrung des Chitins zum Dauer-
zustand wird, oder es handelt sich nicht bloB um eine verschie-
dene Verteilung des Pigments oder mehrerer Pigmente, sondern um
die Ausbildung verschiedener Mengen und verschiedener Stufen der-
selben, was auf eine tiefergehende chemische Verschiedenheit deuten
wiirde.

Diesbeziiglich angestellte chemische Untersuchungen, die im
dritten Teil mitgeteilt werden, deuten darauf hin, dall dieses letztere
der Fall ist.

2. Der griine Farbstoff.

Eine zweite Verschiedenheit betrifft das Auftreten einer griinen
Grundfarbe bei den als griin bezeichneten Puppen, wihrend sie uns
als opakes Weifl bei den hellen, griinlichgrau bei den mittleren
und dunkelgrau bei den dunkeln erscheint.

Wir wollen nun noch einmal kurz zusammenfassend die einzelnen
Hauptfarbtypen charakterisieren:

A. Die hellen Puppen zeichnen sich durch die geringste Menge
schwarzen Pigments aus und undurchsichtige Chitinhiille von weiBler
oder griinlichweifler Grundfarbe.

B. Die mittleren nehmen eine Mittelstellung ein sowohl in be-
zug auf die Menge und Verteilung des schwarzen Pigments als auch
bei manchen durch das Hervortreten eines etwas griinlichen Tones
in der Grundfarbe.

C. Die dunkeln sind ausgezeichnet durch sehr viel schwaches
Pigment, die schwarzen Pigmentflecken sind gréBer und zahlreicher
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als die der anderen Puppen, aber auch die Grundfarbe erscheint viel
dunkler grau infolge viel diffusen schwarzen Pigments, welches die
Poren und Kaniile der Chitinhiille erftllt.

D. Die griinen zeichnen sich durch eine sehr geringe Menge
schwarzen Pigments, wobei die Fleckenzeichnung fast gar nicht vor-
handen ist, durchsichtiges Aussehen und Hervortreten einer griinen
Firbung aus.

Die Haupttypen A, B, C lassen sich den griinen D als Kategorie I
gegeniiberstellen, wobei die bei ihnen vorkommende charakteristische
Fleckenzeichnung, die Undurchsichtigkeit und die nichtgriine Fir-
bung als gemeinsame Merkmale erscheinen gegeniiber dem Fehlen
der Zeichnnng, der Durchsichtigkeit und dem Auftreten der griinen
Firbung bei den griinen.

Innerhalb der einzelnen Typen sind auch Abarten zu beriick-
sichtigen, 80 unter den griinen solche, die blaugriin erscheinen,
ferner [berginge von den griinen zu denen der anderen Kategorie,
zu den hellen oder mittleren, einerseits durch teilweises Undurch-
sichtigwerden der Chitinhiille, indem weille oder gelbe Streifen an
den’ Segmenten auftreten, die das Griin unterbrechen, wihrend der
obere Teil noch unveriindert durchsichtig griin ist, andererseits darch
das Auftreten der schwarzen Fleckenzeichnung; tritt auch noch auller-
dem diffases Pigment in der Grundfarbe hinzu, so haben wir den
Ubergang zu den mittleren. ‘

Diese ﬁbergangstypen gind in gewisser Hinsicht sehr instruktiv,
weil die einzelnen Merkmale, die durch ihr Zusammenwirken das
Aussehen der Puppen und ihre Einreihung in die eine oder die an-
dere Gruppe bedingen, hier getrennt auftreten und so eine Analyse
derselben gestatten: wir konnen hier Durchsichtigkeit und Undurch-
sichtigkeit, Mangel oder Auftreten von schwarzem Pigment, das Her-
vortreten einer griinen Firbung oder nicht Vorhandensein einer solchen
als getrennte Merkmale kennenlernen.

Dadurch entstehen Unterstufen in den einzelnen Hauptgruppen,
die ich bei der Registrierung der Versuche tiber den LichteinfluB}
beriicksichtigt habe (vgl. die Tabellen), und daher mochte ich die-
selben hier aufzihlen:

A. Helle Puppen:

a) die hellsten Puppen mit beinahe weiBer, griinlichweiler
oder gelblichweiler Grundfarbe, gar keinem diffusen schwarzen
Pigmente in der Grundfarbe (mit freiem Auge betrachtet), sondern
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nur opak erscheinendes Weil und mit der normalen schwarzen
Fleckenzeichnung,

b) belle Puppen, nur um eine Spur dunkler als die hellsten
durch etwas diffuses dunkles Pigment, das die Grundfarbe um einen
Ton dunkler erscheinen LiBt. Dieselbe ist auch hier weiBlich, weiB-
lichgriin oder gelblich,

¢) helle Puppen von hellgriinlicher oder gelblicher undurch-
sichtiger Grundfarbe mit geringerer Pigmentierung als bei den hell-
sten. Sie bilden einen Ubergang von den griinen zu den hellsten.

B. Mittlere Puppen:

d) mit grauer oder griinlichgrauer opaker Grundfarbe infolge
des diffus eingelagerten Pigments,
e) mit griiner Grundfarbe und der mittleren Fleckenzeichnung.

C. Dunkle Puppen:

f) Grundfarbe ziemlich dunkel durch diffuses schwarzes Pigment,
so daB sie dunkelgrau erscheint; die Fleckenzeichnung nicht bedeu-
tender, als fiir mittlere Puppen charakteristisch ist,

g) sehr dunkle Puppen: Grundfarbe sehr dunkel (dunkelgrau,
ranchgrau, griinlichgrau), aber auch die schwarzen Flecken und
Punkte sind sehr groB und viel hiufiger.

D. Griine Puppen:

h) gelbgriine Puppen von einem durchsichtizen Aussehen, fast
ganzlichem Mangel an schwarzer Pigmentierung (Zeichnung) und gelb-
lichgriiner Grandfarbe,

i) blaugriine Puppen. Diese sind ebenfalls durchsichtiz und
durch Mangel an schwarzem Pigment sowie durch eine schine blau-
griine Firbung ausgezeichnet,

j) gelbgriine mit beginnender Pigmentierung an den Seiten der
Segmente des Hinterleibes. Die vordere vorspringende Leiste ist noch
immer rein gelbgriin ohne die schwarzen Flecke. Sie haben ein un-
durchsichtigeres Aussehen als die griinen. Das Griin ist bei manchen
durch gelbe Streifung parallel zu den Segmentgrenzen unterbrochen,

k) halbgriine, wobei die obere Hilfte dunkelgriin oder blau-
griin ist, wihrend auf der unteren opakes Weill das Griin unter-
bricht, schwarze Pigmentflecken viel schwicher ausgebildet sind als
bei den mittleren.

Diese hier aufgeziihlten Abstufungen in den Firbungen der Puppen
kamen wohl bei den Registrierungen der Versuche zur Anwendung,
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um ganz genau vorzugehen, jedoch fiir die Klassifizierung der Pup-
pen und die Erforschung der Bedingungen, denen der Polymorphis-
mus unterworfen ist, wo es sich darum handelte, die Kontraste in
den Puppenfirbungen einander gegeniiberzustellen, und namentlich fiir
die chemischen Untersuchungen schien es nicht sehr zweckmiBig,
die vielen feinen Abstufungen und Ubergiinge zu betrachtem, da die
vielen Stufen die Ubersicht erschweren und die Kontraste geradezu
hinfillig machen wiirden. Ieh habe daher die Einteilung der Puppen
von Pierts brassicae in die vier Hauptfarbtypen der hellen, mittleren,
dunkeln und griinen adoptiert.

Ebenso lieBen sich auch die polymorphen Puppen der anderen
Schmetterlingsarten wahrscheinlich auf diese vier Typen reduzieren:
helle, mittlere, dunkle, griice oder den griinen analoge, zu welchen
noch solche mit Metallschimmer hinzukommen, was bei den eih-
heimischen Pieriden nicht beobachtet worden ist.

Was die Hiufigkeit des Vorkommens der verschiedenen Puppen-
farbtypen betrifft, so will ich hierzu als Beispiel die von mir im
Freien gefundenen Puppen anfiihren. Von 369 Puppen waren 90
helle, 158 mittiere, 20 dunkle, 62 griine und 39 Ubergangstypen oder
halbgriine, und zwar zeigten sie sich tibereinstimmend mit der Farbe
ihrer Umgebung. So z. B. befanden sich die hellen Puppen auf den
weilen Musselinsicken, mit denen die Kohlpflanzen eingehiillt waren,
die auf den Blittern verpuppten waren durchweg griin. Die geringe
Zahl ganz dunkler stammt eigentlich nicht aus dem Freien; ich hatte
beim Eintreten der kalten Jahreszeit die mir noch tibriggebliebenen
Raupen aus dem Garten genommen und in Terrarien gegeben, die
ganz dunkel gestrichen waren; die in den Winkeln und auf den
dunkeln (schwarzen) Holzleisten verpuppten Raupen ergaben die
dunkeln Puppen.

Hl. Angaben friiherer Autoren iiber den Polymorphismus.

Diese Tatsache des Polymorphismus mancher Schmetterlings-
puppen und der Ubereinstimmung ihrer Firbung mit der Farbe der
Umgebung hatte schon lange die Aufmerksamkeit der Forscher anf
sich gelenkt und warde als zum Zwecke des Schutzes entstanden
anfgefallt. Auch die Moglichkeit, die Firbung der Puppen experi-
mentell zu beeinflussen, war diesen Beobachtern bekannt; ich will
daher ihre diesbeziiglichen Angaben tiber den Polymorphismus erst
im folgenden Teil, wo auch iiber die experimentelle Beeinflussung
berichtet wird, erwihnen.

Archiv f. Entwicklungsmechanik. XLIII. 7
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Ich mochte hier nur auf die von Pourton (1887) aufgestellte
Skala der polymorphen Puppen von Pieris brassicae eingehen und
sehen, mit welchen von seinen Typen unsere tibereinstimmen.

Er zieht dabei zwei Dinge in Betracht, welche variieren: die
Grundfarbe und die mit freiem Auge sichtbaren Pigmentfiecke, und
danach teilt er seine Puppen in drei Haupttypen (1), (2) und (3),
von denen die erste moch in drei Unterabteilungen («), (3) und {y)
zerfillt:

(1) Das ist die normale Form. Die Grundfarbe ist mehr oder weniger
grau, je nach der Menge von diffusem schwarzen Pigment, welches
die Hohlrdnme der Cuticula erfiillt. Die groBen schwarzen Pigment-
flecke sind fast immer in groBer Anzahl vorhanden, und wenn die
Grundfarbe am dunkelsten ist, so sind auch jene von besonderer
GroBe und Zahl und vermehren den Eindruck des Dunkeln. Die
Grundfarbe kann verschiedene Tone aufweisen: graugriin, orange,
gelb oder ein opakes Weil. Die Fligel und die Unterseite sind
immer heller in der Grundfarbe, doch kionnen die Pigmentflecke ge-
rade in dieser Region griBler sein.

Dieser Typus stimmt mit nnseren nichtgriinen tiberein. »Folgende
Unterabteilungen sind bei diesem Typus zu unterscheiden:«

»(a) Dunkelste Formen mit graugriiner, orange, gelber oder weiBer
Grundfarbe.« Das sind unsere dunkeln.

»(8) Mittlere Formen mit hellerer Grundfarbe und kleineren und
weniger hiunfigen schwarzen Flecken.«

Unter diesen Formen stimmen die dunkleren, die einen grauen
Ton in der Grundfarbe haben, mit unseren mittleren, die hellsten, die
frei von grauem Ton sind und ein opakes WeiBlich- oder Griinlich-
gelb als Grundfarbe aufweisen, mit unseren hellen iiberein.

»(y) Die hellsten Formen dieses Typus, Grundfarbe noch immer
etwas grau, aber die Pigmentflecke sehr klein im Verhiltnis zu «
und B.«

»(2) Die letzte Unterabteilung geht in diese Varietiit tiber, bei der
die Grundfarbe ein opakes Weillichgelb ist, oft mit griinen Bezirken
dazwischen, und die schwarzen Pigmentflecke sind sehr klein. Der
graue Ton ist verschwunden, da das Schwarz in der Grundfarbe bis
auf einzelne ganz winzige Punkte verschwunden ist. Der Eindruck
ist ein sehr heller. Die Fliigel und Unterseite sind am hellsten und
nicht so undurchsichtig wie die Dorsal- und Lateralseite, die Pig-
mentflecken sind an diesen Stellen klein.«

Diese zwei letzteren Typen habe ich nicht so hiufig gefunden
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wie die anderen, sie sind als Ubergiinge von den griinen zu den
hellen, respektive mittleren durch Undurchsichtigwerden der Chitin-
hiille zn betrachten.

»(3) Eine etwas abnorme, aber sehr charakteristische Form mit
einer durchsichtiz aussehenden blaugriinen Grundfarbe, in welcher
die winzigen Punkte und die groBen schwarzen Flecken noch viel
weniger entwickelt sind, als in der letzten Stufe. Die Fliigel und
die Unterseite sind von einem blassen durchsichtigen GelblichweiB -
mit sehr kleinen schwarzen Pigmentflecken.« Diese Stufe stimmt mit
unseren blaugriinen iiberein.

Zweiter Teil: Priifung des Lichteinflusses.

IV. Versuche friiherer Autoren und eigenes Programm.

Die erste diesbeziigliche Beobachtung stammt von T. W. Woop
(1867), der der Entomologischen Gesellschaft in London Puppen von
Papilio machaon, Pieris brassicae und Pierss rapae vorzeigte und tiber
seine jahrelangen Beobachtungen und iiber die von ihm gemachten
Experimente berichtete. '

Er bemerkte, dal bei den in der Firbung variierenden Puppen
gich eine Ubereinstimmung mit der Farbe ihrer Umgebung zeigte,
und glaubt, daB die Puppenhaut einige Stunden nach dem Abstreifen
der Raupenhaut Analogie mit einer photographischen Platte habe.
Von den vorgezeigten Puppen von Pieris brassicae war die auf einem
Blatt gefundene griin, von einer schmutziggrauen Mauer waren alle
von dieser Firbung und, obwohl in groBer Anzahl und in verschie-
denen Hohen verpuppt, war keine einzige griine darunter gewesen,
in einer weilen Schachtel hatte er eine fast weille erhalten. Er
stellte auch griine, rotliche und rauchgraue aus.

MerpoLa (1873) bestiitizte WooDps Beobachtungen an Pieriden-
Puppen, indem auch er fand, daB Puppen von Pieris brassicae und
Pieris rapae an schwarzen Planken gewthnlich dunkler sind, als die
an den Mauern gefundenen. Er hat dabei eine grofle Anzahl von
Individuen zum Vergleich herangezogen. Er gebraucht hier fiir diese
Erscheinung den Ausdruck »>photographic sensitiveness« und kniipft
daran theoretische Betrachtungen.

Eine weitere Beobachtung von Ubereinstimmung der Farbe der
Puppen mit derjenigen ihrer Umgebung stammt von Mrs. M. E. BARBER
(1874) und wurde von CH. DaARwIN der Entomologischen Gesellschaft

*
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in London mitgeteilt. Ihre Versuche beziehen sich auf Puppen von
Papilio nireus ans der Kapkolonie.

RorLanD TriMEN (1889) bestiitigte die Angaben der Mrs. BARBER
durch Versuche an Papilio demoleus, die ebenfalls in Kapstadt hiufig sind.

BorDAGE (1899 und. 1900) wendet sich gegen diese Angaben
TriMENs und leugnet die BeeinfluBbarkeit der Puppen von Papilio
demoleus. Als fiir diese Angaben geradezu vernichtendes Beispiel hebt
er hervor, dall er auf einem braunen Zweig eine griine Puppe ge-
funden hatte, also konne von einer Farbenanpassung keine Rede sein.

Fritz MOLLER (1882) untersuchte die dimorphen Puppen von
Papilio polydamus und berichtet, daB dieselben die Farbenanpas-.
sungsfihigkeit nicht besitzen.

Im Jahre 1887 erschien die Arbeit EpDwWArRD PoUuLTONS »An
enquiry into the cause and extent of a special colour relation be-
tween certain exposed Lepidopterous Pupae and the surfaces which
immediately surround them.«

Seine Experimente beziehen sich auf Vanessa io, Vanessa urti-
cae, die sein Hauptversuchsmaterial bildete, Vanessa atalanta, Papilio
machaon, Pieris brassicae und Pieris rapae (Rhopaloceren) und einige
Arten aus der Gattung Ephyra (Heteroceren). Er fand, daB Vanessa o,
V. urticae, V. atalanta, Pieris brassicae und P. rapae Farbenanpassung
an die Umgebung zeigen, ebenso nach den Angaben der Mrs. BARBER
Papilio nireus und nach TRIMEN P. demoieus. Andere Formen da-
gegen, diesen nahe verwandt, wie Papilio machaon und Papilio poly-
damus, sowie auch die Gattung Ephyro sollen von der Farbe der
Umgebung unbeeinfluBbar sein.

Bis dahin hatte man geglaubt, daB es die frische, feuchte Pup-
penhaut ist, die lichtempfindlich sei, gleichsam eine lichtempfindliche
Platte reprisentiere. PourTon stellte fest, daB die Beeinflussung
durch das Licht schon wihrend des Raupenlebens erfolge, und zwar
in einer ganz bestimmten Epoche desselben, welche er die »Vorbe-
reitungs<- oder »sensible Periode« nannte, die von dem Momente an
beginnt, wo die Raupe sich vom Futter wegwendet, und bis zum Ab-
streifen der Raupenhaut reicht. Wir verdanken PouLTON ganz ge-
naue Aufzeichnungen iiber die Dauer und die verschiedenen Stadien
dieser Periode. Er unterscheidet drei Stadien:

L. Stadium: Die Larve wandert hin und her und sucht sich
einen Platz zur Verpuppung aus (variabler Zeitraum).

IL. Stadium: Die Larve verharrt unbeweglich auf dem gewihlten
Platz, beginnt einen Seidenfaden zu spinnen (Dauer beildufig 15 Std.).
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III. Stadium: Die Larve hingt an dem Seidenfaden (Dauer bei-
laufig 18 Stunden).

Bei den zwei letzteren Stadien ist der Zeitraum konstant und
wihrend derselben erfolgt die Beeinflussung durch die umgebenden
Farben und Lichtverhiltnisse. Durch Ubertragung der Larven von
einer Farbe auf die andere wihrend der Vorbereitungsperiode (»trans-
ference experiments«<) konnte er feststellen, daB die Zeit der hochsten
Empfindlichkeit gegen die Umgebung vom Beginn des II. Stadiums
bis nach dem ersten Teil des III. Stadiums reicht, also erfolge der
Farbeneinflul wihrend eines Zeitraumes von 20 Stunden vor den
letzten 12 Stunden des Raupenstadiums.

Zur Beantwortung der Frage, wie von der Raupe der Lichtreiz
perzipiert wird, stellte er Blendungsversuche an, durch Lackierung
der Augen, jedoch mit negativem Resultat,” indem genau dieselben
Puppen entstanden, wie bei den sehenden unter denselben Lichtbe-
dingungen gehaltenen. Als er die Dornen der Vanessenlarven, in ihnen
die lichtperzipierenden nervisen Endorgane vermutend, abschnitt,
anderte dies ebenfalls nichts an dem Ausfall der Versuche. Er schlo8
daraus, daB die Umgebungsfarben auf die ganze Oberfliche der
Raupenhaut einwirken. Wurde jedoch in seinen »conflicting colours
experiments« die Raupe antero-posterior in verschiedenfarbiger Um-
gebung gehalten, hatte dies keine Zweifdrbigkeit der Raupe zur Folge,
die einheitliche Farbe richtete sich nach der Farbe, die auf das
groBere Areal der Raupenhaut eingewirkt hatte.

Uber seine Versuche und Resultate beziiglich der Farbenan-
passung der verschiedenen Puppenarten, mochte ich des niheren nur
auf seine Versuche und Ergebnisse an Pieriden eingehen. Er lieB
Raupen von Pieris brassicae und P. rapae in Behiltern, die mit schwar-
zem, weilem, rotem, orangefarbigem, gelbem, griinem und blauem Papier
ansgeklebt waren, sich verpuppen. Schwarz ergab dunkle Puppen,
und es zeigte sich, daB stiirkere Beleuchtung die Wirksamkeit der
schwarzen Umgebung erhhe: bei schwarzen verdunkelten Zucht-
zylindern erhielt er nicht so dunkle Puppen, wie wenn diese gleichen
Zylinder dem Tageslicht ausgesetzt worden waren, und diese wurden
in der dunkeln Firbung noch tibertroffen durch die an geteerten Planken
gefundenen, die stirkerem Licht ausgesetzt waren.

Bei Anwendung von weiflem Hintergrund bestand der Effekt in
der Entstehung heller Puppen, und auch hier war der Effekt durch
stirkere Intensitit erhht.

Rot ergab sehr dunkle Puppen.
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Der starke Effekt von Orange in der Verhinderung der Bildung
von schwarzem Pigment in der Cuticula und die Bildung einer griinen
Grundfarbe sei sehr interessant und bemerkenswert, »da die Resul-
tate nicht als Schutzfirbung betrachtet werden konnten«.

Gelb (er verwendete hellgelbes Papier) wirkte in derselben Rich-
tung wie Orange in der Bildung von griinen Puppen, aber der Ein-
fluB war weniger stark.

Griine Umgebung hatte geringeren EinfluB im Produzieren griiner
Puppen als Orange oder Gelb. Trotzdem waren es immerhin be-
merkenswerte Effekte, und zwar protektive.

Blau war ohne jeden speziellen Einflul; die Puppen waren inter-
mediir zwischen der auf sechwarzem und weilem Hintergrund er-
zielten.

SchlieBlich stellte er die gewonnenen Resultate graphisch in
einer Kurve dar, wobei auf der Abszisse die entsprechenden Wellen-
lingen der spektroskopisch untersuchten Farbpapiere, auf den Ordi-
naten die beiliufige Quantitit des schwarzen Pigmentes der verschie-
denen Puppen durch Millimeter ausgedriickt wurden, und bei Betrach-
tung der Farben, welche die Pigmentbildung verzdgern, findet -er,
daB sie gewisse Strahlen gemeinsam haben zwischen 570—590 oder
600 Wellenldnge, die wahrscheinlich von hohem Einflul sind. Der
groBe Unterschied zwischen der Wirkung des Rot und Orange stimmt
mit der Tatsache iberein, daB diese aktiven Strahlen nur von seinem
orangefarbigen Papier reflektiert wurden, sowie auch von seinem
gelben und lichtgriinen.

Es reihen sich Versuche von GRrIFFiTH (1888) und PETERSEN
(1891) an, die unabhingig voneinander, sowie auch von PouLtoX,
zu denselben Resultaten gekommen sind.

GRIFFITH experimentierte an Pieris rapae, und obwohl er viel
blagsere Farben als Pourton verwendet hat und auch die Stirke
der Beleuchtung eine ganz andere war, so erzielte er doch dieselben
Resultate. Besonders interessaut ist die Entstehung griiner Puppen
auf Gelb. Dabei hat er eine kriiftige senfgelbe Farbe benutzt, indes
die von Pourron verwendete viel blasser war.

PeTERSEN stellte Versuche mit Pierds brassicae und Pieris rapae
an. Bei seinen Versuchen mit griinem Papier erhielt er keine ein-
zige griine Puppe, wihrend die im Freien auf Blittern gefundenen
griin sind. Es zeigte sich aber bei der spektroskopischen Unter-
suchung des Papiers, daBl dasselbe gar keine gelben Strahlen reflek-
tierte. Das Griin der Blitter hingegen ist reich an gelben Strahlen.
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Die Resultate zusammenfassend, meint er, man konne den EinfluBl
der verschiedenen Farben in einer Kurve darstellen, welche bei Gelb
ihren Hohepunkt hat, indem dieses am meisten die Ablagerung dunkler
Pigmente in der Cuticula verhindert und zu beiden Seiten abfillt,
und zwar nach der Seite von Rot schneller als nach Violett. >Es
ist zu gleicher Zeit die Helligkeitskurve des Spektrums, und damit
im Einklang steht die Tatsache, daB auch bei Einwirkung von weilem
Licht in stirkeren Helligkeitsgraden die Bildung dunkler Pigment-
flecke in der Cuticula eingeschrinkt wird, wihrend Dunkelheit die-
selbe fordert. Merkwiirdig bleibt immerhin, daB vollstindige Ver-
hinderung von Pigmentbildung in der Cuticula durch gelben und orange
Hintergrund eintritt, wihrend rein weiles Licht bei weilem Hinter-
grunde noch schwarze Fleckenzeichnung erzeugt, wenngleich auch
in geringerem Malle als bei typischen Stiicken.« Weiter bemerkt er
dann: »>Es ist auffallend, daB schon ein sehr helles weilliches Gelb
ausreicht, um eine intensiv griine Fiarbung der Puppe hervorzurufen.«

MEerrIFIELD (1898) stellte Versuche an Papilio machaorn und
Pieris napt an. Gegen die Erfahrungen PourToxs iiber die Unbeein-
fluBbarkeit der Puppen von Papilioc machaor konnte MERRIFIELD an
zahlreicherem Material (72 Puppen) die Lichtempfindlichkeit derselben
feststellen.

Es zeigte sich ferner Pieris napt (mehrere hundert Raupen bil-
deten das Material) auBlerordentlich empfindlich: auf schwarzem Papier
hatte er rauchgraue mit sehr vielen braunschwarzen Flecken er-
halten, ebenso dunkel waren auch die auf dunkeln Stibchen ge-
fundenen. Auf griinen Kohlblittern waren alle griin und ebenfalls
griin oder griinlich die, welche er auf gelbem oder orangefarbigem
Papier sich hatte verpuppen lassen.

Versuche mit 28 Puppen von Pierss brassicae und 40 Puppen von
P. rapae hatten dhnliche Resultate wie die PourTons zur Folge.

PouLroN wies in einer der Demonstration MERRIFIELDs folgen-
den Diskussion auf den starken EinfluB von Orange und Gelb hin,
die seine Vermutung bestitigen, dall bei den grtinen Blittern die von
ihnen reflektierten gelben und orangefarbigen Strahlen es seien, die
die Entstehung griiner Puppen bedinge.

Aus den hier angefiihrten Angaben, welche teils auf gelegent-
lichen Beobachtungen, teils auf eigens mit mehr oder weniger Mate-
rial angestellten Versuchen basieren, geht hervor, daB es moglich ist,
die Farbung von dergleichen polymorphen Puppen experimentell za
beeinflussen, und zwar scheint die Firbung der variablen Puppen
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von der Firbung der Umgebung, in der das Tier sich wihrend des
letzten Raupenstadiums bis zum Ubergang in das Puppenstadium be-
fand, abhingig zu sein.

C. Hess (1912 und 1913), von seinen beziiglich des Gesichts-
sinnes der Tiere vertretenen Ansichten amnsgehend (tiber die fritheren
diesbeztiglichen Arbeiten von Hess, Besprechung und Literaturan-
gaben vgl. H. PrzisraM, Experimentalzoologie V, Funktion 1914 8. 12),
wobei die Sehqualititen der Fische und der niederen Tiere dhnliche
oder die gleichen sein sollen wie die eines total farbenblinden
Menschen, stellt die Fihigkeit einer Farbenanpassung, wie sie von
v. Frisca (1912) an Fischen (Pfrillen und Elritzen) gefunden wurde,
bei diesen und niederen Tieren iiberhaupt in Abrede. Seither sind
durch O. HaemMpEL und KoLMER (1914) Versuche an demselben Ma-
terial, das v. FriscH verwendet hatte, mit #hnlichem Erfolge wieder-
holt worden, und neuerdings haben die von v. Friscu vertretenen
Ansichten durch Versuche an Flachfischen von S. 0. Mast (1915)
eine glinzende Bestitigung erfahren,

Es wirken nach Hrss die Farben in verschiedener Weise ein,
nicht durch ihre verschiedenen Farbqualititen (Wellenliingen), wie es
beim normalen Menschen und den hoheren Tieren der Fall ist, son-
dern nur durch ihren verschiedenen Helligkeitswert (Grauvalenz). Es
goll demnach die Wirkung eines farbigen Lichtes die gleiche sein
wie die -eines auf die entsprechende Lichtstirke gestimmten farb-
losen Reizlichtes.

Infolge dieser von HEss vertretenen Ansichten sehen wir in
vielen Erklirungsversuchen iiber die Farbenanpassung (vgl. BIEDER-
MANN 1914 in WiNTERSTEINS Handbuch der vergleichenden Physio-
logie, S.1818: Theorien der Puppenfirbung) die Tendenz, alle Farben-
anpassungen der niederen Tiere bloB als eine Helligkeitsanpassung
und die Wirksamkeit der verschiedenen Lichtarten als von ihrem
Helligkeitswert bestimmt zu betrachten.

Es schien daher geboten, bei einem Versuch, die Kausalitiit der
Farbenanpassung bei einer Form zu erforschen, in allererster Linie
die Frage klarzustellen, ob wir es mit einer Wirkung der Farbe
(Wellenliinge des Lichtes) oder einer Wirkung der Lichtintensitit zu
tun hitten.

Es schien notwendig, die Hessschen Gesichtspunkte auch auf die
Farbenanpassung der Puppen zu priifen, und zwar die Wirkung
reiner Spektrallichter, wie sie Hess bei seinen Versuchen verwendet,
und dann die Frage zu entscheiden, ob wir in all diesen Wirkungen
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nur den EinfluB verschiedener Helligkeiten oder vielleicht doch der
verschiedenen Farbqualititen zu erblicken hitten. Aber dazu muBten
zuallererst die verschiedemen Angaben itber die Farbenanpassung
der Puppen mit viel mehr Material, als bei den frilheren Versuchen
in Verwendung gekommen war, nachgepriift werden, um den Ver-
gleich auf einer breiten Basis ausfiilhren zm konnen.

Daraus ging das Programm meiner ersten Versuche an Pieris-
Puppen, die in diesem zweiten Teile mitgeteilt werden sollen, klar hervor:

1. Versuchsreihe: Haltung einer sehr groBen Anzabl verpuppungs-
reifer Raupen auf Untergrund verschiedener Farbe.

2. Versuchsreihe: Dasselbe unter Anwendung von Spektrallichtern.

3. Versuchsreihe: Versuche mit verschiedenen Intensititen glei-
cher Farbe.

V. Die Zucht des Versuchsobjektes.

Das Material bestand ausschlieBlich aus Raupen von Preris bras-
sitcae, die ich vom Ei an aufzog. Ich fand die Gelege auf Kohl- und
Krautblittern teils im Garten der biologischen Versauchsanstalt, zum
Teil stammten sie aus der Gartenbauschule in Grinzing, deren Direk-
torin, Frau Yella Hertzka, mir das Absuchen ihrer Kohlanpflan-
zungen nach Raupen und Schmetterlingseiern in dankenswerter Weise
gestattete. Die Weiterzucht erfolgte unter den natiirlichen Bedin-
gungen: es wurden nimlich die Eier oder kleinen Riupchen auf
ihren Fatterpflanzen im Garten der Anstalt belassen oder, wenn sie
von anderswo stammten, mitsamt einem Sttickchen des Blattes, auf
dem sie gefunden worden waren, auf die Kohlpflanzen im Garten
aufgesteckt. Die Kohlpflanzen wurden mit je einem weiflen Musse-
linsack eingehtillt, um die jungen R#Aupchen vor dem Anstechen
durch Schlupfwespen zu schiitzen.

Sie warden auf diese Art bis zum verpuppungsreifen Stadium
gehalten. Sobald sie verpuppungsreif waren und sich vom Futter
wegwendeten, wurden sie unter die verschiedenen Versuchsbedin-
gungen gebracht.

Vi. Eigene Versuche.
1. Versuchsreihe.
A. Farbige Kasten bei diffusem Licht.

Die erste Versuchsreihe galt der Frage, ob tatsichlich bei An-
wendung von verschiedenen Farbeneinflissen unter Zuhilfenahme
einer groflen Menge von Material durchgreifende Unterschiede in den
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Firbungen der Puppen zu erzielen sind, da ja doch immerhin auch an-
dere Faktoren mitspielen konnen, wie Ort der Verpuppung, gegen-
seitige Beeinflussung der Larven, vererbte Tendenzen, Gesundheits-
zustand, die Abweichungen der Puppenfirbung zur Folge haben kinn-
ten. Erst aus der statistischen Zusammenstellung ist zu ersehen,
welches die fiir jede Farbe charakteristische (am h#ufigsten vor-
kommende) Puppe sei.

Die bisherigen Angaben waren nimlich auf eine sehr geringe
Anzahl gesttitzt, und auBerdem spielten Zufilligkeiten, wie Einflull

Fig. 1.

~TZIIEE

Fig. 2.

[t
0,
>

4#3cm

Abnehmbare Glasdecke eines
Kastens,

“Ocm

Schematische Zeichnung eines Kastens.
der Futterpflanze, welche die fritheren Experimentatoren immer eben-
falls in den Versuchskasten gegeben hatten, Anhdufung der Larven
auf einen engen Raum u. a. m., dabei eine grofe Rolle, so daBl von
einheitlichen Unterschieden in den Wirkungen wenig zu finden war.

Methodik: Ich verwendete zu diesem ersten Versuch Holzkasten
von 30 >< 40 em Basis und einer Hohe von 49 em (Taf. IX Fig. 1 zeigt
drei solcher nebeneinander aufgestellten Holzkasten).

Durch eine Glasplatte ist jeder derselben in zwei Abteilungen
geteilt. Boden und Winde sind alle ganz aus Holz bis auf die vor-



Die Puppenfirbungen des KohlweiBlings, Pieris brassicae L. 107

dere Wand, welche aus einem mit Miillergaze iiberspannten Holz-
rahmen besteht. Auf den beiden Seitenwinden sind Ttrchen mit
Reibern angebracht. Die abnehmbare Deeke wird von einer Glas-
platte gebildet, die auf der Innenseite durch schmale ca. 1 em breite
Holzleisten eingefaBt wird (Textfig. 2), die treppenartig vorspringen,
80 dafl dadurch Winkel entstehen; zwei Leisten teilen die Glasplatte
in der Mitte, entsprechend den zwei Abteilungen des Kastens, und
lagsen zwischen sich einen Spalt, in welchen die mittlere Glasplatte
hineinpaBt.

Alle Holzteile (Winde, Leisten, Boden und Tiirchen), alles mit
Ausnahme der Glasplatten und der Miillergaze, wurden mit farbigem
Papier tiberklebt.

Eine schiefe Holzwand iiber der Glasdecke, die ebenfalls mit
demselben Papier beklebt wurde, verhindert, daB unerwiinschtes
Licht gemischter Art in den Kasten eindringt, da es zuerst auf diese
Wand fillt und, von hier reflektiert, durch die obere Glasdecke in
den Kasten gelangt.

Es wurden matte Farbpapiere zum Auskleiden der Kasten ver-
wendet, in folgenden Farben:

Weil} Blau
sehr helles Grau Blaugriin
Gelb Gelbgriin
Perlgrau Orange
Schwarz Purpur (Mischfarbe von Ret und Violett)

(siche die Nuancen auf Tafel VII).

- Zu diesen Versuchen wurde das Tageslicht benutzt, da man mit
kiinstlichem keine so hohen Intensititen erzielen kann. Die Kasten
waren in einem Raum aufgestellt, wo diffuses Licht von oben ein-
fallt, und zwar standen sie nebeneinander auf einem langen Tisch
gerade gegeniiber einem schrigen Oberlichte. Das Licht, das in den
Kasten gelangte, bestand zum Teil aus weillem Licht, das durch die
Gazewand durchgehende und das erst dann von den Winden reflek-
tiert wurde, zum Teil aus von oben, von der schiefen Wand refiek-
tiertem, also vorwiegend farbigem.

Verpuppungsreife Raupen wurden vom Ga1ten hineingebracht
und in die Kasten verteilt. Die Raupen zeigten durchaus keine Ver-
schiedenheiten untereinander, auch wurden sie absichtlich ganz wahl-
los auf die verschiedenen Kasten verteilt, immer zu je 6-—10 oder
hichstens 12 auf einmal in je eine Abteilung, damit sie nicht zu eng
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gedriingt seiem und sich gegenseitig in der Firbung beeinflussen
konnten. Futter warde kein einziges Mal mit in den Kasten gegeben.

Sobald eine Raupe sich verpuppt hatte — dies geschah gewohn-
lich 2—3 Tage nach der Einbringung in den Kasten —, wurde ibre
Lage nebst dem Datum der Verpuppung auf einer Zeichnung, die
einen Plan des betreffenden Kastens darstellte, eingetragen, und da
die frischen Puppen alle griin und noch weich sind, wurden sie erst
am zweiten Tage nach der Verpuppung heruntergenommen und auf
weilles Papier gegeben (ich benutzte dazu den Plan selbst und legte
die Puppen nach ihren entsprechenden Lagen hin) und ihre inzwischen
schon fixierten und definitiven Firbungen miteinander und auch mit
den von PourLToN aufgestellten Typen verglichen und ihre Férbung
mit den PourroNschen Bezeichnungen notiert (Tabelle B).

Die Puppen wurden dann in kleine Schachteln gegeben, die innen
mit demselben Farbpapier in Ficher fur jede einzelne Puppe geteilt
waren, und am Boden des entsprechenden groBen Kastens belassen.
Gleichgefirbte Puppen wurden nun in solche Schachteln gegeben, von
denen die eine mit einer Glasplatte bedeckt wurde, also dieselben Licht-
bedingungen bot, die andere verdunkelt gehalten wurde. Das war, um
zu sehen, ob eine nachtriigliche Veriinderung der Puppe unter versinder-
ten Lichtverhiltnissen eintreten wiirde. Nachdem ich aber gesehen hatte,
daB dies keinen Unterschied mache, 80 unterlieB ich es spiter, nach-
dem ich eine geniigende Anzahl hatte, und die anderen Puppen wur-
den ganz einfach nach Herunternahme von der Stelle der Verpuppung
anf dem Boden des Kastens liegen gelassen.

Immer, wenn durch die Herabnahme der Puppen im Kasten
wieder Platz geschafft wurde, kamen frische Raupen in der ent-
sprechenden Zahl hinein. Durch dieses Vorgehen war es mdoglich,
da ich iber eine ziemlich grofle Raupenzucht verfiigte, fiir diesen
einen Versuch vom 19. August bis zum 18. September 480 Raupen
in den Kasten sich verpuppen zu lassen (Tabelle A).

Die verschiedenen Kasten wurden nicht gleichzeitig aufgestellt,
sondern je nachdem sich aus den gewonnenen Resultaten die Not-
wendigkeit, die Wirkung irgend einer neuen Farbe zu priifen, ergab;
doch nachdem immerfort auch in die schon frither vorhandenen
Kasten frische Raupen zur Verpuppung gegeben wurden und sie also
gleichzeitig verglichen werden konnten, so wurde dadurch kein
wesentlicher Fehler begangen.

Zuerst kamen Weill (Taf. VII Fig. 1) und Schwarz am 21. VIIL
(Taf. VII Fig. 5), Gelbgrtin (Taf. VII Fig. 8) am 19. VIII. und Orange



Die Puppenfirbungen des Kohlweillings, Pieris brassicae L. 109

(Taf. VII Fig. 9) am 23. VIII. zur Aufstellung, um recht scharfe Kon-
traste zu erzielen, was mit Griin und Orange jedoch nicht der Fall
war; sodann Gelb (Taf. VII Fig. 3) am 27. VIII. und Blau (Fig. 6)
am 3. IX, '

Um zu sehen, ob nicht vielleicht die Intensitit des Gelb die
Ursache der Entstehung griiner Puppen sei, wurde eine mittlere
Intensitit zwischen Weill und Schwarz, ein Perlgrau (Fig. 4) gewihlt
(am 10. IX.). Da die erzielte Wirkung leicht von den blauen Strahlen
herriihren konnte, nahm ich sodann ein zweites Gram (am 15. IX.),
das etwas heller war und nicht Blau, sondern eine Spur Gelb ent-
hielt (Taf. VII Fig. 2).

Ebenfalls zur Aufkldrung dieser Frage wurde schlieBlich noch
an Stelle des Gelbgriin ein Blaugriin (Taf. VII Fig. 7) genommen, das
in der Intensitit zwischen Weill und Gelb war, und an Stelle des
Orange ein Purpurrot (Taf. VII Fig. 10), dem Orange in der Intensitit
beinahe gleichkommend, von dem aber keine gelben Strahlen reflek-
tiert warden. Die Anzahl der in die verschiedenen Kasten hinein-
gegebenen Raupen ist eine ungleichm#Bige. Am meisten kamen in den
schwarzen, gelben und weilen Kasten, weil hier die erzielten Kon-
traste am groBten waren und ich sie zu chemischen Untersuchungen
verwenden wollte.

Griin und Orange kommen in der Zahl an zweiter Stelle, weil
sie zweierlei Puppen ergaben und ich darauf kommen wollte, ob
nicht die Lage der Verpuppung (verschiedene Beleuchtung) der be-
stimmende Faktor sei. '

Was das Blau, Blaugrau, Hellgrau, Purpur und Blaugriin be-
trifft, so erwies sich die zumerst hineingegebene Anzahl von 20 oder
30 Puppen als geniigend, da sie sogleich einheitliche Resultate er-
gaben.

Nach AbschluB der ganzen Versuchsreihe wurden alle Puppen
noch einmal miteinander verglichen und die Farbe und vorkommende
Zahl registriert (Tabelle C,.

Ergebnisse der 1. Versuchsreihe.

A. Mit farbigen Kasten bei diffusem Licht.

1) Weifl. Betrachtet man die alle Ergebnisse dieser Versuchs-
reihe darstellende Tabelle C, so zeigt es sich, daB im Wei} die hell-
sten Puppen vorkommen und in der allergroBten Zahl: Unter 76 Pup-~
pen aus dem weilen Kasten ist beinahe die Hilfte, und zwar 35 am
allerhellsten (a) von allen vorkommenden Puppen, was die Grundfarbe
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betrifft, die von einem undurchsichtig erscheinenden Weil, Griinlich-
weil oder -Gelblichwei8 ist, jedoch mit der normalen schwarzen
Fleckenzeichnung; sie entsprechen den hellsten (1 3) PourLtons. Eine
ist noch viel heller mit griinlicher Grundfarbe und viel geringerer
Fleckenzeichnung (1y) Poorrons; 34 sind um eine Spur dunkler (b)
durch etwas diffuses schwarzes Pigment in der Grundfarbe, sie ge-
horen aber mit zu den hellsten vorkommenden Puppen.

FEine verschwindend kleine Zahl, 6, sind etwas dankler durch
etwas mehr diffuses Pigment, sie entsprechen dem Typus der mitt-
leren Puppen (Bd) oder den typischen (13) PouLrons.
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2) Hellgrau. Hellgrau hatte keine einheitlichen Resultate, es
ergab in fast gleichen Zahlen mittlere mit grauer oder griinlichgrauer
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Grundfarbe (d) und andere ebenfalls mittlere mit dunkelgrtiner Grund-
farbe und der normalen Fleckenzeichnung. Ein dritter Teil besteht
aus dunkeln Puppen, solche, wo sehr viel diffuses schwarzes Pigment
die Grundfarbe dunkelgrau erscheinen lafit, wihrend die Flecken-
zeichnung normal ist (f).

3) Gelb. Gelb scheidet ganz aus dieser Reihe aus. Fiir diesen
Kasten sind durchweg griine Puppen charakteristisch. Es sind dies
Puppen, die sehr von dem anderen Typus der undurchsichtigen oder
(1) PouLtoNs abweichen. Sie haben ein durchsichtiges Aussehen,
eine schone gelbgriine Farbe, andere sind blaugriin, und fast gar kein
schwarzes Pigment. Selbst die einzelnen schwarzen Punkte, die sonst
die charakteristische Fleckenzeichnung der Pieris-Puppen bilden, sind
geradezu verschwindend klein und an den meisten Stellen tiberhaupt
nicht vorhanden.

Haltung im gelben Kasten ergab von 103 Raupen, die darin zur
Verpuppung kamen, 78 Puppen, von denen die Mehrzahl diesem Ty-
pus angehort, und zwar 30 gelbgriine und 9 blaugriine. (Taf. VII Fig. 3:
2., 3., 4. und 5. Puppe reprisentieren diesen Typus.) Andere sind eben-
falls gelbgriin, aber mit beginnender Pigmentierung an den Seiten
der Segmente der hinteren Korperhiilfte, wihrend die vordere mitt-
lere Leiste, die sonst Fleckenzeichnung aufweist, noch immer rein
gelb ohne schwarze Flecken ist. Diese Puppen haben auch ein et-
was undurchsichtigeres Aussehen durch gelbe Streifung, die das Griin
unterbricht. Diese diirften mit PourTons (2) tibereinstimmen. Solche
Puppen kommen im gelben Kasten in geringerer Zahl, 20, vor (Taf. VII
Fig. 3, 1. Puppe).
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14 ebenfalls griine oder gelblichgrline zeigten noch etwas mehr
schwarzes Pigment, aber noch immer nicht soviel wie die hellsten in
WeiBl (c) Diese kionnten den (1y) Pourtons entsprechen (Taf. VII
Fig. 3, 6. Puppe).

5 Puppen waren wie die hellsten im weillen Kasten mit gelblich-
weiler Grundfarbe (a).

4) Perlgrau. Perlgrau ergab durchweg Puppen von einer mitt-
leren grauen oder griinlichgrauen Firbung (d), die genau die Mittel-
stellung einnehmen zwischen den weillen und den schwarzen.
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b) Schwarz. Haltung auf Schwarz hatte die dunkelsten Puppen
zur Folge: diffuses schwarzes Pigment lifit die Grundfarbe sehr
dunkel erscheinen.

Die Nuancen der Grundfarbe sind hierbei dunkelgriin, rauch-
grau, grau, griinlichgraun. AuBerdem sind auch die schwarzen Flecken
und Punkte ungewthnlich grof und in vermehrter Anzahl. Der un-
geheure Kontrast zwischen den Puppen aus dem weiBen und aus
dem schwarzen Kasten ist evident. Von 78 Puppen aus dem schwar-
zen Kasten waren 23 golche tiberaus dunkle (g) (Taf. VII Fig. 5: 5. und
6. Puppe).

Eine groBere Anzahl, und zwar 44 Puppen sind etwas weniger
dunkel (f), sind aber immerhin dunkler als die 6 dunkelsten aus dem
weillen Kasten.

Es gibt auch im schwarzen Kasten einige (a), die mit den hell-
sten in Weill iibereinstimmen, aber bloB in der verschwindend ge-
ringen Zahl 3.
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Ferner waren 3 vom blaugriinen Typus (i}, die aber dunkler
sind als die in Gelb, und 2 sogenannte halbgriine, bei denen die
vordere Hilfte mnoch transparent griin ist, die hintere jedoch von
weiBlen undurchsichtigen Streifen unterbrochen. PourtoN hezeichnet
solche Formen als Ubergangstypen zwischen den blaugriinen und den
(1) und bezeichnet sie als (1y).
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6) Blau. Haltung im blauen Kasten hatte durchweg mittlere
Puppen zur Folge mit griinlichgrauer oder grauer Grundfarbe (d); sie
sind etwas heller als die aus dem perlgrauen Kasten (Taf. VII Fig. 6).
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7) Blaugriin. Im blaugriinen Kasten waren alle ziemlich helle
Puppen (b) mit griinlichweiBler Grundfarbe, wie die zweiten hellen
aus dem weiBen Kasten. Keine einzige griine Puppe ist darunter.

Archiv f. Entwicklungsmechanik. XLIII, 8
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9) Orange. Der orangefarbige Kasten ergab ebenfalls dieselben
Arten von Puppen wie der gelbgriine, aber in etwas anderem Zahlen-
verhiltnis; es sind bei einer dhnlichen Gesamtzahl eine viel griBere
Anzahl von blaugriinen (i), und zwar 14 (Taf. VII Fig. 9: 1. u. 2. Puppe
und 8 halbgriine (k) (Taf. VII Fig. 9: 3. Puppe) und vom 1. Typus 20.
Diese sind mit gelblicher, griinlicher oder grauwer Grundfarbe (die
drei letzten auf Taf. VII Fig. 9), sie erscheinen beinahe etwas dunkler
als die aus dem Gelbgriin, und ich weifl nicht recht, ob sie noch zu
den hellen oder schon zu den mittleren zu rechnen sind. A
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10) Purpur. Was den Purpurkasten betrifft, so hatte er sehr
dunkle Puppen, beinahe wie die aus dem schwarzen Kasten zur Folge.
Von 19 Puppen sind 8 dunkle Puppen (f) (Taf. VII Fig. 10: 4., 5. und
6. Puppe), 8 mittlere (d) (Taf. VII Fig. 10: die ersten 3 Puppen), 2 von
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dem Typus der mittleren mit griiner Grundfarbe und normaler schwar-
zer Fleckenzeichnung (e), wie sie auch im hellgrauen Kasten vor-
kommen, und 1 blaugriine (i).

Rekapitulieren wir die aus der 1. Versuchsreihe (farbige Kasten)
gewonnenen Resultate und legen wir auch die Tafel VII dieser Be-
trachtung zugrunde. Dieselbe stellt Puppen aus den verschieden-
farbigen Kasten, die durch die dariiber geklebten Farbmarken ge-
kennzeichnet sind, dar. Die Auswahl der 6 photographierten Puppen
eines jeden Kastens erfolgte unter verhiltnismiBiger Beriicksichtigung
des Zahlenverhiiltnisses, in welchem die in dem betreffenden Kasten
vorgekommenen Typen zur-Gesamtzahl der Puppen dieses Kastens
stehen. Waren zum Beispiel in einem Kasten die Hilfte der Puppen
von einem Typus und die Hilfte von einem anderen, so ist das fiir
die betreffende Farbe auf der Tafel in dem Verhiltnis von 3 zu 3
ansgedriickt; oder bei zwei Dritteilen der einen Art und einem Drit-
teil einer anderen durch das Verhiltnis 4 zu 2 Puppen usw. (vgl.
Tafelerklirung und auf der Tabelle C die Ziffern in Kursiv in jeder
Rubrik).

Wir sehen die hellsten Puppen in Weil (normale schwarze
Fleckenzeichnung, Grundfarbe opakes WeiBllichgriin, manche fast weiB)
und dazu sehr schon kontrastierend die aus dem Schwarz, die ganz
dunkel sind (auf der Tafel, besonders die 2 letzteren rechts, welche
die dunkelsten reprisentieren). Sie zeichnen sich durch gréfere und
hiufiger vorkommende schwarze Flecken aus, und das diffuse schwarze
Pigment bildet groBle Flecken auf der dunkelgrauen Grundfarbe;
auch die Unterseite der Fliigel erscheint fast schwarz durch Einlage-
rang diffusen Pigments in der Chitinhiille.

Zwischen Weil und Schwarz sind die beiden Grau, auch die
dazugehbrigen Puppen weisen eine mittlere graue Farbung auf, und
zwar zeigt sich dies sehr einheitlich im perlgrauen Kasten. Im hell-
grauen ist nur ein Teil der Puppen von derselben Firbung, andere
sind von einer viel dunkleren Grundfarbe und kommen darin den
schwarzen nsher (obwohl hier das dunkle Aussehen auf der Grund-
farbe allein beruht, die Flecken selbst sind nicht vergrofert), und ein
dritter Teil hat eine dunkle griine Grundfarbe und mittlere Flecken-
zeichnung.

Purpur hat nach dem Schwarz die dunkelsten Puppen, sie sind
beinahe so dunkel wie die schwarzen (die dunkelsten in Schwarz
vielleicht ausgenommen), aber jedenfalls so dunkel wie die dunkelsten
aus dem Hellgrau.
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Eine Mittelstellung nehmen auch die aus dem blauen Kasten ein,
sie sind jedoch etwas heller als die perlgrauen.

Als die hellsten nach den weillen sind die im blaugriinen zu
erwihnen, deren weillgriinliche Grundfarbe den etwas dunkleren
(3 letzten, Fig. 1) aus dem weiBlen entspricht.

Eine Sonderstellung kommt den Puppen aus dem gelben Kasten
zu: sie zeichnen sich durch fast ginzlichen Mangel an schwarzem
Pigment und, als eine Folge davon, durchsichtiges Aussehen, ferner
durch eine schone griine Firbung aus.

Es bleiben nur noch die Puppen ans dem gelbgriinen und orange-
farbigen Kasten zu besprechen. Hier sind die Resultate nicht einheit-
lich: wir haben sowohl griine (blaugriine), und zwar in viel groflerer
Zahl in Orange als auch von der 1. Kategorie, und zwar ziemlich
helle (die im Griin sind heller als im Orange) mit weiBigriinlicher
resp. weiBgelblicher Grundfarbe und der normalen Fleckenzeichnung.
Ferner kommt noch ein ﬁbergangstypus zwischen den beiden Formen
auf beiden Farben hinzu; das sind die halbgriinen (Taf. VII, erste und
zweite Puppe in Gelbgriin und die dritte von Fig. 9, Orange). Jeden-~
falls zeigen alle im Gelbgriin eine griinliche Grundfarbe.

Die blaugriinen Puppen kinnte man als fiir Orange charakte-
ristisch ansehen, denn sie kommen im Gelb viel weniger als die gelb-
griinen, wenige im gelbgriinen Kasten, sonst nur sporadiseh im
schwarzen und hellgraunen Kasten vor. Dagegen sind andere, modi-
fizierte griine, solche, die zwar dunkelgriine Grundfarbe, aber aumch
die fiir die 1. Kategorie charakteristische Fleckenzeichnung aufweisen,
fir den hellgrauen Kasten charakteristisch. Im perlgrauen Kasten
finden wir keine solchen Puppen. Das, was die zwei Grau vonein-
ander unterscheidet, ist anller daB das erste Grau heller ist als das
Perlgrau, was auf die Firbung der Puppen geradezu die entgegen-
gesetzte Wirkung hat, indem im Hellgran auch viel dunklere Puppen
vorkommen, daB das Perlgrau etwas blaue Strahlen enthilt, das erste
Gran mehr ins Gelbliche geht. Genau dasselbe, nur in viel stirkerem
MaBe ist bei Gelbgriin und Orange dér Fall. Was ist nun der Unter-
schied zwischen dem blaugriinen und dem gelbgriinen Kasten? Das
Blaugriin ist heller als das Gelbgriin und entspricht eher der Inten-
sitit des Gelb, eher zwischen Weil und Gelb, und doch ist hier
keine einzige Puppe griin.

Aus alledem geht hervor, daBl griine Puppen im Gelb entstehen
und in den anderen Farben je nachdem, ob mehr oder weniger gelbe
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Strahlen von dem betreffenden Farben reflektiert werden, also auf
Orange, Gelbgriin und Hellgrau, welches etwas ins Gelbliche geht.
Im Gegensatz dazu sind in den anderen Farben Blau, Blaugriin, Pur-
pur (Violett -- Rot), Blaugrtin, Weil und Schwarz keine griinen Puppen,
sondern die dem anderen Typus mit der schwarzen Fleckenzeich-
nung angehorenden. Dabei ist der Kontrast zwischen den auf weiem
Untergrund verpuppten, die ganz hell sind mit geringster Menge
schwarzen Pigments, und denen auf schwarzem Untergrund zu be-
merken, die sehr dunkel infolge viel schwarzen Pigments sind, eben-
so die denen aus dem schwarzen Kasten an Dunkelheit beinahe gleich-
kommenden aus dem purpurfarbigen Kasten, wihrend die aus dem
grauen und blauen eine Mittelstellung einnehmen.

AuBer diesen Verschiedenheiten der Puppen, die fiir jeden Kasten
charakteristisch sind, sehen wir aber auch in einigen Kasten ver-
schiedene -Arten von Puppen, und es liegt nahe, den Ort der Ver-
puppung im Kasten in erster Linie dafiir verantwortlich zu machen.
Ich habe daher fiir jede Puppe den Tag der Verpuppung und die
Stelle, wo sie sich verpuppt hat, notiert und auf einem Plan des
Kastens bezeichnet und dabei die Férbung der Puppe einen Tag nach
der Verpuppung registriert und mochte nun sehen, ob man an der
Hand dieser Daten auf die Ursache der Unterschiede zwischen den
Puppen eines und desselben Kastens kommen kann. Der Kasten hat
ja, wie bereits in der Methodik der Versuche beschrieben wurde,
allerlei Winkel und Leisten, mit dem Farbpapier tiberzogene Holz-
winde und Glasplatten, sowie eine Wand aus Miillergaze, dann sind
auch die Lichtverhiltnisse recht verschieden im Kasten, manche Stel-
len mehr beschattet als andere, an der Glasdecke oder der Musselin-
wand wird wohl das einfallende gemischte Licht ilberwiegen; an
den iiberzogenen Holzwinden wird die Raupe ganz unter dem Ein-
flusse des reflektierten farbigen Lichtes gewesen sein.

Diese Tabellen der ersten Registrierung (Tab. B) sind am SchluB
beigegeben, ich mochte sie hier nur kurz einer Durchsicht unter-
ziehen. Zum niiheren Verstindnis derselben mochte ich erwihnen,
daB ich bei dieser Registrierung mich fast ausschliefilich an die von
Pourton angegebenen Typen und Bezeichnungen gehalten und die
Puppen mit seinen Abbildungen verglichen habe. Es sind daher
allerlei Bezeichnungen bei dieser Registrierung. angewendet, oft um
dasselbe zu sagen. Bei der zweiten Registrierung (der statistischen)
habe ich mich mehr von den Pourronschen Bezeichnungen emanzi-
piert, da ich unterdessen die 4 wesentlichen Typen zu werten ge-
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lernt hatte. Es ist aber trotzdem moglich, die beiden Kategorien
von Tabellen miteinander zu vergleichen.

Bei Weifl, Hellgrau und Gelb kann ich bei Durchsicht der Ta-
bellen auf ein derartiges Kriterinm nicht kommen. Wir sehen Pappen,
die sich an der Glasdecke verpuppt haben, und im gelben Kasten
haben die Raupen mit Vorliebe diese Stelle gewihlt, und ebenso dem
grilnen Typus angehoren, wie die auf dem Papier verpuppten. Im
hellgranen Kasten, wo dreierlei Puppen vorkommen, sehen wir neben-
einander, znm Beispiel an der Glasdecke, ja, in einer Gruppe sogar
sowohl mittlere als auch ganz dunkle als auch solche mit griiner
Grundfarbe und normaler Pigmentierung vorkommen. Nur das eine
will ich herausheben: eine Puppe, die sich unter der zweiten Leiste
der Glasdecke im Winkel verpuppt hat, habe ich als sehr dunkel
bezeichnet, sehr dunkle sind aber auch an der Glasdecke; eine eben-
so dunkle in der zweiten Abteilung, wihrend 2 auf der ersten Leiste
verpuppte, also weniger im Schatten, mit griiner Grundfarbe sind.

Ebensowenig kann ich im weilen Kasten auns der Lage der Ver-
puppung aunf den Grad der Firbung der Pappe schlieBen. Es sind
die an der Glasdecke verpuppten sowohl von den ganz hellen als
auch von den weniger hellen, ebenso auch die an der Wand oder
in den Winkeln.

Bei Durchsicht der Protokolle!) des schwarzen Kastens schien
es manchmal, als ob die in den Winkeln verpuppten viel dunkler
seien als die mehr dem Lichte ausgesetzten. So war zum Beispiel
unter den Verpuppungen vom 11. IX. geradezu eine steigende Gra-
dation des schwarzen Pigments mit abnehmender Intensitit der Be-
leuchtung zu bemerken: 2. Abteilung, eine an'der Glasdecke riick-
wirts (13) griinlichweil, also hell, eine an der Glasdecke vorne
(le) nicht ganz dunkel, eine an der ersten Vertikalleiste der Glas-
decke mit briunlicher Grundfarbe, vielen schwarzen Punkten und
etwas diffusem schwarzgrauen Pigment, eine tiber der Tiire zwischen
(18) und (la) grinlich und eine an der untersten Leiste, im Winkel
zwischen Seiten- und Vorderwand, (1a) sehr dunkel. Daraus konnte
man wohl schlieBen, daBl je geringer die Lichtintensitit, desto dunk-
lere Puppen entstehen, aber wir sehen an anderen Stellen, die be-
lichtet sind, ebensolehe oder sogar noch dunklere Puppen, so zum
Beigpiel eine vom selben Datum 11.IX. von der ersten Abteilung,

1) Da diese Verschiedenheiten sich als unwesentlich herausgestellt haben,
werden die Protokoile nicht ausfiihrlich, sondern nur snmmarisch in Tab. B
mitgeteilt.
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die sich an der Glasdecke vorne verpuppt hat, (1«) sehr dunkel,
graue Grundfarbe und viel diffuses schwarzgranes Pigment, beson-
ders die Seiten der Fliigel von einem glinzenden Grauschwarz mit
schwarzen Punkten und Strichen, macht geradezu einen schwarzen
Eindruck. Und das an demselben Tag, so daB man nicht einmal
von einer Verschiedenheit in der Beleuchtung sprechen kann.

Und ebenso steht es mit dea Puppen vom orangefarbigen und
vom gelbgriinen Kasten, wo ja gerade zweierlei grundverschiedene
Puppen vorkommen: griine und die vom 1. Typus. Es haben sich
nacheinander Raupen .an ganz genau .denselben Stellen fixiert, ich
konnte das auf dem Plan, wo ich die Stellen eintrug, genau fest-
stellen, und das eine Mal griine, das andere Mal Puppen Tyi)us 1
ergeben. Auch hier sind sowohl auf der Glasplatte als auch auf den
Winden und in den Winkeln Puppen beider Typen.

Es mtissen hierbei viele Momente mitgespielt haben, die sich un-
serer Kontrolle entziehen, so dall aus der Verpuppungslage im Kasten
allein keine Schliisse gezogen werden konnen.

B. Versuch mit farbigen Kasten bei direktem Sonnenlicht.
Die 1. Versuchsreihe A ist bei diffusem Licht ausgefiihrt, bei
diesem Versuch handelte es sich darum, zu sehen, was fiir Resultate
die verschiedenen Farben bei direktem Sonnenlicht ergeben wiirden.
Es wurden dazu nur diese Farben gewihlt, welche die vier Haunpt-
arten von Puppen: helle, mittlere, griine und dunkle, bis dahin er-
geben hatten, also Weill, Grau, Gelb und Schwarz. Es kamen hierbei
Miillergazekiifige (wie sie im Handbueh der Biochemischen Arbeits-
methoden von ABDERHALDEN in der Abhandlung von H. PrziBrAM
»Uber das lebende Tiermaterial fiir biochemische Untersuchungen«
S. 28 — das Insektarium — beschrieben und S. 29 Fig. 24 abge-
bildet sind), die in den Dimensionen mit einer Abteilung der friiher
verwendeten Holzkasten iibereinstimmen, zur Verwendung, indem sie
innen ganz mit dem farbigen Papier ausgekleidet wurden. Eine
schiefe Wand von demselben Papier wurde ebenfalls hergestellt, um
moglichst den Bedingungen der 1. Versuchsreihe gleichzukommen.
Die 4 Kifige wurden nebeneinander in einem Raum?!) aufge-
stellt, wo durch Siidfenster direktes Sonnenlicht einfiel.
Es wurden je 10 Raupen am 24. IX. mittags hineingegeben. Die
Puppen wurden am 26. X. miteinander verglichen.

1) Es sind das die zur Zeit der Versuche auBer Betrieb befindlichen Tem-
peraturkammern der Anstalt.
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Ergebnisse der Sonnenlichtversuche (in Tabelle D zu-
sammengestellt).

In diesem Versuch ergibt sich bis auf die 4 Puppen aus dem
gelben Kasten, die alle schon griin sind, ein von der 1. Versuchs-
reihe etwas verschiedenes Resultat: von den im weillen Kasten ver-
puppten sind 3 sehr hell, die anderen 4 etwas mehr griinlich,
als die aus dem weiBlen Kasten der 1. Versuchsserie.

Die grauen und schwarzen haben eine Verschiebung gegen das
Hellere erfahren. Ks ist daher kein solcher Kontrast zwischen WeibB,
Schwarz und Grau wie bei der 1. Versuchsserie, obwohl auch hier
die weillen heller, dann die grauen und daranf die schwarzen kom-
men. KEs entsprechen die vom schwarzen Kifig denen aus dem blau-
grauen Kasten der 1. Versuchsserie und nicht den schwarzen, die aus
dem hellgrauen Kifig den dunkleren (helle Puppen) aus dem weillen
oder denen aus dem blaugriinen Kasten. Die eine griine aus dem
schwarzen Kiifig ist heller als die im schwarzen Kasten sporadisch auf-
tretenden »blangriinen«, sie entspricht denen aus dem gelben Kasten.

C. Hell- und Dunkelversuche.

Zur ersten Versuchsreihe sind auch drei Versuche zu rechnen,
wobei es sich um die Wirkung der ginzlichen Verdunkelung und im
Gegensatz dazu die eines intensiven durch Himmelstrahlung reflek-
tierten Lichtes handelte.

a. Versuch bei intensivem diffusen Licht.
Zwei Miillergazekifige mit je 10 Raupen stellte ich am 19. IX.
in einem Gang, wo diffuses Licht von oben einfillt, ganz oben gegen-
ither einem schriigen Oberlichte auf.

b. Verdunkelter Kasten.

Es wurde dazu einer von den farbigen Holzkasten genommen
{ein dunkelbrauner) und an der Decke mittels Reifiniigel ein Karton
befestigt, der als Vorsprung weit tiber die Musselinwand herausragte.
Das Ganze wurde sowohl vorne als auch seitlich mit schwarzem
Papier iiberdeckt, so dafi eine kleine Dunkelkammer gebildet wurde
mit einem entsprechend groBen Vorraum, so daB keine ungiinstigen
Luftverhiltnisse entstanden. Ich lieB den Kasten in demselben Ranm,
wo auch die anderen farbigen Kasten standen. Der Versuch wurde
am 4. IX. aufgestellt, es kamen in die eine Abteilung 10, in die an-
dere 11 Raupen.
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c. Dunkelkammerversuche.

Da in dem vorigen Versuch doch immerhin die Moglichkeit nicht
ausgeschlossen war, daBl eine Spur von Licht in den Kasten ein-
dringen konnte, war es notwendig, denselben Versuch unter stren-
geren VorsichtsmaBregeln zu wiederholen.

Ich stellte zu diesem Zwecke am 18. IX. 2 Miillergazekifige in
der Dunkelkammer auf, nachdem ich in den einen 10, in den an-
deren 11 verpuppungsreife Raupen hineingegeben hatte.

Die Dunkelkammer wurde erst eine Woche spiter, am 25. IX.
wieder gedffnet und die Puppen herausgenommen.

Am 25. IX. stellte ich noch einen Kifig mit 8 Raupen in der
Dunkelkammer auf, da beim vorigen Versuch aus dem einen Kifig die
meisten Raupen entkommen waren und gich im gavzen blofl 7 ver-
puppt hatten.

Ergebnisse der Hell- und Dunkelversuche (Tabelle E).

a) Haltung unter Einwirkung von starkem diffusen Licht ohne re-
flektierende Flichen ergab im allgemeinen dunklere Puppen als im
weillen reflektierten Licht, und zwar stehen sie zwischen den Puppen
aus dem weiBen und denen aus dem blauen, beziehungsweise blau-
griinen Kasten.

b) Im verdunkelten Kasten hatten die Puppen ebenfalls eine
Mittelstellung. Was das Anftreten einiger griiner Puppen in diésem
Versuch betrifft, so ist es moglich, daB etwas Licht eingedrungen war,
und, weil der benutzte Kasten mit braunem Papier tiberklebt war,
die Wirkung dadurch erklarlich oder weil tiberhaupt, wenn etwas
Licht eindringt, es hauptsiichlich die gelben Strahlen sind.

¢) Dunkelkammerversuch. Im allgemeinen haben auch diese
Puppen eine Mittelstellung. Im Vergleich zu den Puppen aus dem
schwarzen Kasten sind sie viel heller und stimmen am besten mit
den grauen iiberein.

Im Vergleich zu den belichteten erscheinen die Puppen aus den
Dunkelversuchen etwas dunkler; es erscheint mir aber ein anderer
Unterschied bemerkenswert: die aus den Dunkelversuchen haben im
Vergleich zu den belichteten ein etwas mehr griinliches oder gelb-
liches Aussehen, wogegen die belichteten weiBl oder grau erscheinen.

2. Versuchsreihe: Spektralversuch.

Es handelte sich hierbei darum, zu sehen, wie eigentlich die
reinen Spektrallichter wirken und ob sie dieselben Resultate ergeben
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wiirden wie die farbigen Papiere. In der modernen Versuchsme-
thodik bei Analyse mit Farben ist es wiinschenswert, moglichst un-
gemischtes Licht zu benutzen, und dieser Anforderung entspricht wohl
am besten das Spektrum.

Noch eine zweite Frage konnte durch den Spektralversuch ent-
schieden werden: nach den Darlegungen von HEess soll fiir die nie-
deren Tiere das Maximum an Helligkeit im Gelbgriin und Griin sein,
ebenso wie fiir unser dunkeladaptiertes Auge und den farbenblinden
Menschen, wihrend es fiir das normale Auge des Menschen und der
hoheren Tiere im Gelb (bis Griingelb) ist. —

Es war nun zu sehen, wenn wir uns vorerst auf den Hessschen
Standpunkt stellen und annehmen wollten, daB der Helligkeitsgrad
die Verschiedenheiten der Puppenfirbung bedinge, wo fiir die Puppen
das Maximum an Helligkeitswirkung sein wiirde. Nach Hgss war
zu erwarten, dall es im Gelbgriin und Griin sein wiirde.

Wir miissen uns aber vorerst dariiber klar werden, was flir eine
Wirkung das Licht hervorbringen kionnte. Betrachten wir getrennt
die einzelnen Merkmale, welche durch ihr Variieren die verschiedene
Puppenfirbung bedingen:

1) die Menge des schwarzen Pigments.

Wir miissen dabei zwei Moglichkeiten in Betracht ziehen:

Entweder das schwarze Pigment nimmt bei zunehmender Hellig-
keit zu, dabn mufliten an den beiden Enden des Spektrums hellere
Puppen sein und in der Mitte des Spektrums dunkle Puppen vor-
kommen und die dunkelsten im Helligkeitsmaximum; oder die Menge
des schwarzen Pigments nimmt mit wachsender Helligkeit ab, dann
miissén die Puppen gegen die beiden Enden des Spektrums dunkler
werden, und da nach HEess fiir diese Tiere das Spektrum im roten
Ende verkiirzt erscheint, -miiBten sie im roten Ende dunkler sein als
im violetten. Dagegen miifite gegen die Mitte des Spektrums hin das
Pigment abnehmen, und die geringste Menge schwarzen Pigments
miiite im Helligkeitsmaximum gebildet werden, nach der HEssschen
Aunsicht wire das also im Gelbgriin bis Griin zu erwarten.

2) Ebenso miissen wir bei der Betrachtung des zweiten die
Puppenfirbung bedingenden Merkmals, des Hervortretens der griinen
Grundfirbung, die zwei Alternativen in Erwigung ziehen: Entweder
sie wird durch geringere Intensitit hervorgerufen, dann miissen an
beiden Enden des Spektrams griine Puppen auftreten und in der
Mitte nichtgriine, oder sie tritt bei zunehmender Helligkeit auf,
dann miissen in der Mitte des Spektrums griine Puppen vorkommen
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und an den Enden nichtgriine, und dann ist zu erwarten, daB im

Helligkeitsmaximum, also nach Hess im Gelbgrin bis Griin die griin-
sten Puppen auftreten. Es miiiten also hier die griinsten Puppen
mit der geringsten Menge schwarzen Pigments und, als eine Folge

davon, durchsichtigem Aussehen vorkommen.

Versuchsanordnung.

Mittels einer Bogenlampe von 1000 Kerzenstirken, die bis auf
eine runde Offnung ganz in einen Blechzylinder gehiillt war, wurde
durch einen davorgestellten Spalt, zwei Linsen (eine zwischen Spalt

Fig. 3.
Fig. 4.
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Kartonwand, die jedes Kastchen in zwei Abtei-
lungen teilt. Nat. Format.
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(Haskastchen in halber Grofe gezeichnet.

und Prisma und eine vor dem Prisma) und ein Prisma ein genii-

gend breites Spektrum in der Dunkelkammer entworfen.
Als Raupenbehiilter dienten kleine prismatische Glaskistchen,

wie man sie zum Férben der Schnitte benutzt, von 7 >< 5 cm Basis
und 8!/, cm Hohe. Dieselben haben einen in Zickzack eingekerbten
Boden und auf dem zweiten Drittel der Hohe ist die Glaswand vor-
springend, so daB darauf eine sogenannte Glasschlange oder ein Glas-
rost hineinpassen kann, um die Objekttriger zu halten. Ich ver-
wendete nun diese Glasschlangen und Glasroste, um damit eine Or-

gandinkappe vor die Offnung hineinzupressen und so zu verhindern,
(Fig. 4 auf Taf. IX zeigt ein solches

dall die Raupen entkommen.
Glaskiistchen, woraus die Musselinkappe, Glasschlange und Glasrost
Die Kistchen wurden

herausgenommen sind und danebenliegen.)
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mit der schmalen Fliche als Basis und mit nach vorne gerichteter
Offnung aufgestellt.

Vier solcher nebeneinander aufgestellter Kiistchen hatten gerade
die Linge des Spektrums. Jedes Kiistchen wurde durch eine Karton-
wand (Textfig. 4) in zwei Abteilungen geteilt, so daBl nun 8 Spektral-
bezirke in den 8 voneinander getrennten Abteilungen fiir die Raupen
entstanden:
|| ultrarot | rot || orange | gelb || griin | blau || violett | ultraviolett ||

Eine zweite Reihe ebensolcher vier Kistchen wurde auf die erste
gestellt, 5o daB zwei Reihen, eine untere und eine obere, im Spektrum

Fig. 5.

u-v v &l gr _gelb _or  ro!l wu-r

obere Reihe

untere Reihe

Grundrif des Ranpenbehilters fir den Spektralversuch.

standen, so daB gleichzeitig die doppelte Anzahl Raupen fiir jede
Farbe aufgestellt werden konnte (Textfig. 5).

Die so nebeneinander und iibereinander geordneten Kistchen wur-
den in eine genau entsprechend groBle weiBle Kartonschachtel anfge-
stellt und jedes Kistchen auflerdem von einer weillen Kartonbiille
umgeben, 80 daB das vorne einfallende Licht, auf die weilen Wande
fallend, von allen Seiten vollstindig in das Kistchen und auf die
darin befindlichen Raupen reflektiert werden solite. Diese Einrich-
tung wurde aus dem Grunde getroffen, damit wir auch im Spektral-
versuch reflektiertes und nicht bloB einfallendes direktes Licht hiitten,
genau wie in dem Versuch mit den farbigen Kasten (1. Versuchs-
reihe). Der Unterschied bestand bloB darin, daB wir im letzteren
einerseits einfallendes weilles (gemischtes) Licht und andererseits das
von den farbigen Winden reflektierte einfirbige Licht hatten, da-
gegen beim Spektralversuch das einfallende Licht keine weille Bei-
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mischung enthielt und daher auch.von den weilen Winden bloB
die Strahlen des betreffenden Spektralbezirkes reflektiert werden
kKonnten. :

Die Raupen wurden zu je 3 in eine Abteilung gegeben, und zwar
hatte ich 21 Raupen, die, von den anderen separiert, aus einem Eier-
paket gezogen waren, welche fiir die untere Reihe verwendet wur-
den, nur in die ultrarote Abteilung kamen 3 von den iibrigen Raupen
hinein. Fiir die obere Reihe wurden andere verpuppungsreife Rau-
pen, die von der Zucht, die ich »en masse« betrieben hatte, noch
itbriggeblieben waren, genommen. Es wurden also fiir diesen Ver-
such 48 Raupen aufgestellt, je 6 fir jede Farbe. Nach Einbringung
der Raupen in die Kistchen wurde das Ganze im Spektrum aufge-
stellt, so daB das Licht von vorne auf die mit Musselin bedeckten
Offnungen fiel. (Taf. IX Fig. 2 zeigt eine Photographie dieses Raupen-
behilters, wie er im Spektrum aufgestellt war; bei der unteren Reihe
sind die Musselinkappen entfernt, um die mittlere Abteilung sichtbar
zu machen.)

Dieser Versuch wurde am 30. IX. um 11*30 aufgestellt. Das
Spektrum war geniigend lichtstark und in den Abteilungen die Farben
ganz gut voneinander abgegrenzt, nur beim Zucken der Kohle ver-
schob es sich immer um etwas, entweder nach der violetten oder
nach der roten Seite hin, doch dauerte dies nur wenige Sekunden,
auch war durch das Zucken in diesen Fillen ein Minimum an Inten-
sitit; sobald die Kohlen wieder gut brannten, waren wieder die Farben
an ihrem alten Platz und mit der starken Intensitit, so dafl dieses
zeitweilige Schwanken des Spektrums wohl nicht viel ausgemacht
haben kann, wie es auch dann aus den Resultaten zu ersehen war.
Beim Wechseln der Kohlen wurde der Raupenkasten immer mit einem
schwarzen Papier bedeckt, um die Raupen keinem fremden Lichtein-
fluB, was beim Manipulieren mit der Lampe erforderlich war, auszun-
setzen.

Die Raupen wurden 5 Tage beleuchtet, und zwar nicht konti-
nuierlich, in der Nacht tiberhaupt nicht, und auch sonst waren Unter-
brechungen unumgiinglich, wenn die Kohle heruntergebrannt war oder
sonst die Lampe versagte. Am sechsten Tage wurde der Versuch ein-
gestellt. Die Raupen waren alle bereits verpuppt und die Firbungs-
unterschiede deutlich. Nach dieser Konstatierung wurden die Puppen
noch einen Tag in der Dunkelkammer belassen.

Im ganzen wurde folgendermaflen beleuchtet:
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I. Tag, 30. IX. von 11*30—-3:30 (4 Stunden), sodann wurden
frische Kohlen eingesetzt und weiter von 47157245
{31/ Stunden) sehr gut beleuchtet.

II. Tag, 1.X. von 92—10% (1 Stunde), dann muBlte unterbro.
chen werden, sodann wieder von 5'30--7"30 (2 Stun-
den).

III. Tag, 2.X. von 8230— 845 (15 Min.)
von 9:30—10" (30 Min.)
von 10t45—7240 (9 Stunden) besonders gut.

IV. Tag, 3.X. von 8°30—10" (1 Stande 30 Min.).

Sodann wurde frische Kohle eingesetzt und beleuchtet
von 10°45—4230 (5 Stunden 45 Min.) und von
5t15—6"45 (1 Stunde 30 Min.).

V. Tag, 4. X. von 9:45—2% (5 Stunden 45 Min.) und

von 3%15—abends (5 Stunden).

Am sechsten Tag versagte die Lampe und es muflite mit dem
Belichten aufgehort werden.

Es ist also am 1. Tag 7 Stunden 30 Min. belichtet worden,

- I - 38 - )
- IL - 9 - 45 Min
-IV. - 8 - 45 -
- V. -9 - 45 -

Zusammen ist belichtet worden: 38 Stunden 45 Min.

Ergebnisse des Spektralversuches.

Die Ergebnisse dieses Versnches sind in der Tabelle F zusammen-
gestellt.

Von den hineingegebenen Raupen haben sich in der unteren
Reihe alle verpuppt; von den oberen waren viele mit Schlupfwespen-
larven und noch vor der Verpuppung zugrunde gegangen, nur eine
in Rot, zwei in Orange, alle in Gelb, ‘eine in Griin und eine in Blau
haben sich verpappt.

Ultrarot ergab mittlere Puppen mit weiBgriinlicher Grundfarbe,
Rot etwas dunklere von derselben Art.

Orange ergab griine Puppen (blaugriine). Die zwei ams der
oberen Kistchenreihe weisen ebenfalls die fiir den orangefarbigen
Kasten charakteristischen Firbungen auf: die eine ist typisch blau-
griin, die andere eine helle mit gelblicher Grundfarbe und schwarzem
Pigment, wie sie anch im orangefarbigen Kasten vorgekommen sind.
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Gelb ergab in der unteren Reihe 2 gelbgriine, 1 helle mit gelb-
licher Grundfarbe und der fiir die hellsten Puppen charakteristi-
schen Fleckenzeichnung. In der oberen Reihe 2 griine und 1 griine
mit beginunender Pigmentiernug.

Im griinen Bezirk sind in der unteren Reihe 2 Puppen mit gelb-
lichgriiner Grundfarbe und schwarzer Fleckenzeichnung und 1 mitt-
lere. In der oberen Reihe eine ebenfalls vom 1. Typus mit griin-
licher Grundfarbe. Es sind somit auch im griinen Teil des Spektrums
3 Puppen, die genau so sind, wie die im gelbgriinen Kasten vorkom-
menden (vgl. Taf. VII Fig. 8 mit Taf. VIII Fig. 15); die eine mittlere
hatte sich schon nahe dem blauen Teile des Spektrums verpuppt.

Im Blau sind zwei mit gelblichgriiner respektive weiBllichgriiner
undurchsichtiger Grundfarbe, eine mittlere mit grauer Grundfarbe,
eine aus der oberen Reihe von mittlerer Fiarbung genau wie fiir den
blauen Kasten charakteristisch.,

Im Violett sind alle drei sehr dunkel mit grauer oder rauch-
grauer Grundfarbe.

Ebenso die von Ultraviolett. Sie stimmen mit den Puppen aus
dem Purpur- oder schwarzen Kasten (die ersten auf Taf. VII Fig. b)
iiberein. .

Uberblicken wir die Puppen der unteren Kistchenreihe, die ja eine
vollstiindige Serie reprisentieren (Taf. VIII Fig. 11--18), so sehen wir
vor allem die Verschiedenheiten, die durch die einzelnen Farben-
bezirke bervorgernfen wurden. Es handelte sich hierbei, wie schon
erwihnt, um Raupen, die alle aus einem Gelege stammten.

An den beiden Enden des Spektrums sehen wir Puppen mit
mehr sechwarzem Pigment, und zwar sind sie im Violett und Ultraviolett
viel dunkler als im Rot (und Ultrarot), obwohl bei unserem Spektrum
das Rot wesentlich lichtschwicher war.

Gegen die Mitte des Spektrums von Orange bis zu dem an Vio-
lett grenzenden Teil des Blau sehen wir griine Puppen auftreten,
mit sehr wenig schwarzem Pigment. Soweit wiirde das mit der
Helligkeitskurve tibereinstimmen: gegen die beiden Enden geringere
Lichtintensitidt, Zunahme des schwarzen Pigments, in der Mitte stirkere
Lichtintensitét, Abnahme des schwarzen Pigments und Auftreten einer
griinen Grundfarbe. Aber die grinsten Puppen mit der gering-
sten Menge schwarzen Pigments, solche, wie sie fiir den gelben und
orangefarbigen Kasten charakteristisch sind, treten auch hier im gelben
und orangefarbigen Bezirk auf und nicht, wie es nach ‘HEss zu er-
warten war, im Gelbgriin, wo zwar auch griine Puppen vorkommen,
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die aber die schwarze Pigmentierung zeigen. Im Gelb (Griingelb)
sehen wir sogar die hellste Pappe von der ganzen Reihe, wie sie
nur bei stirkster Intensitit vorkommt.

Was aus diesem Versuch hervorgeht, ist folgendes:

1) die Spektralfarben wirken in #hnlicher Weise wie die far-
bigen Papiere;

2) die Abnahme des schwarzen Pigments und das Hervortreten
einer griinen Fiirbung stimmt mit der Helligkeitskurve des Spek-
trums iiberein, denn wir sehen das Auftreten von dunkeln Puppen
gegen die beiden Enden und der griinen Puppen mit der geringsten
Menge schwarzen Pigments in der Mitte des Spektrums. Doch sind
die dunkelsten im Violett und Ulfraviolett und nicht im Rot und Ultra-
rot, wo die Intensitit eine viel geringere war; und das Auftreten der
griinsten mit der allergeringsten Menge schwarzen Pigments, bezie-
hungsweigse auch der hellsten, fillt nicht mit dem von HEss ange-
nommenen Helligkeitsmaximum zusammen, sondern ist im Gelb bis
Griingelb, dort wo auch fiir die hoheren Tiere das Maximum der
Helligkeitswirkung liegt.

Nun bezieht sich ja die Ansicht von Hess iiber das Helligkeits-
maximum dieser Tiere auf deren Gesichtssinn, und vorliufig konnen
wir eigentliéh noch nichts mit Bestimmtheit iiber den Weg des Licht-
einflusses bei den Raupen sagen, wir wissen noch nicht, ob durch
das Auge oder itherhaupt auf dem Weg des Nervensystems der Licht-
reiz perzipiert wird (erst spitere Mitteilungen sollen sich damit be-
fassen). ' :

Nach den Versuchen Pourtons durch Lackierung der Augen
scheint ja bei den Raupen die Farbenanpassung vom Auge unab-
héngig zn sein, und PouLtoN spricht die Vermutung aus, daB die
Perzeption durch diffus in der Haut verteilte Nervenendorgane erfolge.

Es erschien trotzdem nicht unangebracht, die von Hess fiir den
Lichtsinn der Raupen vertretene Ansicht auf den Lichteinflul der-
selben zu priifen. Hess selbst scheint Lichtsinn und LichteinfluB
nicht als so ganz verschiedene Dinge zu betrachten: in seinem Ab-
schnitt ber den Lichtsinn der Raupen (in WINTErSTEINS Handbuch
der vergleichenden Physiologie Bd. IV, S. 644) bespricht er eine Ar-
beit WoLFGANG OsTwaLDs (1908), auf die ndher einzugehen ich in
der Mitteilung ttber die Chemie der Puppenfarbtypen Gelegenheit
haben werde. Derselbe untersuchte wesentlich an Raupen von Pog-
THESIA, die auch HEss zu seinen Versuchen betreffs des Lichtsinng

der Raupen hauptsiichlich verwendet hat, die Lichtempfindlichkeit der
Archiv f. Entwicklungsmechanik. XEGlII. 9
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oxydativen Fermente, welche bei der Gewebeatmung eine sehr wich-
tige Rolle spielen sollen. Er bringt die phototropischen Reaktionen
der Tiere in engstem Zusammenhang mit den Vorgingen der allge-
meinen Gewebeatmung und erwigt die Moglichkeit, daBl die Produk-
tion oxydativer Fermente von der Mitwirkung des Nervensystems,
beziehungsweise der lichtempfindlichen Organe abhingig sei. Nun
scheint es gerade die Bildung von Fermenten unter den verschiedenen
Farbeneinwirkungen, welche die Farbenanpassung der Puppen be-
dingen, wie im folgenden Teile gezeigt werden wird.

Ich wollte hier nur diesen Umstand, daB HEess diese Arbeit von
OstwaLD im Anschluf an seine tiber den Lichtsinn der Raupen ge-
machten Versuche bespricht, erwihnen, um einem etwaigen Einwand
vorzubeugen, dall die Hesssche Ansicht, wobei das Helligkeitsmaxi-
mum fiir diese Gruppe von Tieren im Griin sei, welche nur fiir den
Lichtsinn getuBert wurde, auf keinen Fall von ihm auf die Licht-
einwirkung angewendet werden wiirde. '

Nach den Ergebnissen des Spektralversuchs, wobei die griinsten
Puppen mit der geringsten Menge schwarzen Pigments im Gelb ent-
standen, war nun die Frage zu entscheiden, ob diese Wirkung im
Gelb eine Wirkung der Helligkeit oder der Wellenlinge sei.

Diese Frage mullite durch eine andere Versuchsanordhung gelist

werden.

3. Versuchsreihe: Versuch mit verschiedenen Intensititen (Inten-
sititenskala des Weif und Gelb).

Diese Versuchsreihe galt der Frage, ob bei dem Gelb die Farbe
oder die Intensitit das Wirksamste sei.

Es galt nun, unter Benutzung des Tageslichtes entsprechend den
Versuchen mit den farbigen Kasten eine Versuchsanordnung herzu-
stellen, die eine vollstindige Gradation von Intensititen geben wiirde,
so daB in dieser Skala, wo Weill den Untergrund bildete, es unter
all den erzielten liickenlosen Intensititsabstufungen von Weill bis zu
einer mittleren Intensitit, die dem Dunkelgrau entspriche, unbedingt
eine geben miisse, die mit der Intensitit des wirksamen Gelb iden-
tisch wire. Es wurde dazu auch eine Skala von verschiedenen
Intensitiiten des Gelb hergestellt.

Da es bis nun keine Moglichkeit gibt, die Iutensititen verschie-
dener Farben miteinander direkt zu vergleichen, so muBte auf diese
Weise versucht werden, gleiche Intensititen zu erzielen.

An der Durchkreuzungsstelle der beiden Intensititenreihen des
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Weill und des Gelb mufiten, sollte die Entstehung der griinen Pup-
pen von der Intensitit des Gelb abhingen, unbedingt auch in der
weien Umgebung griine Puppen entstehen, andererseits im Gelb von
einer bestimmten Intensitit an die Bildung der griinen Puppen unter-
bleiben.

Solite hingegen im Verlauf der Intensititengradation des Weill
nirgends griine Puppen, wie sie fiir Gelb typiseh sind, vorkommen
und im Kontrollversuch mit Gelb iiberall, bis zu einem Punkt, wo
sehr wenig oder gar kein Licht mehr hinzukam und also die Farb-
wirkung aufgehoben war, so war es klar erwiesen, dall es sich bei
Entstehung der griinen Puppen unter dem EinfluB von Gelb um eine
spezielle Farbenwirkung der gelben Strahlen und nicht um eine In-
tensititswirkung handle.

Methodik:

Diese Intensititenskala wurde durch folgende Versuchsanord-
nung erzielt (»Farbenschlucht« Textfig. 6):

Eine prismatische Kartonschachtel mit einer Basis von 9 >< 7 cm
und einer Linge von 81'/; cm diente fiir die weie Reihe und eine
ebensolche Schachtel, nur da8 sie bloB 45 em Linge hatte, fiir den
Versnch mit Gelb. Da man fiir Gelb keine 80 hehen Intensititen
erzielen kann, die den hichsten Intensititen des Weifl gleichkommen,
so geniigte fiir Gelb eine beildnfig halb so grolle Schachtel.

Die eine Lingsseite jeder Schachtel wurde an den Lingsrindern
mit einem Federmesser losgetrennt und an der einen Basis der
Schachtel, wihrend die andere ohnehin offen war, eingelenkt gelassen,
30 daB sie sich auf- und abbewegen lieB und einen beliebig groBen
Winkel zur Schachtel bilden konnte. Ein am Ende der Seite ange-
brachter Bindfaden, der auf einem Reifinagel am Rande der oberen
Seite eines die Schachtel umgebenden Kartons in einer beliebigen
Hohe angebunden werden konnte, diente als Befestigung dieser be-
weglichen Seite. Alle Seiten wurden innen mit dem entsprechenden
Papier tiberzogen; fiir die lange Schachtel weiB, fiir die klirzere gelb,
und zwar mit demselben Papier, wie es auch in der 1. Versuchsreihe
verwendet worden war.

Um die Schachtel eng anschlieBend wurde ein dreiteilig scharf
abgebogener Karton gegeben, dessen mittlere Seite genau die Breite
der Schachtel, dessen zwei seitliche, den vertikalen Seiten der Schachtel
aullen ganz dicht angeprellt, eine Héhe von 27 cm hatten. Die Liinge
entsprach der Linge der Schachtel, und diese wurde am riickwir-

9*
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tigen Ende durch einen darauf passenden Kartondeckel verschlossen,
s0 daB nirgends Licht eindringen konnte, als bloB von vorne. Es
wurde tiberdies bei der Aufstellang des Versuchs, um ganz sicher zu
gein, daBl kein Licht von den Seiten infolge undichten Abschlusses
eindringe, der Karton mit Reifinigeln und Klammern an die_Schachtel
befestigt und durch schwere Gegenstinde angepreft.

Die einfallenden Lichtstrahlen muBiten, um immer tiefer in die
Schachtel zu gelangen, eine wiederholte Reflexion an den Winden
erleiden, wobei vom schiefer Deckel die meisten wieder nach aullen
zurtickgeworfen wurden; es war daher durch diese Einrichtung eine
allméhlich abnehmende Helligkeit erzielt.

22¢em

»Farbenschlucht.«

'Die verpuppungsreifen Raupen wurden in die beim Spektralver-
such erwihnten kleinen prismatischen Glaskistchen gegeben, wie
man sie zum Firben der Schnitte benutzt.

In jedes Kistchen gab ich 5 Raupen und etikettierte die Kist-
chen in der Reihenfolge, wie ich sie in die Schachtel gab, das heilit
von riickwiirts, mit Nummer 1 beginnend, nach vorne zu. Die Kist-
chen wurden sodann mit der groliten Fliche als Basis, die mit Mus-
selin bedeckte Offnung zur rechten Seite, in die hergerichteten Ap-
parate geschoben, wo sie gerade gut hineinpaBten. In der weillen
Schachtel hatten 11 solcher Kistchen Platz, in der gelben 6 (Taf. IX
Fig. 3). Der Musselin der fir die gelbe Schachtel bestimmten Kist-
chen wurde mit einem gelben Farbstift itberstrichen, da kein gelber
Musselin zu bekommen war, damit nicht vom Musselin weiBles Licht
reflektiert wurde, da ja als einfallendes Licht in beiden Fillen
diffuses Tageslicht diente.

Die beiden so hergerichteten Apparate wurden nebeneinander in
einem Gang gegeniiber einem Oberlicht aufgestellt. Ich richtete den
Winkel des weiBlen so, daB eine sichtbar abnehmende Helligkeit er-
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zielt wurde, und den Winkel der gelben Schachtel, die ja kiirzer war,
ebenfalls so, daB ich die abnehmende Helligkeit bemerkte und am
Ende beim letzten Kasten den Eindruck gleicher Helligkeit wie am
Ende des weillen haitte.

Die so eingestellten Winkel der beweglichen Kartonzunge mit
der oberen Fliche der in der Schachtel angeordneten Glaskistchen
« waren fiir die weifle Schachtel 4°20' und fiir die gelbe 2°.

Dieser Versuch wurde am Mittwoch, den 22. IX. zwischen 12 und
1t mittags aufgestellt. Es kamen 55 Raupen in den weillen Kasten
(11 Kistchen zu je 5 Raupen) und 30 in den gelben (b Kistchen zu
je b Raupen). In beiden Versuchen haben sich alle ganz genau in
gleicher Anordnung an der oberen Glaswand verpuppt.

Nach AbschluB aller Versuche (da ich friiher nicht dazu kam)
habe ich am 3. XII., um eine Darstellung der relativen Helligkeits-
abnahme bei dieser Versuchsanordoung zu erhalten, dieselbe durch -
in die beiden Schachteln hineingeschobenes Bunsen-Eder- (Wiesner-)
Papier, das ich mehrere Tage darin liefl und dann 10 Min. in Fixier-
natron entwickelte, gleichzeitiz gemessen. Dabei wurden aber die
Glaskistchen entfernt, sonst aber die Apparate unter ganz denselben
Bedingungen wie beim Versuch belassen. Das Ergebnis war sehr
befriedigend: wibrend der den vordersten Kistchen entsprechende
Teil ganz geschwiirzt ist, ist dann eine Abnahme zu sehen und der
dem rtickwirtigen Kistchen entsprechende ist iéberhaupt nicht ge-
schwiirzt, also scheint sehr wenig Licht bis dorthin gedrungen zu
sein. Vorne auBlerhalb der Schachtel zeigt das Papier den dunkel-
sten Ton, es ist die Intensitit, wie sie im weillen und gelben Kasten
bei der 1. Versuchsreihe herrschte. Die den vordersten Kiistehen
Nr. 11 aus der weillen Schachtel und Nr. 6 aus der gelben ent-
sprechende Stelle des Papiers zeigt die gleiche Schwirzung am An-
fang, doch ist der Abfall innerhalb dieses Kiistchens im Gelb rascher
als im Wei. In der weillen Schachtel ist der Abfall so, daB vom
Kistchen Nr. 6, wo noch eine sehr geringe Schwirzung ist, bis Nr. 1
itberhaupt keine Schwirzung mebr zu sehen.ist. Bei Gelb ist der
Abfall noch rascher. An den Enden bei der Abteilung Nr. 1 ist die
gleiche Intensitit in beiden Schachteln. Ebenso stimmt auch die
Mitte in dem Schwirzungsgrad iiberein: Abteilung Nr. 3 der gelben
Schachtel stimmt mit Nr. 6 der weillen iiberein.

Um nun die relativen Intensititen, die in den einzelnen Kiist-
chen der beiden Intensititengradationen des Weill und des Gelb
herrschten, berechnen zu kionnen, muBlte mit einer konstanten Licht-
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quelle von bekannter Intensitit eine Vergleichsskala hergestellt
werden.

Dank der bekannten Tatsache, daB die Papierschwirzung in
einem geraden Verhiltnis zur Belichtungszeit und in einem umge-
kehrten Verhiltnis zum Quadrate der Entfernung steht, konnte man
verschiedene Grade von Papierschwirzungen durch Belichtung in ver-
schiedenen Zeiten herstellen und mit den in der Versuchsordnung vor-
kommenden Intensititen vergleichen und an Stelle derselben die
entsprechenden Zeiten setzen. Daraus war es dann leicht die re-
lativen Intensititen zu berechnen.

Es warde hierzn eine 200-Kerzen-Azo-Osram-Metallfadenlampe
verwendet und in einer bestimmten Entfernung (30 em) quer davor
ein Wiesnerpapierstreifen, der in Zentimeter geteilt war, aufgestellt.
Der Papierstreifen wurde in bestimmten Zeitintervallen um eine Ab-
teilung verschoben, die in eine schwarze Papierscheide verschwand
und der weiteren Lichtwirkung entzogen wurde. Die erste dem Licht
ausgesetzte Abteilung war 25 Min. belichtet worden, die anderen
wurden in Intervallen von je 10 Min. verschoben.

Eine zweite Skala wurde fir die Grade bis zu der der Belichtung
von 25 Min. entsprechenden Schwirzung hergestellt, und zwar mit
Intervallen von 5 zu b Min., bis zu 60 Min. (Taf. X Fig. 2).

Es wurden sodann in die beim Intensitidtenversuch verwendeten
Schachteln unter Beibehaltung der Versuchsanordnung und derselben
Neigungswinkel Wiesnerpapierstreifen hineingeschoben und dem Lichte
der 200kerzigen Lampe exponiert.

Um den Lichtverhiltnissen des Versuches nahezukommen, wurde
vor den Schachteln in einer Entfernung von 20 em unter der Lampe
eine weile Kartonwand aufgestellt, so dal das Licht von der iiber
den Schachteln in einer Hohe von 47 cm angebrachten Lampe zuerst
auf die weiBe Kartonwand fiel und von da in die Offnungen der
Schachteln reflektiert wurde. Die Belichtung dauerte 11 Stunden.

Man sieht auf Tafel X das Resultat dieser Bestimmung der
relativen Lichtintensititen durch die Papierschwirzung, sowie auch
die durch die kleine schematische Abbildung dargestellte Versuchs-
anordnung.

Das Resultat ist dasselbe wie bei der ersten Bestimmung bei
diffusem Tageslicht. Die vordersten Késtchen Nr. 11 der weiBlen und
Nr. 6 der gelben Schachtel zeigen gleiche Schwirzung, nur beim Gelb
gegen Ende des vordersten Kistchens eine etwas grofere Abnahme.
Die Enden stimmen ganz genau liberein, indem sie ganz unbelichtet
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sind. Ebenso die mittleren Abteilungen Nr. 3 des gelben und Nr. 6
des weillen Versuchskastens.

Zur Bestimmung der relativen Lichtintensititen der verschiedenen
Abteilungen dieser beiden Versuchskasten wurden alsdann die Tone
dieser Abteilungen mit den frither zu diesem Zwecke hergestellten
Intensititenskalen verglichen und die entsprechenden Zeiten als Inten-
sitidten eingesetat.

Im weilen Versuchskasten stimmt:

Kistchen Nr. 1 mit der Belichtungszeit von O oder 1 Min. iiberein

- 3 - > N
-6 - 10 -
-1 - 15 -
- 8 - 25 -
-9 - 3 -
- 10 - 5H -
- 11 - 195205 -
Im Versuchskasten mit gelber Auskleidung:

Kiistchen Nr. 1 0—1 Min.

- 3 10 -

- 4 15 -

- b 35 -

-6 195205 - (200).

Die relativen Intensititen wurden gewonnen, indem die hichste
Intensitit, die der vorderen Abteilungen, gleich 1 gerechnet wurde,
200
(200
Auf diese Weise hahen wir folgende relativen Intensititen er-
halten:

A) fiir die Schachtel mit weiBler Auskleidung:

=1 ), und somit die anderen Werte Fraktionen von 1 darstellen.

Kistchen Nr. 1 1:200 = 0,005
- 3 5:200 = 0,025
- 6 10:200 = 0,05
- 7 15:200 = 0,07
- 8 25:200 = 0,125
- 9 8b:200 =0,170
- 10 55:200 = 0,275

- 11 200:200 =1
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B) fiir die gelbe Schachtel:

Nr. 1  1:200 = 0,005
- 3 10:200 = 0,06
- 4 15:200 = 0,07
- 5 35:200 = 0,175

- 6 200:200 =1

Wir sehen bei Betrachtung dieser Werte deutlich den Abfall:
vorne haben wir die gleiche Intensitit, die Enden sind ebenfalls
gleich, doch ist der Abfall bei Gelb rascher als bei Weif. Das dem
vordersten Kistchen nichstgelegene Kistchen Nr. b aus der gelben
Schachtel entspricht dem Nr. 9 aus Wei. Die Abteilungen 5, 4, 3,
2 und 1 der weiBen Schachtel und 2 und 1 der gelben sind fast gar
nicht mehr belichtet und zeigen so geringe Unterschiede, daB sie sehr
schwer mit der Vergleichsskala verglichen werden konnten. Die Werte
fiir die dazwischen liegenden Kistchen 5, 4 und 2 fir Weill und 2 fiir
Gelb konnten aber durch Interpolation leicht ausgerechnet werden.

Ergebnisse der 3. Versuchsreihe (Intensititenversuch).

Die Ergebuisse dieses Versuches sind in der Tabelle G zusammen-
gestellt, woraus man am besten die verschiedene Wirkung des Weill
und des Gelb ersehen kann.

Im Weil sind bei allen Lichtintensititen, die von einer dem
weiBlen Kasten der 1. Versuchsreihe beinahe gleichen Intensitit be-
ginnen, denn so groBl wie im weillen Kasten war die Intensitit selbst
im vordersten Késtchen nicht, bis zu einer dem Grau entsprechenden
Intensitat, die fir den weiBlen beziehungsweise grauen Kasten charak-
teristischen Puppen entstanden, also helle und mittlere. Es treten
aber in keiner Intensitit des Weill griine Puppen aunf.

Betrachten wir dagegen die in allen Intensititen des Gelb ge-
bildeten Puppen (vgl. Tabelle), so sehen wir durchweg griine Puppen,
wie sie flir den gelben Kasten charakteristisch sind, auftreten; wir
sehen nirgends ein Aufhéren der Wirkung und eine Anniherung zu
den weiBen.

Auf Tafel VIII Fig. 19—26 sind die Puppen aus einigen Intensi-
titen dieser Versuchsreihe dargestellt, und zwar von den auf Gelb
verpuppten (Fig. 19—21) aus 3 Intensititen, die des vordersten Kist-
chens (Fig. 19) mit der groBten Intensitit, des mittleren Kistchens
Nr. 3 (Fig. 20) und des ganz riickwirts gelegenen Nr. 1 (Fig. 21), wo
schon eine sehr geringe Intensitit herrschte. Fig. 22—26 stellen
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Puppen aus einigen Intensititen des Weill dar, und zwar des vor-
dersten Kistchens Nr. 11, sodann Nr. 10, Nr. 6, Nr. 3 und Nr. 1.

Die oberen Farbmarken stellen die diesen Kistchen entsprechen-
den Helligkeitsgrade dar, wobei, um die Darstellung anschaulicher
zu machen, der hellste Ton die griBte Lichtintensitit reprisentiert,
der dunkelste die schwichste Lichtintensitit. Uber die Art, wie diese
Grade mit den in der Methodik dieses Versuches besprochenen re-
lativen Intensitiiten zusammenhingen und aus ihnen gewonnen wurden,
8. Niheres in der Tafelerklirung.

Betrachten wir diese Reihe von Puppen auf der Tafel, so muBl
uns gleich die Scheidung zwischen den beiden Partien von Puppen
des Gelb und des Weill aunffallen: auf der einen Seite sind alle griin
(gzelbe Abteilung), auf der anderen (weifle Abteilung) alle dem an-
deren Typus angehorend: helle mit schwarzer Fleckenzeichnung. Nur
eine etwas griinliche im Kistchen Nr. 3 der weillen Schachtel, die
als eine halbgrtine bezeichnet werden konnte oder (1) PouLrons, wo-
bei die obere Seite griinlich, die untere undurchsichtig weifl ist und
mit weniger schwarzem Pigment als bei der normalen Fleckenzeich-
nung, scheint eine Ausnahme zu bilden, doch kommen solche Puppen
sporadisch auch im schwarzen und grauen Kasten vor.

Gehen wir ing Detail und vergleichen die einzelnen annihernd
gleichen Intensititen entsprechenden Partien der gelben und weillen
Abteilung, so zum Beispiel die Puppen der beiden vordersten Kist-
chen Nr. 11 der weilen Abteilung (Fig. 22) und Nr. 6 der gelben
Abteilung (Fig. 19). Ferner Fig. 20 mit Fig. 24, die in beiden Ver-
suchen die mittleren Kiistchen Nr. 3 der gelben und Nr. 6 der weiflen
darstellen und auch dieselben relativen Intensititen zeigen, und die
am wenigsten belichteten letzten Abteilungen Fig. 21 und Fig. 26,
80 sieht man keine Ahnlichkeit zwischen ihnen, sondern man sieht
deutlich, wie sich auf der einen Seite die Wirkung des Gelb in
dem Mangel an schwarzem Pigment und dem Hervortreten einer
griinen Firbung selbst bei der schwiichsten Intensitit geltend macht,
im Gegensatz zu den Puppen aus der weillen Abteilung, die nicht griin
sind und schwarz pigmentiert. Auch fiir die dazwischenliegenden,
auf der Tafel nicht dargestellten Intensititen ist genaun dasselbe zu
konstatieren.

Sollte die Wirkung im Gelb denn doch auf der Intensitit be-
ruhen, so miite die im Apparat erzielte ganze Intensititenreihe des
Gelb in keinem Punkte mit den Intensititen des Weill zusammen-
treffen, man miifite daher notgedrungen annehmen, daB sie vor dem
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Weill oder hinter der weiflen Reihe gelegen ist. Eine solche An-
nahme erscheint aber ausgeschlossen, da nach den friither mitgeteilten
Versuchen hohere Intensititen von Weil den 1. Typus, niedrigere
den 3. Typus der Puppenfirbung hervorbringen, welche Farbtypen
noch mehr als der in dem Skalenversuch mit Weill auftretende
2. Typus von dem griinen 4. Typus abweichen. Demnach bleibt nur
der Schlufl iibrig, daB wir es in der Wirkung des Gelb auf das Auf-
treten der griinen Puppen mit einer spezifischen Farbenwirkung und
nicht mit einer Wirkung der Helligkeit zu tun haben kinnen.

Dritter Teil: Chemie der Farbtypen.

VIl. Hauptpunkte des Programms dieser Untersuchungen.

Wird durch Anstechen einer Pauppe das Blut (Himolymphe), welches
eine klare gelbgriine bis griine Farbe hat, abgetropft, so schwirat
es sich nach dem Verlassen des Korpers bei Luftzutritt. Diese als
Melanose bezeichnete Eigenschaft des Insektenblutes beruht, wie
v. FortH und Scanriper (1902} an Puppen von Deslephila clpenor
und euphorbiac feststellen konnten, auf der Wirkung eines oxydativen
Fermentes, einer Tyrosinage auf ein Chromogen. Zur Abtrennung der
Tyrosinase von dem Chromogen und den kristalloiden Bestandteilen
des Insektenblutes bediente sich v. FUrRru folgenden Verfahrens: die
durch Anstechen der Puppen erhaltene frische Blutmenge wurde durch
Halbsiittigung mit Ammonsulfat gefilit, der Niederschlag abfiltriert,
mit halbgesittigter Ammonsulfatlosung gewaschen, dann scharf zwi-
schen Filtrierpapier abgeprefit und schlieBlich in 0,05¢/, Soda gelist.
Die so erhaltene Fliissigkeit erwies sich reich an Tyrosinase. Wurde
von dieser Fermentlosung zu einer wilirigen Tyrosinlosung zugesetat,
so farbte sich die Fliissigkeit erst violett, dann schwarz und schliefilich
schieden sich dunkle Flocken ab. Dieses Umwandlungsprodukt des
Tyrosins ist nach v. FUrrHE den Melaninen beizuzihlen, da es sich
dureh seine physikalischen Eigenschaften, Liosungsverhiltnisse, Un-
loslichkeit selbst in konzentrierten Siuren und Alkalien, insbeson-
dere aber durch die Fihigkeit, bei der Kalischmelze skatolartig rie-
chende Substanzen zu liefern, genau so wie die als Melanine be-
kannten Pigmente der Haut verhiilt. Ahnliche Produkte hat auch
DuccescHr (1901) durch vorsichtige Oxydation von Tyrosin mit chlor-
saurem Kali in salzsaurer Losung erhalten. Nach diesen und anderen
Beobachtungen, wie denen von PrziBraM, der den Tyrosinasenachweis
beim Tintenbeutel von Sepiz erbrachte, ist die Vermutung durch
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v. FORTH ausgesprochen worden, die Bildung der melanotischen Pig-
mente beruhe auf einer fermentativen Wirkung einer Tyrosinase aunf
ein Chromogen unter dem Einflul von Sauerstoff.

Infolge dieses Zusammenhanges schien es wichtig zu untersuchen,
ob eine Tyrosinase auch im Blute der Pieris-Puppen vorhanden sei
und ob sich Verschiedenheiten in der Menge und dem Grade der Wirk-
samkeit derselben bei den verschiedgnen Puppenfarbtypen zeigen wiir-
den, die im Zusammenhange mit der gebildeten Pigmentmenge stiin-
den. In diesem Falle solite auch untersucht werden, ob nicht durch
Anwendung verschiedener Faktoren eine Umwandlung »in vitro« der
einen Tyrosinase in die andere moglich wire.

Was die griine Firbung anbelangt, so wird sie bei Insekten viel-
fach auf Chlorophyll zuriickgefiihrt, namentlich von PourtoN, aber
auch noch von vielen anderen. (Vgl. Literatur bei v. ForrH, Physio-
logische Chemie der niederen Tiere 1903, S. 493 u. ff., und PrziBrAM
1913.) Przisraym (1913) stellte durch Reaktionen (Siurereaktionen,
Kochen mit Kalilauge) sowie auch durch das spektroskopische Ver-
halten der Farbstoffildsungen einer ganzen Reihe von Insekten und
auch von hoheren Tieren (Hyla, Rana) fest, daB das »Tiergriin¢, wie
er es nannte, sich ganz anders verhalte als das Chlorophyll, anderer-
seits aber auch die Lipochromreaktion (mit konzentrierter Schwefel-
sdure charakteristische Blaufirbung) zum Uunterschiede vom griinen
Pigment des Tieres Bonellia viridis nicht gebe.

'Es war daher sehr naheliegend, auch den griinen Farbstoff der
Puppen von Pieris brassicae daraufhin zu priifen und dieselben Re-
aktionen anzuwenden, sowie auch das spektroskopische Verhalten zu
untersuchen.

Dies sind die Hauptumrisse des Programms der hier im nach-
folgenden aufgezihiten Untersuchungen iiber die Chemie der Farb-
typen der Puppen von Pierds brassicae. Die Untersuchungen gliedern
sich in drei Abschnitte, von denen der erste allgemein orientierende
Reaktionen tiber die Stoffe der WeiBllingspuppe enthilt. Ein folgen-
der behandelt sodann die chemische Unterscheidung der vier Hauptfarb-
typen, und schlieBlich sind im letzten Versuche mitgeteilt, welche eine
Umwandlung der Extrakte aus den Hauptfarbtypen ineinander er-
geben haben.

Jeder der Abschnitte behandelt immer die zwei Seiten der Frage,
nimlich betreffend den schwarzen Farbstoff respektive das ihn be-
dingende Ferment und Chromogen und andererseits den griinen
Farbstoff.
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Vill. Methodik.

Die uns interessierenden Teile der Puppe: 1. das Blut, wegen
seiner Farbe und der mutmaBlichen Beziehungen zu den auftretenden
Puppenfirbungen, und 2. die Hiillen wegen des in denselben ab-
gelagerten Pigments, wurden getrennt verarbeitet. Es ergab sich
daraus, dal auch die inneren Organe eine getrennte Bearbeitung er-
fuhren.

Das Blut. Durch Anstechen der Puppen an der Fliigelscheide
und vorsichtiges Driicken wurde das Blut, das in klaren, gelbgriinen
Tropfen herausfloB, in eine graduierte Eprouvette aufgefangen und
sofort weiter verarbeitet, entweder nach der in der Einleitung ange-
filhrten Methode von O. v. Forra zur Gewinnung der Tyrosinase
oder in anderer Weise, wie im einzelnen bei den betreffenden Ver-
suchen angegeben werden wird. Jede Puppe ergab gewishulich 3
reine Tropfen. Bei den als Stichproben bezeicbneten Versuchen, wo
keine Verarbeitung »en masse« erfolgte, sondern einzelne Bluttropfen
einer jeden Puppe zu Reaktionen verwendet wurden, wurden die-
selben direkt aus der Puppe in die Eprouvette mit der betreffenden
Flissigkeit aufgefangen.

Nach der Blutentnahme und sofortigen Verarbeitung desselben
warden die Puppen auf einer Glasplatte aufgemacht, mit einem scharf-
kantigen Glasstab die inneren Teile ausgekratzt und auf diese Weise
die inneren Organe von den Hillen, so gut es eben auf diesem Wege
ging, getrennt. Nur beim 1. Versuch (s. Tabelle 1) sind die Hiillen
von den Organen nicht getrennt, sondern, wie in der Tabelle ange-
geben ist, die Pappen nach Blutentnahme zerkleinert und mit physio-
logischer Kochsalzlosung versetzt. Jeder der beiden Teile wurde in
einem Pulverglischen mit einer entsprechenden Menge 0,59/, phy-
siologischer Kochsalzlosung iibergossen, und zwar wurden die Organe
von je 14 Puppen mit 5 em?, die Hiillen mit 7 cm? versetzt und bis
zum nichsten Tage stehen gelassen, um das noch darin befindliche
Blut sowie auch Plasma, welche sich in der physiologischen Koch-
salzlosung 16sen, auf diese Weise zu entfernen. Am nichsten Tage
wurde abfiltriert. Die Filtrate wurden zu Reaktionen verwendet, ent-
weder gleich oder nach lingerem Stehen. Die Riickstinde, mit den ent-
sprechenden Mengen Ather versetzt, wobei sich der Ather sofort schon
gelbgriin firbte, ergaben Ausztige des griinen Farbstoffs, mit welchen
die Reaktionen ausgeflihrt wurden und welche auch zu den spektro-
skopischen Untersuchungen verwendet wurden. Zu den spektro-
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skopischen Untersuchungen dienten auch noch Atherausziige aus ganzen
Puppen sowie auch solchen nach Entnahme einiger Tropfen Blutes,
die aber nicht weiter behandelt wurden, sondern ganz in die ent-
sprechende Menge des Lsungsmittels hineingeworfen wurden, ferner
analoge Ausziige mit Alkohol und Petroliither.

Auch von der Futterpflanze der Larve von Pieris brassicae, dem
Kohl, wurden analoge Ausziige mit- physiologischer Kochsalzlosung,
Ather, Alkohol und Petrolither hergestellt, indem die Blitter erst
gereinigt, dann zerkleinert mit dem Losungsmittel versetzt wurden.
Bei dem Extrakte mit physiologischer Kochsalzlosung wurden die
Bliitter zuerst mit Quarzsand zerrieben.

1X. Die Stoffe der WeiBlingspuppe.
1. Das Blut.

Wir haben im Puppenblute folgende Stoffe zu betrachten: a) das
Eiweil}, b) Fermente, ¢) ein durch Oxydation die Melanose bedingen-
des Chromogen und d) den griinen Farbstoff.

1. Versuch.

a) Eiweill, Gerinnung. Beim Erwirmen im Wasserbade ist
nach Verdiinnung des Blutes mit physiologischer Kochsalzlosung bei
63°C eine beginnende Triibung wahrzunehmen, der Koagulations-
punkt fiirs Blut wurde zwischen 69° und 70°C festgestellt, wobei
eine flockige gelbe Masse sich absetzte, wihrend die dariiber befind-
liche Flussigkeit farblos wurde. Die Farbe des Koagulums konnte
durch Ather nicht ausgezogen werden (vgl. Tabelle 1, Reihe 11).

Bei Zusatz.von konzentrierten Siuren, und zwar Schwefelsiure
oder Salzsdure (je 1 Tropfen auf 1 cm? eines mit physiologischer Koch-
salzlosung sechzehnfach verdiinnten Blutes, vgl. Tab. 1) entsteht ein
gelblicher Niederschlag und die Fliissigkeit ist ebenfalls gelb gefirbt.
Zusatz von Eisessig ergab keine Fillung (die Probe wurde etwas
mehr ritlichgelb), wohl deshalb, weil im Verhiltnis zur geringen Kon-
zentration der EiweiBlosung stets Sdure im UberschuB dazugegeben
war und sich der spirliche Niederschlag wieder loste.

Die Fillung des EiweiBies des Blutes durch Atherzusatz habe ich
nicht gemacht, dieselbe wird unter Anderen von Geyer {1913) an-
gegeben. Es bildet sich nach ihm ein dickes Koagulum, welches
das eigentliche Griin einschlieBt, wibrend sich der Ather lemchtend
gelbgriin firbt. Dagegen habe ich gelegentlich eines Versuches, das
Chromogen aus dem Blute zn gewinnen, die Fillung des EiweiBes
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durch Zusatz von gleicher Menge Alkohol beobachtet, wobei eine
Schichtung erfolgt war: zu unterst ein dunkler Niederschlag deutete
auf gebildetes Melanin hin, dariiber ein gelblicher Niederschlag, das
EiweiB. Die dariiber befindliche Fliissigkeitsschicht zeigte wieder
Melaninbildung und tiber dem Ganzen eine klare, griinlichgelb ge-
firbte Fliissigkeit gelagert.

Durch Zusatz von Alkalien, Ammoniak oder Kalilauge wurde
die Flissigkeit deutlich rotlicher. (Vgl. Tab. 1, 1. Versuch, Reihe
7 und 10.)

Ich will hier nicht auf die sonstigen Gerinnungserscheinungen
des Eiweilles im Blute, die sich bei den verschiedenen Verarbeitungs-
arten, so bei der Tyrosinasebereitung durch Ammonsulfat u. a. er-
geben haben, eingehen, da dieselben wie ja auch die oben angefiihrten
keine Reaktionen sind, die nur den Pieris-Puppen zukommen, son-
dern allgemeinere Bluteiweilireaktionen sind und die ich eigentlich
nur der Vollstindigkeit halber hier erwihnt habe.

b) Tyrosinase. Wie bereits eingangs bemerkt wurde, zeigt das
Blut der Puppen von Pieris brassicae die Eigenschaft, sich nach dem
Verlassen des Korpers an der Luft zu schwirzen. An derselben
Stelle wurde auch ausgefiihrt, worauf diese Verfirbung des Insekten-
blutes zuriickzufiihren sei, nimlich auf die Gegenwart eines oxyda-
tiven Enzyms, einer Tyrosinase, so genannt, weil es imstande ist,
Tyrosin unter Bildung eines melaninartigen Produktes zn oxydieren.
Dieses Enzym bewirkt die Oxydation eines ebenfalls im Blute vor-
handenen Chromogens. Nach v. FiirTH (Gewebechemie S. b36) ver-
mag die Tyrosinase auller Tyrosin auch Brenzkatechin, Suprarenin
und Homogentisinsiure zu oxydieren, nicht aber das Phenylalanin,
Indol und Prolin. Ihre Wirkung wird verstirkt durch Wasserstoff-
superoxyd, jedoch nur bei geringen Mengen derselben, wihrend bei
groBeren Mengen Hemmung erfolgte, ferner durch Eisensulfat und
kolloidale Edelmetalle.

Es mufite daher ein Versuch angestellt werden, der den Nach-
weis einer Tyrosinase im Blute der WeiBlingspuppe erbringen sollte.

2. Versuch. -

Zu diesem Zwecke wurde das Blut von 20 mittleren Puppen aus
dem Freien durch Anstich an der Fliigelscheide in eine in zehntel
cem graduierte Eprouvette aufgefangen; es ergaben sich 0,7 cm3 Blut,
die nach der Firruschen Methode zur Abtrennung der Tyrosinase
vom Chromogen verarbeitet wurden, das heiflt, es wurde ebensoviel
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gesittigte Ammonsulfatlosung dazugegeben und der gebildete Nieder-
schlag abfiltriert. Dadurch erhilt man aus dem Blute zwei Partien,
den Riickstand a, der tyrosinasereich sein soll, und das Filtrat a’.
Der Riickstand wurde sodann mit der gleichen Menge halbgesittigter
Ammonsulfatlosung gewaschen, der auf dem Filter befindliche Nieder-
schlag mittels eines Glasstabes abgenommen und in 0,7 cm?® 0,059,
NaOH gelost, also in einer der wurspriinglichen Blutmenge gleich-
kommenden Menge Sodalssung. (Ich will fernerhin eine solche Menge
der Kiirze halber als addquate Menge bezeichnen.)

Diese beiden Partien: der in Soda geloste Blutriickstand a und
das Filtrat a’ wurden nun auf Tyrosinase gepriift. Diese Versuchs-
reihe ist in der Tabelle 2 dargestellt. Es wurden zwei Reihen auf-
gestellt, die eine, wobei Tyrosin (je 1 cm3 auf einen Tropfen Ferment-
losung) als Indikator benutzt wurde, die zweite Reihe mit Indol, und
folgende Proben, wie sie in der Tabelle 2 ersichtlich sind, aufgestellt,
die eine Hilfte mit Fermentlysung, die andere als Kontrolle mit
physiologischer Kochsalzlosung. Die Aufstellung erfolgte am 12. X1
5 30 abends und die Kontrelle am niichsten Tage um 11* vormittags.

Bei der Probe, die Tyrosin und 1 Tropfen der a-Flissigkeit ent-
hielt, war am nichsten Tage eine starke Schwirzung zu sehen (Ru-
brik I, b), dagegen eine sehr schwache Schwirzung bei der a’-Fliigsig-
keit. Die Probe mit a’ wurde zwar um einen Tag spiiter aufgestellt,
doch hat dieser Unterschied in der Zeit nichts zu bedeuten, denn es
wurde zur Kontrolle an demselben Tage auch eine Probe mit einem
Tropfen der Fliissigkeit a noch einmal aufgestellt, die Schwirzung
setzte sogar noch rascher ein, was auf eine Erhthung der Wirksam-
keit des Fermentes beim Stehen an der Luft hinweisen wiirde.

Im Gegensatz dazu bleibt das Indol unverindert, was ja ein
charakteristisches Verhalten sein soll.

Es wurden auch noch in einer der Probe 5 analogen Weise zwei
Proben aufgéstellt, die eine mit 1 cm3 Tyrosin, die andere mit 1 ¢cm?
Indol, und anstatt der Fermentlosung 1 Tropfen Ammonsulfat zuge-
setzt, aber es zeigte sich am niichsten Tage keine Schwirzung, also
enthilt das Blut die wirksame Substanz.

Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd und Eisensulfat, wobei je ein
Tropfen davon auf einen Tropfen Ferment kam, verhinderte ganz die
Schwirzung, was erklirlich ist, da offenbar im Verhiltnis zum Fer-
ment zu groBe Mengen davon zugesetzt worden waren, was nach
v. ForrH die Wirkung hemmt. Dagegen wiirde vielleicht die Bil-
dung von kleinen Bldschen beim Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd
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(Rubrik I, 6 und II, 6) auf eine Zersetzung desselben hindeuten, was
auf die Gegenwart einer Katalase, eines Fermentes, von dem man
freilich nichts weill, als daB es Wasserstoffsuperoxyd zersetzt, schlie-
Blen lassen wiirde. Nach Wo. OstwarLp (1907), der verschiedene
Insekten, aber vornehmlich Riéupchen von Porthesia chrysorrhea unter-
sucht hat, sind in den Extrakten und Korperflissigkeiten der Or-
ganismen zwei Enzyme vorhanden, die Wasserstoffsuperoxyd zer-
setzende Katalase und die guajakbliuende Peroxydase. Von dieser
letzteren Wirkang konnte ich mich bei meiner Fermentlosung, die
Tyrosinase selbst ist ja auch ein oxydierendes Ferment, nicht iiber-
zeugen, indem 1 em3? von einer ganz frischen bis dahin im Dunkeln
gehaltenen Guajaklosung nach Zusatz eines Tropfens nach v. FURTH
bereiteter Tyrosinase ganz unveriandert gelb blieb. (S. Tab. 2 die mit
III bezeichneten Reihen.) Es diirfte aber hierbei zu beriicksichtigen
sein, daB ich diese Reaktion micht in der von OSTWALD angegebenen
Art ausfiihrte.

Auf das sehr interessante Abbingigkeitsverhiltnis, das Osr-
wALD zwischen den gebildeten Fermentmengen und den Lichfver-
hiltnissen, sowohl der Intensitiit als anch der Wellenldnge, gefunden
hat, wobei weiBes Licht und Violett Katalase zerstorend und Peroxy-
dase fordernd sind, Dunkelheit und gelbes Licht Katalase giinstig
uad Peroxydase zerstorend, das etwas an die von uns gefundenen
Beziehungen der Puppenfirbungen zu den Lichtverhiiltnissen, nament-
lich aber an die antagonistischen Wirkungen des gelben und violetten
Teils des Spektrums in der Ausbildung des dunkeln und des griinen
Farbstoffs erinnert, will ich jetzt nicht eingehen und behalte mir dies
gelegentlich einer nichsten Mitteilung vor iiber Belichtungsversuche
an den Fermentextrakten von Pieris brassicae, wobei ich jedenfalls
auch auf den Nachweis auch beim Kohlweilling der von OsTwaLDp
angenommenen Enzyme in einer den OsTwarpschen Versuchen ana-
logen Verarbeitung zuriickkommen werde.

Der hier beschriebene Versuch ergab also das Vorhandensein
einer Tyrosinase im Blute von Pieres brassicae mit den von v. FURTH
als charakteristisch angegebenen Eigenschaften, und zwar analog den
Forrrschen Angaben in dem durch Ammonsulfat gefillten Teil des
Blutes, wihrend im Filtrat wohl auch noch etwas vorhanden ist, aber
viel weniger als im Riickstand.

¢) Chromogen. Uber das Chromogen des Insektenblutes, dessen
Ozxydation durch die Tyrosinase die Melanose bedingt, gibt v. FURrH
an, daB es anscheinend der aromatischen Reihe angehdre, aber nicht
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gerade Tyrosin sein miisse. Hinsichtlich der Natur des Chromogens
stellte er nur so viel fest, daBl es weder durch Phosphorwolframsiure
noch durch Schwermetallsalze, ammoniakalische Silberlésung oder
Bromwasser fillbar und in wasserhaltigem Alkoholither 19slich sei.

Da sich im Laufe der angestellten Versuche, fiber die weiter unten
berichtet wird, interessante Analogien zwischen dem Verhalten des
Tyrosins einerseits und des Puppenblutes (Chromogens) andererseits
ergeben hatten, so schien es eine wichtize Voraussetzung, sich tiber
die Natur dieses Chromogens niher zu orientieren und zu sehen, ob
es Tyrosin oder wenigstens ein der Tyrosingruppe angehiorender
Korper sei.

8. Versuch: Tyrosinnachweis im Puppenblut,

Nach einer von Herrn Prof. v. Forra freundlichst mitgeteilten
Methode zum Nachweise von Tyrosin oder eines der Tyrosingrappe
angehorenden Korpers (MiLLoxsche Reaktion nach EiweiBkoagulation)
wurde das Blut von 10 Pieris-Puppen in eine graduierte Eprouvette
aufgefangen. Es ergaben sich 0,9 em3. Das Blut wurde in einer
gleichen Menge einer 19/, wiBrigen Losung von Kaliummonophosphat
{(KHyPO,) gelost und im Wasserbade so lange gekocht, bis ein dicker
Riickstand unter vollstindiger Klirung der Flissigkeit entstanden
war. Der Riickstand wurde in einer gleichen Menge einer 109/, wifi-
rigen Losung von Sulfosalicylsiure aufgenommen und filtriert. Bei
Anwesenheit von Tyrosin oder eines Korpers aus der Tyrosingruppe
muB dieses mit dem MiLLonschen Reagens eine rosenrote Firbung
geben. Es wurden nun einige Proben mit dem so erhaltenen Filtrat
und andererseits als Kontrollversuch mit gleichen Mengen einer Tyrosin-
losung aufgestellt und mit dem MiLuonschen Reagens versetzt. (Siehe
Niheres beziiglich der Versuchsanordnung in der Tabelle 3.)

Die Tyrosinlosung gab, mit dem MiLLoNschen Reagens versetzt,
zuerst einen ganz kleinen gelben Niederschlag, dann nach einiger
Zeit, etwa 1/, Stunde—1 Stunde, begann die Fliissigkeit sich rosenrot
zu firben. Tyrosinpulver gab mit einem Tropfen MiLroxs Reagens’
sofort eine tiefrote Firbung.

Die in der angegebenen Weise priparierte Blutfliissigkeit ergab bei
Zusatz schon eines Tropfens des MrLLonschen Reagens sofort einen
starken weilllichen Niederschlag; einen schwicheren gelblich opales-
zierenden Niederschlag ‘ergab eine Probe einer verdiinnten Liosung
des Blutes. Diese wurde erhalten, indem nochmals 0,8 em3 Sulfosali-
cylsiure auf dem Eiweifkoagulum durchfiltriert wurde. Auch bei
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diesen Proben trat die Rosafirbung bald in der gleichen Weise wie
beim Tyrosin auf.

Wir haben also im Puppenblute Tyrosin oder jedenfalls einen
der Tyrosingruppe angehorenden Korper, der als Chromogen fungiert.

d) Der griine Farbstoff des Blutes. Die gelbgriine bis griine
Farbe des Blutes wird durch einen im Blute gelosten Farbstoff be-
dingt.

Uber diesen gritnen Farbstoff des Blutes von pflanzenfressenden
Insekten sagt PouLron, er sei akzessorischen Ursprungs, indem er
vom Chlorophyll der Nahrung abstamme. Bevor dieses aber in das
Blut tibergehe, erfahre es einige Verinderungen (Metachlorophyll).
Der griine Farbstoff gelange dann aus dem Blute in die Zellen der
Korperoberfliche vieler Raupen, gehe jedoch bei der Verpuppung
wieder in das Blut iiber. Bei manchen Arten soll er dann zur Fir-
bung der Eier dienen und so schlieBlich in den Korper der jungen
Larven gelangen.

Ich konnte hier nur wiederholen, was ich an anderen Stellen
tiber den griinen Farbstoff sage.

Beim Kochen des Blutes verschwindet die griine Farbe, das ge-
bildete Koagulum erscheint gelb, doch kann darans der Farbstoff
darch Ather nicht ausgezogen werden. Durch Zusatz von Schwefel-
siure entsteht ein weilllichgelblicher Niederschlag, die dariiber be-
findliche Flussigkeit wird gelblich. Alkalien bewirken ein Rotlich-
werden des Blutes (vgl. Tab. 1).

Dadurch, daB bei allen diesen Reaktionen das im Blute enthaltene
Eiweill einen michtigen Niederschlag gibt, der auch den Farbstoff
mitreiBlt, ist es nicht moglich, das Verhalten des Blutfarbstoffes bei
dieser Behandlungsart zu priifen. Auch die Schwierigkeit, ihn durch
Ather auszuziehen (GrYEr 1912), machte es, daB ich die griine Farbe
des Blutes nicht speziell untersuchte. Jedoch scheint dieselbe mit
dem in der Hiille abgelagerten griinen Pigment identisch zu sein,
mit demselben genetisch zusammenzuhiingen. Deutliche Unterschiede
in der Farbe des frischen Blutstropfens bei den griinen Puppen (leuch-
tend griin) und den nichtgriinen Puppen (mehr gelblichgriin), sowie
in dem sonstigen Verhalten desselben deuten darauf hin, dal zwi-
schen der Firbung des Blutes und der Hiille Beziehungen bestehen
miissen. Die weiter unten mitgeteilten Versuche und Reaktionen,
die griinen Extrakte betreffend, sowie auch auftretende Veriinderungen
des Blutes diirften sowohl fiir das eine als auch fiir das andere
Geltung haben.
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2. Die inneren Organe.

Die inneren Teile der Puppen wurden immer zuerst in physio-
logischer Kochsalzlosung gelost; darin lost sich das noch enthaltene
Blut und das Muskeleiwei. Sodann wurde filtriert. Das Filtrat war
etwas triib, griinlich- bis rotlichgelb und zeigte neutrale Reaktion.
Der Koagulationspunkt ist bei 48°—50° und entspricht wahrschein-
lich dem Muskeleiweil}, denn der Muskelkoagulationspunkt liegt bei
Insekten zwischen 46° und 55°, '

Der rétlichbriunliche Riickstand der Organe liost sich in Ather
mit schoner gelbgriiner Farbe, aber es bleibt noch eine in Ather un-
losliche briunliche Substanz zurtick.

Auf die Reaktionen sowohl des wiBrigen Filtrates als anch des
Atheranszuges mochte ich erst bei Besprechung der Hiillenextrakte
eingehen.

3. Die Hiille.

Die Puppenhiille besteht aus der Hypodermis oder Matrix und
aus einer festen Substanz (Cuticula), die von den Zellen der Hypo-
dermis sezerniert wird oder, wie es in neuerer Zeit angenommen
wird, auf einer Metamorphose des Zellprotoplasmas beruht.

In der Hiille sind die Farbstoffe eingelagert, und zwar der dunkle
Farbstoff und ein gelber Farbstoff, welch letzterer uns aber weiter
nicht beschiiftigen wird, da er keine Verschiedenheiten bei den ein-
zelnen Farbtypen zeigt, in der #uBersten Schicht, in der Cuticula,
und in den Zellen der Hypodermis der griine Farbstoff.

Es wird dann auch kurz das Seidengespinst zu erwihnen sein,
mittels dessen sich die Raupen vor ihrer Verpuppung fixieren.

a) Die Hiillsubstanz besteht bei allen Insekten aus Chitin,
soll jedoch nach Grirrira (1892) bei Schmetterlingspuppen (er hat
Pieris-Arten untersucht) kein Chitin, sondern ein Albuminoid sein, das
er- Pupin nennt. A

Es wird daher vielleicht von Interesse sein, hier einige Reak-
tionen anzufithren, die ich auf die Puppenhiillen angewendet habe.

Es wurden tote Puppen mit dem Wiegemesser zerkleinert und,
um sie von allen iibrigen Teilen zu reinigen, zwei Tage in konzen-
trierter Kalilauge stehen gelassen, sodann in durchstromendem Lei-
tungswasser ausgewaschen, bis dasselbe ganz ungefirbt hindurch-
stromte, 80 daB nur die reine Hiillsubstanz und der von dem Alkali
ebenfalls unangreifbare dunkle Farbstoff iibrig blieb. Das Material
wurde in festem Zustande auf einen Objekttriger gebraeht, etwas mit

10*
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Nadel und Pinzette zerrissen und die Chitinreaktionen durch Tropfen-
zusatz des Reagens ausgefiihrt.

Als Vergleichsmaterial dienten Hiute von Sphodromantis bi-
oculata, deren Chitinnatur unzweifelhaft feststeht, und zwar Hiute
von verschiedenen Stadien: die ersten Hinte, die auf dem Kokon
zurfickbleiben, dann Hiute eines halberwachsenen Stadiums und
schlieBlich die abgeworfenen Imaginalhiute, welche der Puppenhiille
entsprechen.

Lioslichkeitsverhdltnisse:

1) Bei Zusatz von kalter konzentrierter Salzsiure 10sten sich alle
Hautstiicke, aber sehr langsam, die Fliissigkeit wurde griingelb gefirbt.

2) Konzentrierte Schwefelsiure loste sie farblos, rascher zwar
als die Salzsiure, aber auch noch ziemlich langsam.

Farbreaktionen:

1) Bei Zusatz eines Tropfens Jodjodkalium wurden sofort alle
Hautstiicke - braunrot gefiirbt, der Fliissigkeitstropfen herum gelb.
Diese Reaktion war sogar am schionsten bei der Puppenhiille, weil
es das dickste Stiick war.

2) Je ein Stiickchen von den durch Jodjodkalium braungefirbten
Hautstiicken wurde auf einen zweiten Objekttriiger gegeben und je
ein Tropfen Schwefelsiure dazugesetzt. Sofort trat ein Umschlag in
Violett ein und gleichzeitig loste sich anch die Substanz in der Schwefel-
siure und sowohl die Fliissigkeit als auch die festen Teile wurden
dunkelviolett, beinahe schwarz.

3) Je ein Stiickchen der Puppenhiille wie auch von den Spho-
dromantishiuten wurde mit einem Tropfen blaner Jodstirkelosung
versetzt. Derselbe wurde innerhalb kurzer Zeit ganz entfirbt, wih-
rend ein Kontrolltropfen blaner Jodstirkelosung ohne Chitin unver-
sndert blieb.

Bei allen ausgefiihrten Reaktionen, die ja doch die fiir das Chitin
charakteristischen Reaktionen sind, war kein Unterschied zwischen
dem Verhalten der Puppenhille und der Hiute von Sphodro-
mantis zu verzeichnen. Es wiirde demnach kein Grund bestehen,
die Puppenhiillsubstanz als eine von Chitin verschiedene Substanz
zu betrachten.

b) Der dunkle Farbstoff (Melanin). Unter »Melanine« werden
zusammengefaBt: schwarze oder braunschwarze Pigmente, die un-
loslich in Wasser, Alkohol, Ather, verdtnnten Alkalien und kochender
starker Salzséiure sind. Beim Schmelzen mit Atznatron geben sie
einen indol- oder skatolartigen Geruch.
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Ieh will iiber die Natur des dunkeln Farbstoffs, welcher in der
Puppenhiille um die Porenkanilchen und in dem Netzwerk von ana-
stomosierenden horizontal gelagerten Kanilen eingelagert ist, hier
nicht viel Worte verlieren. Zweifellos handelt es sich nm Melanin,
wie es bei anderen Insekten festgestellt wurde. Die Unldslichkeit
und Unangreifbarkeit bei Behandlung mit verschiedenen starken Re-
agenzien, Siuren und Alkalien (s. zum Beispiel die Behandlung bei
den ausgefiihrten Chitinreaktionen) mige hier als Beweis gelten.

Die Kalischmelze wurde aus technischen Griinden an den Pierss-
Pappen noch nicht ausgefiihrt, diirfte aber so ziemlich gegenstands-
los sein; die Melaninnatur kann nach v. Forrns Versuchen an an-
deren Schmetterlingsarten der von ihm vorgenommenen Identifizierung
des melanotischen Pigments mit dem kiinstlichen durch Oxydierung
des Tyrosins mittels Puppenblut-Tyrosinage gewonnenen dunkeln Pro-
dukte als ziemlich sicher gelten.

Nur eines mochte ich hier beziiglich der Loslichkeitgverhiltnisse
bemerken: das durch Hinzusetzen von Tyrosinase des Blutes von
Pieris brassicae zam Tyrosin gewonnene, schwarzbraune Produkt konnte
ich nach ginzlichem Verdunsten des Wassers, wobei nur ein dunkles
Produkt an den Winden der Eprouvette blieb, in konzentrierter Kali-
lauge losen. Es loste sich darin mit orangeroter Farbe. Es scheiut
also das, was sich ans dem Blute bildet, noch nicht das eigentliche
Melanin zu sein, sondern eine Vorstufe desselben, die sich erst in
der Hillle zum echten Melanin umwandelt. Diese Vorstufe stimmt
mit der Durchgangsstufe zu Melanin tiberein, die von PrziBraM beim
Tintenbeutel von Sepia gefunden wurde und die sich ebenfalls mit
orangeroter Farbe loste. Ich konnte auch an frischen Puppen, die
kaum die Raupenhaut abgestreift hatten, oder selbst an Raupen kurz
nach einer Hiotung das Auftreten der Zeichnung verfolgen, zuerst
in einer roten Farbe, die dann schlieBlich in Schwarz iiberging. Das
ist wohl nichts anderes als eine Vorstufe des Melanins, wie wir sie
aunch in der Eprouvette bei der Verfirbung des Tyrosins beobachten
konnten. PETERSEN (1891) fand, daB unter der Raupenhaut, die er
durch Behandlung der Raupen mit kochendem Wasser entfernte, die
in Bildung begriffene Puppenhaut genau die Zeichnungen der abge-
streiften Raupenhaut zeige, und zwar erscheinen die unter den schwar-
zen Flecken der Raupenhaut gelegenen Partien genau in demselben
Umfange karminrot, wihrend alles iibrige gelblichweill blieb. Das
rote Pigment wird durch Chromsiure, Alkohol, Terpentin, Kreosot
nicht verindert. Er nimmt an, daB es sich dabei um das griine
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Pigment der Hypodermis handle, welches an den Stellen, wo es von
der dankel pigmentierten Cuticula tiberdeckt ist, ein anderes chemi-
sches Verhalten zeige als dort, wo es vermittels der durchsichtigen
Cuticula dem Licht ausgesetzt ist.

In Wirklichkeit scheint es sich dabei um das in Bildung begrif-
fene Melanin zu handeln, das durch die Erhitzung nar die Rotstufe
erreichte (vgl. die weiter unten mitgeteilten Versuche mit Erwirmung
der Tyrosinase).

¢) Der griine Farbstoff. Der in den Puppenhiillen vorhandene
griine Farbstoff wurde teilweise durch 0,5¢/, physiologische Koch-
salzlosung extrahiert: Das Filtrat dieses Auszuges zeigte anfinglich
eine triibe griinliche Firbung, die durch Stehen sich klirte und mit
der Zeit an Intensitiit der Firbung zunahm.

Viel besser wurde jedoch der griine Farbstoff aus den Hiillen
mittels Ather ausgezogen, und zwar war der Extrakt klar gelbgrtin
gefirbt.

Es wurden auch noch Petroldtherextrakte hergestellt, die im Ver-
gleich zum Atherextrakt mehr griin sind, wihrend der Atheranszug
eine gelblichgriine Farbe zeigte.

Nicht so schon waren die Alkoholausziige, dieselben firbten sich
kaum und erst nach lingerem Stehen und bloB mit einer gelblichen
Farbe. Es scheint, daB durch den Alkohol das Eiwei koaguliert
und den Farbstoff mitreiBBt, was bei den anderen zwei Losungsmitteln
nicht der Fall zu sein scheint.

Uber die Natur des griinen Farbstoffs herrscht Meinungsver-
schiedenheit, indem ihn die einen als aus dem Chlorophyll der Nah-
rung herstammend, Metachlorophyll, PrRziBraM ihn als in seiner Ge-
nese vom pflanzlichen Chlorophyll durchaus unabhiingigen tierischen
Farbstoff — Tiergriin — betrachten.

Es muBte nun festgestellt werden, ob auch der griine Farbstoff
unserer Puppen sich #hnlich wie das von PrziBraM bei einer ganzen
Reihe von Tieren untersuchte, ganz gleich reagierende »Tiergriine«
verhalte. Dies geschah einerseits durch Anwendung der von Przi-
BRAM angegebenen »Tiergriin<-Reaktionen an den wiBrigen und
dtherischen Extrakten sowohl der Puppenhiillen als auch der inneren
Organe, andererseits durch die spektroskopische Untersuchung
aller Extrakte, deren Resultate weiter unten angegeben sind.

Ich mochte hier nur vorwegnehmen, daB sowohl die eine Unter-
suchungsmethode als auch die andere die Identitit des griinen Farb-
stoffs der Pierispuppen mit dem »Tiergrtin« ergeben haben, und ver-
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weise im iibrigen auf die die »Tiergriin«<-Reaktionen darstellenden
Tabellen (Tabeller 4 und 5).

Nur noch einige Worte zur Erliuterung derselben: PrziBrRAM
(1913) fand, daB beim Kochen der Atherauszlige des tierischen grtinen
Farbstoffs (Heuschrecken, Kanthariden, Friosche) mit gleicher Menge
alkoholischer Kalilange derselbe klar bleibt und einen Umschlag in
Gelb erfahre im Gegensatz zu Pflanzengriinextrakt, der unter Triibung
die griine Farbe beibehalte. Bei abermaligem Zusatze von Kalilauge
und weiterem Kochen zeigt sich ein durchschlagender Unterschied:
die tierischen bleiben klar und setzen farbige Flocken ab, die pflanz-
lichen sondern unter Tritbung schwarze Flocken ab.

Eine zweite Reaktionsreihe betraf die Frage, ob das »Tiergriin<
den Lipochromen zuzuwzihlen sei. Die charakteristische Lipochrom-
reaktion besteht in dem Auftreten einer Blaufirbung bei Zusatz von
konzentrierter Schwefelsiure, ein Verhalten, welches unter den griinen
Farbstoffen der Tiere dem Griin der Bonellia zukommt (Bonellein).
Die »Tiergriin«-Extrakte gaben die Lipochromreaktion nicht. Bei
Zusatz von konzentrierter Schwefelsiure trat bei den Tiergriinex-
trakten unter Tribung zundchst eine weingelbe Firbung auf, die
spiter braun wurde, die Chlorophyllextrakte blieben griin. Salpeter-
siure entfirbte die Tiergriinextrakte, wihrend die pflanzlichen griin
blieben oder kaum etwas gegen Gelb abblaBten.

Ich habe dieselben Reaktionen bei den Puppenextrakten ange-
wendet, wie in den am Schiusse beigegebenen Tabellen ersichtlich
1ist, jedoch auller H#therischen auch willrige Extrakte benutzt.

Tabelle 4: Tiergriinreaktionen der wifirigen Extrakte (Plasma,
Hiille),
Tabelle 5: Tiergriinreaktionen der Atherextrakte (Plasma, Hiille).

Wir sehen bei den Reaktionen der wiBrigen Extrakte (Ta-
belle 4) ein umgekehrtes Verhalten der tierischen Extrakte gegentiber
dem Pflanzenextrakte den Alkalien und Siuren gegeniiber: bei Zu-
satz von Alkalien kldiren sich die tierischen Extrakte, wihrend der
Kohlextrakt gich triibt oder einen Niederschlag gibt. Dagegen ver-
ursachen die Siuren starke Fillung bei den tierischen, die pflanz-
lichen bleiben klar. Auf ihre Reaktion gepriift, ergaben die unver-
dnderten Extrakte nentrale Reaktion bei den tierischen, schwach
saure Reaktion beim Kohlextrakt.

Beim Kochen mit Kalilauge wurde das Plasmafiltrat klar rotgelb,
das Hiillenfiltrat hellgelb, der Kohlextrakt unter Triibung rotgelh.
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Nach abermaligem Zusatze und weiterem Kochen schieden sich bei
den tierischen gelbbranne Flocken, beim Kohlchlorophyll schwarze
Punkte ab. Die Siurereaktionen sind infolge der starken EiweiB-
fillung nicht sebr deutlich, doch kann man auch hier eine Entfir-
bung bei Zusatz von Salpetersiiure, ein Gelb- (Hiille) oder Briunlich-
werden (Plasma) bei Zusatz von Schwefelséiure beobachten, hingegen
der Kohlextrakt in beiden Fillen unverindert bleibt. '

Viel deutlicher und schoner sind die Reaktionen der Atheraus-
ziige (Tabelle b):

Die klare gelbgriine Anfangsfarbe der beiden Extrakte, des Or-
gan- sowie auch des Hiillenextraktes, verwandelt sich durch Kochen
mit Kalilauge in Gelb, bei abermaligem Zusatze und weiterem Kochen
scheiden sich gelbe Flocken ab. Bei Zusatz von Salpetersdure zu
den Extrakten tritt sofort Entfiirbung ein. Big hierher sind auch
keine, oder jedenfalls keine nennenswerten Unterschiede zwischen
dem Hiillen- und Organeextrakt.

Bei Zusatz von konzentrierter Schwefelsiure wird der Organe-
extrakt klar gelb und am Grunde der Eprouvette scheidet sich ein
farbloser, klarer Tropfen ab, bei dem HiiHenextrakt wird der Farb-
stoff ebenfalls klar gelb, am Grunde der Eprouvette scheidet sich aber
ein violett gefirbter Tropfen ab. Nach einigen Stunden ist beim
Organeextrakt nur noch ein gelber Ring auf der wasserhellen farb-
losen Fliissigkeit zu sehen, beim Hiillenextrakt hat sich alles in eine
violette klare Fliissigkeit umgewandelt.

Ich habe diese Reaktion einigemal wiederholt, um mich zu iiber-
zeugen, dafl dieser auffallende Unterschied nicht auf einem Versuchs-
fehler beruhe, aber immer dasselbe gefunden. Hingegen verhielt sich
der Atherextrakt von ganzen Puppen (wo der Ather nur mit der Ober-
fliche der Hiille in Beriithrung kam) genan wie der Organeextrakt.

Dieses Auftreten einer Violetttirbung bei dem Hiillenextrakt bei
Zusatz von Schwefelsiure ist noch nicht aufgeklirt. Vielleicht ist
es die Seide, die an der Innenseite der Hiille einen glinzenden Uber-
zug bildet, die diese Reaktion verursacht (vgl. bei Seidenreaktion die
an der Innenseite der Hiille ausgefiibrte Biuretreaktion). Dabei miissen
aber zwei Hilfshypothesen angenommen werden: 1) daB der Ather
die Seide mitgelost habe, 2) daB im griinen Farbstoff Kupfer vor-
handen sei, denn die Schwefelsiure allein gibt die Biuretreaktion
nicht. Das wire die eine ziemlich erzwungene Erklirungsmoglich-
keit. Andererseits konnte man vielleicht auch an eine Lipochrom-
reaktion denken, da fiir dieselbe neben der charakteristischen Blau-
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tirbung auch eine Violettfirbung angegeben wird. Jedenfalls ist
diese Frage noch nicht sichergestellt.

d) Das Gespinst. Die Lepidopterenraupen sezernieren ein
eigentiimliches Sekret (die Seide), dessen sich dieselben zur Her-
stellung ihrer Kokons bedienen. Bei den Puppen von Pieris brassicae
(und allen sog. Pupae liberae) dient es nur zu ihrer Befestigung an
dem Objekt, an dem sie sich verpuppen.

Ich habe mit diesem Gespinst und als Vergleichsmaterial mit
Seide von Bombyx mori einige Reaktionen ausgefiihrt, um zu sehen,
ob sie sich identisch verhalten.

Das Material wurde in festem Zustande, aber zerkleinert (zer-
schnitten) auf einer Glasplatte mit einem Tropfen des betreffenden
Reagens versetzt.

Loslichkeit: Bei Zusatz eines Tropfens konzentrierter Natron-
lauge wurde es gelist.

Biuretreaktion. Von der mit dem Tropfen Natronlauge ver-
setzten Substanz wurde je ein Teil auf einen anderen Objekttriger iiber-
tragen, noch ein Tropfen Sodaltsung dazu gegeben und je ein Tropfen
einer sehr schwachen wiilirigen Losung von Kupfersulfat (hell griin-
lichblau) darauf tropfen gelassen. Sowohl die Seide als auch das
Pieris-Gespinst, respektive die in Soda geloste Sunbstanz, wurden
violett. (Das Chitin gab diese Reaktion nicht.)

Seide, mit einem Tropfen Kupferoxydulammoniak versetzt, wird
violett. Ebenso verhielt sich anch das Pieris-Gespinst. Verdiinntes
Kapferoxydulammoniak zeigte diese Farbenreaktion noch deutlicher.

Sowohl die Seide als auch das Gespinst firbten sich bei Zusatz
eines Tropfens Pikrinsiure intensiv gelb. Das Gespinst der Pieris-
brassicae-Puppen ist also auch nichts anderes als Seide.

Wurde nun auf der inneren Fliche einer Puppenhiille, und zwar
einer getrockneten, sonst unveridunderten Puppe die Biuretreaktion
wiederholt {1 Tropfen Natronlange 4 1 Tropfen Kupfersulfat), so trat
eine Violettfirbung auf wie bei der Seide.

X. Die chemische Unterscheidung der vier Hauptfarbtypen.
Die vier Hauptfarbtypen unterscheiden sich morphblogisch, wie
wir gesehen haben:

1) in bezug auf den dunkeln Farbstoff,
2) bezliglich der griinen Firbung.
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1) Die Entstehung des dunkeln Farbstoffs (Melanin) wird, wie
wir bereits erdrtert haben, auf einen fermentativen ProzeB zuriick-
gefiihrt, und zwar auf die oxydierende Wirkung der Tyrosinase des
Blutes auf ein Chromogen, welches fir Pieris-Puppen als Tyrosin
oder der Tyrosingruppe angehorend befunden wurde.

Wir haben also hier zu priifen:

ob ein verschiedenes Verhalten der Tyrosinase in den verschie-
denen Farbtypen vorliege, und dies geschah einerseits durch Prii-
fang der nach der Firrmschen Methode isolierten Tyrosinasen, an-
derergeits mittels Reaktion des einzelnen unverinderten Blutstropfens
(Stichproben), und

ob die Moglichkeit einer Verschiedenheit des Chromogens vor-
liege.

2) Beziiglich der griinen Firbung wurden Beobachtungen ange-
stellt tiber ein verschiedenes Verhalten des Blutes, sowie Farbe des
Blutes; Verschiedenheiten in den Reaktionen und dem Verhalten der
Tiergriinextrakte (Farbe, Tiergriinreaktionen, spektroskopisches Ver-
halten).

1. Versuchsreihe: Nachweis einer Verschiedenheit der Tyrosinase
in den vier Hauptfarbtypen.

a. Puppen aus dem Freien.

Es wurden hierzu am 17. XI. Puppen genommen, die sich im
Garten verpuppt hatten, und zwar je 14 von jedem Hauptfarbtypus
(helle, mittlere, dunkle, griine).

Das Gewicht der 14 Puppen betrug zusammen: fiir die hellen
4,71 gr., mittleren 4,34 gr., dunkeln 3,99 gr., griinen 3,92 gr.

Sie wurden in derselben Reihenfolge (helle, mittlere, dunkle, griine;
verarbeitet, immer partienweise zu je flinf von jeder Sorte auf ein-
mal, damit die Zeit keinen Unterschied mache: durch Anstich an
der Fliigelscheide wurde das Blut gewonnen und in je eine graduierte
Eprouvette aufgefangen. Diese Prozedur erfolgte in der Zeit von 12*
mittags mit Unterbrechungen bis 3* 30 p.m. Sie ergab eine Blut-

menge von:
0,8 em3 fiir die hellen,

08 - - - mittleren,
0,7'/3- - - dunkeln,
0,7/;- - - grinen.

Die iibrigen Teile der Puppen wurden in der iiblichen Weise
(s. Methodik) weiter verarbeitet.
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Das Blut der vier Puppensorten wurde sofort nach der FORTH-
schen Methode (s. Methodik) zur Herstellung der Tyrosinasen ver-
arbeitet. Die bereiteten Tyrosinasen wurden iiber Nacht stehen ge-
lassen und erst am nichsten Tage die Proben aufgestellt.

Es wurde je ein cm3 willriger gesiittigter Tyrosinlosung mit
einem Tropfen Tyrosinase versetzt, und zwar wurden fiir jede der
vier Tyrosinasen gleichzeitig sechs gleiche Proben aufgestellt, davon
je drei bei Tageslicht belassen und je drei verdunkelt (mit einem
Sturz bedeckt).

Die Temperatur wurde wihrend des ganzen Verlanfes des Ver-
suches mittels éines Thermographen registriert. Die Anfangstempe-
ratur betrug 18° und schwankte wihrend der vier Tage des Reaktions-
verlaufs untertags um ein bis zwei Grade (19° oder 20°), sank jedoch
in der Nacht bis auf 15°.

Die erste Registrierung der Proben erfolgte nach drei Stunden
von der Aufstellung, wo sich schon deutliche Unterschiede zeigten.
Sie bestand in einer Wiedergabe der Farben mittels farbiger Blei-
stifte in ein Eprouvetten darstellendes Schema wuwnd auch durch
schriftliches Notieren der Farbe. (Diese Art der Registrierung ist
fiberhaupt bei allen Versuchen angewendet worden.) ’

Die zweite Registrierung erfolgte 7 Stunden 40 Minuten vom Be-
ginn des Versuches an und muBte bereits bei kiinstlichem Lichte
vorgenommen werden.

Was den Dunkelversuch anbetrifft, so wurde in den beiden Kon-
trollzeitpunkten der Dunkelsturz fiir einen Augenblick abgenommen,
um die Firbung zu registrieren.

Versuchsergebnisse: Tabelle 6 zeigt den Verlauf dieses Ver-
suches: Nach drei Stunden sind merkliche Unterschiede zu konsta-
tieren, und zwar sind die hellen am intensivsten gefirbt, sie zeigen
eine rotliche Farbe. Alle anderen zeigen einen. violetten Ton. Am
schwiichsten gefiirbt sind die- dunkeln. Die mittleren und griinen
halten die Mitte, und zwar sind die mittleren dunkler, also zwischen
den hellen und den dunkeln, aber mit violettem Ton, wie auch die
dunkeln und griinen. Die Intensitit der Farbung nimmt in der
Reihenfolge ab: helle > mittlere > griine = dunkle. Dabei zeigen
die hellen einen rosa Ton, der sich bis zu kirschrot steigert, im
Gegensatz zu den mittleren, dunkeln und griinen, die Violettfirbung
zeigen.

Was die Reaktionen im Dunkeln betrifft, so zeigen sie dasselbe,
jedoch verlaufen die Reaktionen langsamer als bei Licht, indem nach
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den ersten drei Stunden die Firbung in allen Proben schwicher als
bei den belichteten ist.

b. Puppen mit den experimentell induzierten Farben.

Es wurden hierzu (24. XI. 15) Puppen der 1. Versuchsreihe aus
dem weiBen, perlgrauen, schwarzen und gelben Kasten ver-
wendet, und zwar fiir jeden Kasten die charakteristischen, so die
hellsten aus dem weiBlen Kasten; die vom perlgrauen Kasten waren
alle mittlere Puppen, die dunkelsten ans dem schwarzen Kasten
uand typische griine aus dem gelben Kasten. Es wurden auch hier
14 von jeder Sorte genommen und das Blut durch Anstich an der
Fliigelscheide in Epronvetten aufgefangen. Es ergaben sich diesmal:

helle 1.2 em?
mittlere 1,1 -
dunkle 1,2 -
grine 1,1 -

Jede der Partien wurde in zwei geteilt und nur der eine Teil
{0,6 cm3) in der bereits beschriebenen Weise nach der Forraschen
Methode zu Tyrosinase verarbeitet, wihrend die andere Partie zu
einem anderen Versuche, nimlich zur Gewinnung des Chromogens
verwendet wuarde, wie weiter unten beschrieben werden wird.

Tyrosinase: Infolge der geringeren Menge Blutes war nur ein
schwacher Niederschlag bei Zusatz von Ammonsulfat erzielt worden,
der sehr schwer vom Filter abzunehmen war, es gelangten daher
auch einzelne Stiicke des Filtrierpapiers mit in die Sodaldsang, so
daB das Ganze am nichsten Tag filtriert werden muBte. Es ging
eine farblose Fliissigkeit durch, der Filter blieb gefirbt.

1) Es wurden am 25. XI. frith vier Eprouvetten, je 1 cm3 Tyro-
sinlosung enthaltend, mit je einem Tropfen der Tyrosinase aufgestellt.
Diesmal wurde kein Dunkelversuch aufgestellt, aber um die Reak-
tion langsamer ablaufen zu lassen, wurden die Proben jedesmal fiir
die Nacht mit einem Sturz bedeckt, um die Reaktion wihrend der
ersten Morgenstunden, an welchen die Kontrolle nicht vorgenommen
werden konnte, etwas zu verlangsamen.

2) Eine zweite Reihe von Proben wurde von denselben Tyrosi-
nasen am 26. XI. aufgestellt.

3) Gleichzeitiz wurden auch die noch Tyrosinase enthaltenden
Filterstiicke in ihren Eprouvetten belassen, mit je 0,5 cm3 Tyrosin
versetzt.
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Auch die Filterriickstiinde der zweiten Filtrierung der Tyrosi-
nase wurden je mit einem Tropfen Tyrosin befeuchtet. Die hellen
gaben einen roten Hof, die mittleren dann ebenfalls, aber nicht so
stark, die griinen und dunkeln viel weniger. Am Nachmittag war
die Ritung verschwunden. Die Ergebnisse dieser Versuchsreibe sind
in der Tabelle 7 ersichtlich. Es zeigte sich, daBl offenbar infolge
der geringeren Menge des verarbeiteten Blutes und der infolgedessen
nicht ganz tadellos bereiteten Tyrosinase und Filtrierung derselben
sie viel weniger wirksam war (in geringerer Konzentration), und so
sehen wir die Proben des ersten Tages (1) einige Stunden nach der
Aufstellung (zu Mittag) noch nicht die geringste Verfirbung zeigen.
Am Nachmittag zeigt die »helle« eine schwach rosa Tonung, wihrend
alle anderen noch ungefirbt sind. Also auch hier wieder sehen wir
die Verfirbung zuerst bei den hellen auftreten, und zwar wieder mit
einer rosa Farbe, wihrend die mittleren, dunkeln und griinen noch
keine Verinderung zeigen. Am nichsten Tage sind die hellen bereits
violett und auch die mittleren sind violett. .Die dunkeln und griinen
dagegen fast gar nicht gefirbt. Nach weiteren zwei Tagen sind die
hellen und mittleren intensiver violett und auch die dunkeln sind
schon schwach gefirbt, aber gleich violett ohne rosa Stufe. So auch
die griinen, jedoch noch viel schwicher.

Die Reaktion setzte hingegen bei der zweiten Reihe (2), wo die
Tyrosinase verwendet wurde, nachdem sie einen Tag gestanden war,
viel rascher ein und die Firbung war hier viel intensiver. Also scheint
wiederum durch das Stehen die Tyrosinase an Wirksamkeit zuzanehmen.
Wir sehen hier noch viel deutlicher, wie die Verfirbung bei der Tyro-
sinage der hellen viel rascher auftritt (es trat sehr bald nach der Auf-
stelluang der Proben die Rotung der hellen Probe auf, wihrend alle
anderen noch ungefirbt waren) und einen deutlich rotlichen Ton zeigt,
der sich bald bis kirschrot steigert. Etwas spiiter trat eine Firbung
der dunkeln auf, aber nicht so intensiv wie bei den hellen, und zwar
gleich violett. Als drittes firbten sich die mittleren und auch gleich
violett, wihrend die griine noch spiit am Nachmittag (4" p. m.) beinahe
ganz ungefirbt war. Nach zwei Tagen ist auch die mit der Tyrosi-
nase der hellen Puppen versetzte Probe schon ins Violett tiberge-
gangen; sie zeigt auch die intensivste Firbung. Die Intensitiit nimmt
ab in der Reihenfolge helle, mittlere, dunkle, griine. Diese letzteren
sind ganz ungefirbt; das ist auch die Reihenfolge des zeitlichen Auf-
tretens der Firbung, wobei aber die hellen allen anderen gegeniiber~
stehen, durch die Rotstufe, die immer mehr an Intensitiit zunimmt



158 Leonore Brecher

und erst nach zwei Tagen ins Violett tibergeht, wihrend die mittleren,
dunkeln und griinen die Rotstufe nicht haben und sich, etwas spiter
allerdings, aber gleich violett firben.

Die dritte Reihe (3), bei der die Firbung sofort aufgetreten ist,
zeigt in bezug aunf die dunkeln ein umgekehrtes Verhalten gegentiber
den ersten zwei Reihen. Hier sind in der Tat die Tyrosinase der
dunkeln Puppen enthaltenden Proben am dunkelsten (schwarz-vio-
lett), die griinen auch hier am schwiichsten gefirbt, die mittleren
halten die Mitte. Andererseits sind die hellen auch hier die ein-
zigen, die Rotfirbung zeigen. Sobald die griinen den Ton der hellen
erreicht haben, sind sie nicht rotlich, sondern violett.

Fassen wir die Ergebnisse der beiden Versuche zusammen, so
scheint sich eine Tatsache mit vollkommener Sicherheit zu ergeben,
ndmlich der sehr deutliche Unterschied in dem Verhalten der Tyro-
sinage der hellen gegeniiber den anderen drei Typen: in allen Ver-
suchen erfolgt die Verfirbung des Tyrosins am raschesten unter der
Einwirkung der Tyrosinase der hellen, und zwar zuerst durch eine
rosa Stufe, die sich bis kirschrot steigert, um erst nach zwei Tagen
in ein (intensives) Violett iiberzugehen. Dagegen tritt die Firbung
bei den anderen erst viel spiter auf, und ohne eine Rotstufe gehen
sie gleich von der Farblosigkeit zu einem schwach violetten Ton iiber,
der ebenfalls immer mehr an Infensitiit zunimmt. Was im iibrigen
die Unterschiede zwischen diesen letzteren drei Typen, die sich in
bezug auf den Mangel einer Rotstufe alle gleich verhalten, beziiglich
des zeitlichen Auftretens der Fidrbung und der Intensitit derselben
betrifft, so sind hier keine ganz eindeutigen Verschiedenheiten zu
verzeichnen gewesen. Beuziiglich des zeitlichen Auftretens sind immer
die hellen voran, sodann folgen die mittleren, dunkeln, griinen, nur
einmal tritt sie bei den dunkeln vor den mittleren auf (Versuch b,
Tabelle 7, 2. Reihe). Was die Intensitit der Firbung betrifft, so
zeigen sich in drei Fillen die dunkeln und griinen am schwichsten
gefirbt, wihrend die mittleren auch hier die Mitte halten. Ist dieses
Zuriickbleiben der dunkeln vielleicht darauf zurtickzuftihren, daB8 bei
ihnen die Tyrosinase aktiver ist und schon wihrend der Verarbei-
tang des Blates in einer regeren Melaninbildung mit dem eigenen
Chromogen aufgebraucht wird und es nachher einige Zeit dauert, bis
sie sich wieder erneuert hat? Fast scheint es so, denn die dritte Reihe
des Versuches b, wo die Reaktion mit den Filterstiicken gemacht
wurde, zeigt ein umgekehrtes Verhalten in bezug auf die dunkeln,
indem sie hier in der Intensitit der Firbung in erster Reihe stehen.
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Hingegen zeigen die griinen auch. hier die schwiichste Firbung, es
scheint also (sollte nicht ein Fehler in der Verarbeitung liegen, was
unwahrscheinlich ist, da alle in gleicher Weise behandelt wurden),
daB die griinen tatsiichlich eine schwichere (weniger wirksame) Tyro-
sinase haben. Jedenfalls steht die Tatsache fest, dall, obwoh! sichtlich
wenig Tyrosinase vorhanden ist, sei es aus welchem Grunde immer,
doch keine Rotfirbung der Violettfirbung vorangeht. Die Rotfir-
bung bei den hellen scheint also keine Folge einer geringeren Menge
(weniger konzentrierter oder weniger aktiver) Tyrosinase zu sein. —
PrziBram fand beim Tintenbeutel von Sepia, nachdem er durch
wiederholte Ausziige das Melanin erschopft hatte, aus dem ganz farb-
losen Tintenbeutel, den er nochmals auspreBte und mit Tyrosin ver-
setzte, eine kirschrote Férbung des Tyrosins, die spiter durch Vielett
in Schwarz iiberging. Die Stafen der Umwandlung des Tyrosins zu
Melanin sind also danach in der Reihenfolge rot—violett—schwarz.
Es scheint eine verinderte Tyrosinase bei den hellen vorhanden zu
sein, und das friithere Auftreten der Firbung bei Einwirkung dieser
Tyrosinase wiirde vielleicht darauf hindeuten, daB das oxydierende
Ferment im Blute der hellen in einer Vorstufe der eigentlichen Tyro-
sinase vorhanden sein konnte, die aktiviert wurde durch die starke
Belichtung (weifles, reflektiertes Licht, vgl. die analogen Resultate
durch Erhitzungsversuche), und diese Vorstufe vermag eben nur die
erste Phase der Tyrosinoxydation zu bewirken, nimlich die Rotfir-
bung, wie sie auch bei der Autooxydation des Tyrosins anftritt (s. die
diesbeziiglichen Versuche vorliegender Arbeit und die Angaben Duc-
cescais 1901). Erst nachher geht sie in die eigentliche Tyrosinase
iber und vernrsacht den Umschlag in Violett. v. FURTH hat bei seinen
Versuchen an Puppentyrosinase niemals eine Rotfirbung gefunden,
die der Violettfirbung voranging. Die von ihm benutzten Schwirmer-
puppen sind alle dunkel gefirbt.

Vergleichen wir nun die sich aus diesen Versuchen ergebenden
Verschiedenheiten der Tyrosinase bei den vier Hauptfarbtypen mit
der verschiedenen Ausbildung des dunkeln Farbstoffs in den Hillen
der entsprechenden Typen, wie sie uns das mikroskopische Bild (vgl.
Taf. VI) am besten vor Augen fithrt, so sehen wir die Ubereinstim-
mung im Verhalten der Tyrosinase mit dem Grad der Firbung und
der Menge des die Kanilchen der Chitinhiille ‘erfiillenden Pigments.
Auch dort finden wir diese Gegeniiberstellung der hellen Puppen zu.
den drei anderen. Bei den hellen sind die Punkte (Porenkanilchen).
nur von einem gelblichen bis hellbraunen Pigment umgeben, wihrend
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bei allen anderen, sogar die griinen mit eingeschlossen, das Pigment
gchwarzbraun (Sepia) erscheint. Dazu kommen noch die Unterschiede
in der Verteilung, respektive, wie wir jetzt rubig sagen konnen, in
der Menge des Pigments, die auch in derselben Reihenfolge wie bei der
Tyrosinase (Reihe 3 des Versuches b auf Tabelle U D>M>H>G
erscheint. Bei den hellen nur auf die Umgebung der Porenkanilchen
beschriinkt, beginnt es bei den mittleren sich von da auch teilweise
in das Netzwerk der horizontal gelagerten Kanilchen auszubreiten
und es bei den dunkeln ganz zu erfiillen. Und auch hier stehen die
grinen an letzter Stelle in bezng auf die Menge des ausgebildeten
Pigments (es fehlt ihnen sogar ganz die typische grofle Flecken-
zeichnung), wihrend sie jedoch in der Farbe dasselbe Pigment haben,
wie- die mittleren und dunkeln, wie ja auch die Violettfirbung bei
der Einwirkung der Tyrosinase auf Tyrosin allen dreien in gleicher
Weise znkommt. Nur die hellen sind davon verschieden mit ihrem
briunlichen Pigment, und das stimmt mit der Rotstufe iiberein. Bei
der hellen Puppe ist es eben auf dieser Stufe stehen geblieben, wihrend
es in der Eprouvette doch noch schlieBlich in die zweite Stufe (Vio-
lettfirbung) iibergeht. Bei der Puppe ist dies nicht mehr moglich,
denn hier tritt die Erstarrung der Chitinhiille dazwischen und es
diirften die gebildeten Firbungen dadurch fixiert werden. Nur an
den Stellen, wo Ansammlungen mehrerer Porenkaniilchen sind — das
ist an den Stellen, die darch die schon makroskopisch sichtbaren
schwarzen Flecken gekennzeichnet sind — und wahrscheinlich eine
regere Oxydation gestatten, ist auch bei den hellen das Melanin bis
zur letzten Oxydationsstufe (schwarze Fleckenzeichnung der hellen,
vorgeschritten.

2. Versuchsreihe: Priifung der Verschiedenheit des Chromogens
bei den vier Hauptfarbtypen.
A. Es wurden
a) die Blutfiltrate des mit Ammonsulfat zar Tyrosinasebereitung
versetzten Blutes,
b) die wilrigen Extrakte der Organe und
c - - - der Hiillen
mit Tyrosinase von einer Puppenart (mittlere Puppen) versetzt, und
zwar je 1 Tropfen Tyrosinase auf 1 cm3 der zn priifenden Fliissig-
keit, doch hat sich weder Schwirzung noch irgendeine andere Ver-
dnderung ergeben.
B. Zu diesem Versuche wurde das Blut der charakteristischsten
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Puppen des weiflen, grauen, schwarzen und gelben Kastens
genommen, dessen einer Teil zur Bereitung der Tyrosinase verwendet
worden war (siehe 1. Versuch b). Diese zur Gewinnung des Chro-
mogens bestimmte Partie (0,5 cm?® Blut) wurde mit adiquaten Mengen
959/, Alkohol versetzt, der das Eiweifl und Tyrosin (Chromogen) fill¢
und den griinen Farbstoff losen soll. Bei Zusatz des Alkohols bildete
sich eine Schichtang: zu unterst ein dunkler Niederschlag, wahr-
scheinlich Melanin, sodann ein gelbliches Koagulum — das Eiweill
und dariiber eine Fliissigkeit, in deren unterem Teil eine Schwirzung
(Melaninbildung) zu sehen war, wihrend der obere Teil eine klare,
griinlich gefirbte Flissigkeit darstellte.

Durch Filtrieren wurden zwei Partien gewonnen: das Filtrat a,
das die in Alkohol gelosten Teile enthielt, und der Riickstand b, der
auBer Eiweil auch noch das Tyrosin enthalten konnte und welcher
in physiologischer Kochsalzlosung gelost wurde.

1) Die Filtrate a wurden in je vier Portionen geteilt und mit
je einem Tropfen der vier verschiedenen aus denselben Puppen ge-
wonnenen Tyrosinasen versetzt, so daB folgende Kombinationen ent-
standen (wenn mit den groBen Anfangsbuchstaben der Typen die zu
priiffenden Filtrate, mit den kleinen die gewonnenen Tyrosinasen be-
zeichnet werden):

H+hbh H+m H+d H+g;
M+ b, M+ m, M-+4d, M+ g;
D+ h, D <4~ m, D+ 4, D+ g;
G -+ h, G + m, G+ d, G+ g

2) Die in physiologischer Kochsalzlosung geltsten Riickstiinde b,
die das Tyrosin (Chromogen) enthalten sollen, wurden mit einem
Tropfen der mittleren Tyrosinase versetzt. Da am nichsten Tage
keine Verinderung zu bemerken war, wurde noch je ein Tropfen
davon dazugegeben, aber auch dann hat es keine Verinderungen
ergeben.

Auch die erste Partie ergab keine in bezug auf die gestellte
Frage zu deutenden Resultate. Es waren wohl einige Tage nach der
Aufstellung Verschiedenheiten in der Menge und Farbe des abge-
lagerten Sedimentes (Melanin) bemerkbar, aber anscheinend hatte
da die eigene Tyrosinase, die durch den Alkohol nicht unwirksam
gemacht worden war, mitgewirkt und die Losung der Frage, ob das
Chromogen der verschiedenen Puppen sich bei Zusatz einer Art von
Tyrosinase verschieden verhalten wiirde und ob also auch eine Ver-

schiedenheit der Chromogene anzunehmen sei, verhindert.
- Archiv f. Entwicklungsmechanik. XLIII. 11
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3. Versuchsreihe: Stichproben an den Puppen der vier
Hauptfarbtypen.

Es war von Interesse zu sehen, ob nicht schon durch die Reak-
tionen mit einzelnen Blutstropfen die Verschiedenheiten der Farbtypen
zum Ausdruck kommen wiirden (so zum Beispiel das Auftreten einer
Rosafirbung bei Zusatz eines Tropfen Blutes einer hellen Puppe zu
einer bestimmten Menge Tyrosinlosung), um nicht immer soviel Ma-
terial fiir die Versuche aufwenden zu miissen.

Es wurde hierbei jeweils eine einzelne (ganz typisch gefirbte)
Puppe aus den Versuchskasten genommen und durch Anstich an der
Fliigelscheide je ein Tropfen in eine bereitstehende Eprouvette mit
der zur Reaktion verwendeten Fliissigkeit hineinfallen gelassen. Es
wurden immer von jeder Puppe nur zwei, selten drei Tropfen ver-
wendet, weil nachher das Blut nicht mebr ganz rein kommt. Auch
fiir die Bereitung der Tyrosinase nach v. FURTH waren immer nur
drei Tropfen von jeder Puppe genommen worden. o

Der frisch herausquellende Blatstropfen zeigt einen deutlichen
Unterschied in der Firbung der griimen Type gegeniiber allen un-
seren anderen Puppenfarbtypen: bei den hellen, mittleren und dunkeln
mehr gelblich, ist er bei den griinen von deutlich griinerer Farbe.

A. Untersuchung tiber die Farbe des Blutes bei '~ und
-Q-Puppen.

Es ist noch einem etwaigen Einwande zu begegnen, es handle
sich bei diesem Farbenunterschiede wie auch vielleicht den sonsti-
gen erwiesenen Verschiedenheiten im Blute der verschiedenen Farb-
typen um Geschlechtsunterschiede, wie sie STeEcHE (1912) und GEYER
(1913) fiir die Hdmolymphe der Lepidopteren-Puppen angeben,
indem im allgemeinen die Himolymphe der minnlichen Raupen und
Puppen stets hellere gelbliche Tone zeige, wihrend die weibliche
lenchtend griine aufweise, wobei der griine Farbstoff aus dem Blute
der Weibchen danm in die griinen Eier abgelagert werden soll. Beim
KohlweiBling soll das Verhiltnis umgekehrt sein, weil hier die Eier gold-
gelb gefirbt sind. Ich habe deshalb von jedem Farbtypus je zwei ganz
gleich gefirbte Puppen genommen, wovon eine ein Minnchen und die
andere ein Weibchen war; das Geschlecht ist bei den Puppen sehr
leicht zu unterscheiden; die Unterschiede sind an der Bauchseite zu
erkennen, und zwar betreffen sie das als viertes an der Bauchseite
frei erscheinende Segment oder, wenn man alle Hinterleibsegmente
zéhlt, das achte: beim ' ist es ganz glatt und weist keine beson-
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deren positiven Merkmale auf, erst auf dem fiinften ist hier die Ge-
schlechtstffnung -— eine Furche, umgeben von zwei Hockerchen,
wihrend beim Q die Furche sich auch noch am vierten Segment
hinzieht und hier ebenfalls von zwei Hockerchen umgeben ist. (Text-
figur 7 und 8.)

Der erste Blutstropfen jeder Puppe wurde unverindert in eine
Eprouvette aufgefangen und sofort auf weiller Unterlage mit dem
anderer Exemplare verglichen, der zweite wurde in 1 cm3 physio-
logischer Kochsalzlosung aufgefangen und ebenfalls verglichen.

Fig. 7. Fig. 8.

AU

AN
i

Pieris-Puppe 3. Pieris-Puppe Q.

Bei den hellen und mittleren Puppen waren zwischen Minnchen
und Weibchen gar keine Unterschiede in der Farbe des Blutes zu
bemerken, wihrend der Unterschied zwischen diesen Typen und den
"griinen Puppen sehr deutlich war.

Bei den griinen Puppen zeigte sich einmal ein Unterschied, in-
dem sowohl beim unverdiinnten Blutstropfer als auch bei dem in der
physiologischeﬁ_ Kochsalzlosung gelosten das Blut der weiblichen
Puppe etwas griinlicher war und das der minnlichen hingegen heller,
gelblicher.

Eine zweite Probe mit anderen zwei griinen Puppen ergab je-
doch keinen Unterschied mehr, es -hatte hier sowohl das ' als auch
das Q ganz genau dieselbe griine Farbe des Blutes, sowohl des unver-
diinnten Tropfens als auch in der physiologischen Kochsalzlosung.

11%*
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Diese Untersuchung eines Geschlechtsunterschiedes in der Farbe
der Hamolymphe von Pieris-brassicae-Puppen, wobei alle Typen dar-
aufhin gepriift worden sind (bis auf die ganz dunkeln, von demen
nur noch wenige Puppen da waren), hat also keine konstanten Ge-
schlechtsunterschiede erkennen lassen, nur in einem Falle war ein
ganz leichter Unterschied zu konstatieren. Der gefundene Unter-
schied ist aber gerade das Gegenteil von dem, was nach STECHE zu
erwarten war: Bei Pieris brassicae nimlich soll ja das Blut der
Minnchen hellgriin sein und das der Weibchen "leuchtend gelb, in
unserem Falle war aber gerade das der minnlichen Puppe gelblicher.

Hingegen war ein sehr deutlicher Unterschied in der Farbe der
Himolymphe zwischen den hellen und mittleren einerseits (gelblich)
und den griinen Puppen andererseits, welches griin war, zu erkennen.
Es ist aus den Angaben StTEcHES und GEYERS nicht zu ersehen, ob
sie beim Vergleiche immer in der Firbung gleich gefirbte Puppen ver-
wendet haben, der Zufall mag ihnen also bei Pieris infolge dieser
Fehlerquelle mitgespielt haben. Es lag also kein Grund vor, bei
unseren Versuchen weiterhin das Geschlecht zu beriicksichtigen-

B. Untersuchung tiber die Farbe des Blutes bei den vier
Farbtypen.

Es wurden (am 30. XI.) vier Puppen genommen, und zwar von
den hellsten ans dem weillen Kasten, eine mittlere aus dem perl-
grauen, eine typische gelbgriine aus dem gelben und eine von den
ganz dunkeln aus dem schwarzen Kasten, und je ein Tropfen Blutes
n eine Eprouvette mit 1 em3 19/, wiliriger Losung von Kaliumrho-
danat, welches die Schwirzung verhindern soll durch Hemmung der
Tyrosinase und daher als Kontrollprobe aufgestellt wurde; je ein
Tropfen wurde in 1 em3 physiologischer Kochsalzlisung hineinfallen
gelassen. Awus einer zweiten Partie von ebensolchen vier Puppen
wurde je ein Tropfen zu je 1 cm3 Tyrosin zugesetzt und der zweite in
anf 60°-erwirmtes Tyrosin hineingetropft. Dabei wurde das Blut in
das 60° warme Tyrosin hineingetropft, so dall die Reaktion bei dieser
Temperatur verlief.

Der Verlauf dieser Reaktionen ist auf der Tabelle 8 ersichtlich:

Die Proben mit Kaliumrhodanat zeigten alle dieselbe gelbgriine
Firbung, so daB man also daraus keine Verschiedenheit der griinen
Farbe des Blutes erkennen konnte; am niichsten Tag zeigen sie auch
schon" Schwiirzung.

Die Proben mit physiologischer Kochsalzldsung zeigen eine halbe
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Stunde nach der Aufstellung bereits Schwiirzung gegeniiber denen
mit Kalinmrhodanat, die unverindert bleiben, und zwar erscheint die
mit dem Blute der hellen versetzte Probe am dunkelsten und beinahe
ebenso dunkel die mittlere; diese beiden schwiirzen sich auch zuerst,
wihrend die griine und dunkle noch wunverindert bleiben. Spiter
tritt erst die Schwirzung bei den dunkeln auf, jedoch in viel schwii-
cherem Grade, wihrend die griine kaum merklich oder fast gar nicht
geschwirzt ist.

Was die Tyrosinproben anbetrifft, sowohl die bei gewdhnlicher
Temperatur als auch bei 609, so war die Melaninbildung viel zu
rasch erfolgt, so daB bei der Kontrolle am Nachmittag keine Unter-
schiede zu sehen waren. Es wurde daher das gebildete Melanin ab-
filtriert, aber auch dann war bei den nicht erwirmten Proben die
Verschiedeuheit der hellen nicht wahrzunehmen, es erscheinen alle
Proben violett. Dagegen zeigten die erwirmten Proben nach der
Filtrierung einen rotlichen Schimmer: die helle zeigte sogar die
charakteristische Rotfirbung, sie erschien schon kirschrot, etwas rot-
lich auch die grtine, viel weniger die mittlere, wihrend bei der dunkeln
das Violett tibertont. Ich muB hier vorgreifend erwihnen, was im
nichsten Abschnitt ausfiihrlicher behandelt wird, daB durch Erwirmen
jede Tyrosinase verindert wird und dann wie die der hellen den rot-
lichen Ton bei der Verfirbung des Tyrosins hervorruft, daher auch
das Auftreten des rotlichen Schimmers bei den eben beschriebenen
Proben. Nach einer Stunde ungefihr ist auch bei diesen Proben
kaum mehr der ritliche Ton wahrzunehmen, sie sind schon ins vio-
lette Stadium fibergetreten. ] .

Durch diesen in der beschriebenen Weise angestellten Versuch
war es also nicht gelungen, die Verschiedenbeit der Tyrosinase zu
erkennen, wie dies so deutlich war bei den mit nach der v. Firra-
schen Methode zur Isolierung der Tyrosinase. angestellten Reak-
tionen.

Hingegen trat nach 5 Tagen eine andere interessante Verinde-
rung an den Proben mit Tyrosin hervor. Die Proben waren fort-
wihrend kontrolliert worden, und man hatte nichts weiter beobachten
konnen, als daBl sich das noch gebildete Melanin am Grunde der
Eprouvette absetzte und die dartiber gelagerte Fliissigkeit nur noch
ganz schwach hellgrau gefirbt schien.

Unter den Proben, die bei gewdhnlicher Temperatur aufgestellt
worden waren, zeigte nun die griine nach Absetzung des Melanins
eine Verschiedenheit gegentiber den anderen: es trat hier eine Griin-
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farbung der Fliissigkeit auf, wihrend die anderen drei gran blieben,
bei den mittleren mit einem schwachen griinlichen Schimmer.

Die erwirmten Proben hingegen waren alle griin geworden.

Es ist nicht anzunehmen, daB diese griine Firbung das anfing-
liche Griin des hineingegehenen Blutstropfens ist, das nach Absetzung
des Melanins wieder zum Vorschein kam, denn der kleine Tropfen
hatte nur eine schwache Gelbfirbung des Tyrosins hervorgerufen,
genan wie bei der physiologischen Kochsalzlosung und dem Kalium-
rhodanat, die nun auftretende Griinfirbung ist hingegen ziemlich
intensiv.

4, Versuchsreihe (am 17. I. 1916): Reaktionen der verschiedenen
Farbtypen eines Versuchskastens.

Dieser Versuch wurde aus folgenden Griinden angestellt: Wir
hatten in den Versuchsresultaten des Licht- und Farbeinflusses auf
die Puppenfirbung gesehen, daB nicht alle Puppen, die sich unter
denselben Licht- und Farbeneinfliissen ({in demselben Kasten) verpuppt
hatten, die fiir die Farbe charakteristische (d. h. die nach der Anzahl
am allerhiiufigsten vorkommende) Firbung aufwiesen, sondern es
waren in manchen Fillen Abweichungen von der typischen Firbung
notiert worden, die in verhiiltnism#Big sebr geringem Prozentverhilt-
nis zu den typischen standen, 30 zum Beispiel waren einige wenige
Puppen von mittlerer Firbung im weiBlen Kasten (1. Versuchsreihe)
unter der sehr groBen Menge von hellen notiert worden (s. Tab. C),
ebenso einige helle im schwarzen Kasten, es waren sogar oft zwei
bis drei Typen, die sporadisch in einem Kasten neben den typischen
aufgetreten waren, neben hellen auch drei griine im schwarzen Kasten,
in anderen Fiillen schien das Auftreten von zwei oder drei im bestimm-
ten Zahlenverhiltnis zueinander stehenden Typen, die nebeneinander
unter denselben Farbbedingungen zur Verpuppung gelangt waren,
geradezu die Regel zu bilden. Ich erinnere hier an das gleichzeitige
Vorkommen beinahe in gleicher Zahl der griinen und nichtgriinen
Puppen im gelbgriinen und orangefarbigen Kasten (1. Versuchsreihe).

Wie wiirden sich nun diese verschiedenen Typen ein und des-
selben Kastens in bezug auf ihre Fermente oder Chromogenbeschaffen-
heit verhalten?

Waren allen diesen Typen, die anscheinend unter denselben Be-
dingungen zur Verpuppung gelangt waren, dieselben Veriinderungen
induziert worden, nur daB sie bei einigen, die vielleicht schon in
einem zu spiten Stadium unter die Versuchsbedingungen gebracht
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worden waren, oder aus irgend einem anderen Grunde, nicht mehr
in der Firbung der Hiille zum Ausdruck kommen konnten, mit
anderen Worten: war trotz der Verschiedenartigkeit des Aussehens
(Hiille) gleichartige Einwirkung auf das Blut erfolgt, oder waren die
einander gleichsehenden Typen in den verschiedenen Versuchsbe-
dingungen in ihrer Reaktionsfihigkeit wirklich gleich? Also zum
Beispiel wiirden die hellen Puppen des schwarzen Kastens in bezug
auf ihre Tyrosinase sich so verhalten wie die hellen des weiBlen
Kastens oder wie die dunkeln des eigenen (schwarzen) Kastens? Diese
Frage schien auch in bezug auf die eventuell spiter einmal zu unter-
suchende Vererbungsfrage von Wichtigkeit und interessant zu priifen.

Leider hatten wir bis nun noch kein befriedigendes Kriterium
mit den Stichproben erzielt, wonach die Tyrosinasebeschaffenheit hiitte
erkannt werden konnen, auch fiir die Bereitung der Tyrosinase nach
der Fuorrnschen Methode, die uns vor allem den deutlichen Unter-
schied zwischen der Tyrosinase der hellen und der anderen Typen
gezeigt hatte, waren nicht mehr gentigend Puppen von jeder Sorte
vorhanden.

Es wurden daher nur folgende Versuche angestellt:

a) Wir haben bei den Stichproben (Tabelle 8) nach einigen Tagen
bei der mit dem Blute einer griinen Puppe aus dem gelben Kasten
versetzten Tyrosinprobe im Gegensatze zu den anderen eine griine
Farbe auftreten sehen. Das wurde jetzt als Kriterium benutzt, um
zu sehen, ob die griinen aus allen Kasten die Eigentiimlichkeit zeigen
wiirden, dagegen die nichtgriinen in den Kasten, wo die gritnen
die typischen sind, das Ergriinen nicht zeigen wiirden.

b) Durch das EinflieBenlassen eines Tropfens frischen Blutes an-
statt der nach v. FUrTH bereiteten Tyrosinase in 1 cm® Tyrosin
(8. Versuch vom 30. XI, Tabelle 8) hatte man keine Rosastufe bei
den hellen beobachten kinnen, weil der OxydationsprozeB des Tyro-
sins unter dem Einflusse des Blutes zu. rasch verlief. Es wurde nun
versucht, den ProzeB in der Weise zu verlangsamen, daB bei gleich-
bleibender Menge der Tyrosinase (Blut) die zu oxydierende Menge
vergroBert wurde, indem zu einem Tropfen Blut anstatt 1 cm3 3 cm?
genommen wurden. Wiirde da die Rosafirbung auftreten, so hitte
man somit ein zweites Kriterium, womit man die Reaktionsfihigkeit
der einzelnen Puppen priifen konnte.

¢) Zur Priifung der Chromogene muBte die eigene Tyrosinase
unwirksam gemacht werden. Dies geschah durch Erwirmen des
Blutstropfens anf 100° und Hinzusetzen von nach v. FURTH bereiteter
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Tyrosinase eines mittleren Puppentypus, von dem noch genug Ma-
terial zur Verfigung stand. Wiirden Verschiedenheiten auftreten, so
war dies nur auf eine Verschiedenheit der Chromogene zuriickzu-
fiihren.

Es wurde zu diesem Zwecke je 1 Tropfen frischen Blutes der
verschiedenen zu priifenden Puppentypen in je eine Eprouvette mit
1 cm? auf 100° im Wasserbade erwirmter physiologischer Kochsalz-
lssung hineinflieBen gelassen und fiir einige Minuten ins Wasserbad
zuriickgegeben, wobei das Eiweil koagulierte. Sodann wurde die Probe
bis zum nichsten Tage stehen gelassen, danm filtriert. Das Filtrat,
das beinahe farblos oder ganz schwach gelblich gefirbt war (wahr-
scheinlich enthielt es das tyrosindihnliche Chromogen, das sich in der
physiologischen Kochsalzlosung gelost hatte) wurde mit einer zwei
Tage vorher nach v. Firta bereiteten Tyrosinase von 14 Puppen
aus dem Dunkelversuch behandelt, indem je 1 Tropfen derselben zum
Filtrat ¢ zugesetzt wurde.

Zum Koagulum (d) des Blutes, das nach dem Filtrieren iibrig
geblieben war, wurde 1/y em3 physiologischer Kochsalzlosung zuge-
setzt und ebenfalls mit einem Tropfen Tyrosinase beschickt.

Die Resultate sind in der Tabelle 9 zusammengestellt.

Versuchsergebnisse.

a)und b) Zu den Versuchen a und b ist zu bemerken, dall ge-
rade die hellen aus allen Versuchskasten die stirkste Melaninbildung
zeigen, so die weiBlen hellen, schwarzen hellen, gelben hellen und
griinen hellen.

In bezug auf die gestellte Frage scheint es, dal die verschie-
denen Typen aus ein und demselben Versuchskasten sich verschieden
verhalten, dagegen die von demselben Farbtypus aus den verschie-
denen Kasten sich gleich verhalten.

¢) Im Versuch ¢ ist das Auftreten einer Grinfiarbung (und
keine Schwiirzung) zu bemerken, doch konnte eine Verschiedenheit
in der Firbung bzw. Intensitit derselben, die auf eine Verschieden-
heit der Chromogene hiitte schlieBen lassen, nicht konstatiert werden,
dagegen sind jene Proben, die das Koagulum enthalten haben (d), trotz
Zusatz des Tyrosinasetropfens ganz unverindert geblieben.

Wiederholung des vorigen Versuches.
Um auf die Frage niher einzugehen, weshalb gerade die hellen
die stirkste Melaninbildung zeigen und ob dies nicht nur ein Zufall
sei, wurde eine Wiederholung des vorigen Versuches (Reihe b) vor-
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genommen, und um gleichzeitig die Rolle des Tyrosins bei der Schwiir-
zung "zu priifen, ob es hierbei als Chromogen fungiere oder ob die
Schwirzung nur auf der Einwirkung der Tyrosinase auf das eigene
Chromogen beruhe, wurden parallel damit Proben mit je 3 cm® phy-
siologischer Kochsalzlosung aufgestellt.

Es wurden hierfiir folgende Puppen genommen:

aus dem weillen Kasten eine helle und eine mittlere,

- - schwarzen - - helle,

- - gelben - - helle und eine griine,

- - orangefarbigen - helle, eine mittlere und griine,
- - gelbgriinen '~ helle und eine mittlere,

und je ein Tropfern Blut in 3 cm3® Tyrosin und 1 Tropfen in 3 cm3
physiologische Kochsalzlgsung gegeben. '

Dieser Versuch zeigte, daB die Tyrosinase auf das Tyrosin ein-
wirke und nicht nur auf das eigene Chromogen, denn die Schwir-
zung trat bei den Tyrosinproben viel rascher und intensiver auf
(Violettfirbung, von der Oberfliche nach der Basis der Eprouvette
hin abnehmend), wihrend die Proben mit physiologischer Kochsalz-
16sung selbst am nichsten Tage noch fast ganz unveriindert erscheinen.

Die Frage nach der regsten Melaninbildung bei den hellen hat
durch diesen Versuch keine eindeutige Bestitigung erfahren. Es sind
wohl Verschiedenheiten bei den einzelnen Tyrosinproben zu ver-
zeichnen gewesen, bei denen aus dem weillen Kasten war die Probe
mit den hellen intensiver gefirbt als die mittlere, und auch die
schwarze helle war wie die weile helle, doch bei denen aus dem
orangefarbigen Kasten zeigte gerade die mittlere die intensivste
Melaninbildung.

5. Versuchsreihe: »Tiergriin<-Reaktionen an den wifrigen Ex-
trakten der Hiillen und Organe der vier Puppenhauptfarbtypen.

Die Extrakte wurden in der in der Methodik angegebenen Weise
hergestellt. Die Farbe derselben sowie auch die ansgefiihrten Reak-
tionen sind in der Tabelle 10 ersichtlich.

Es zeigte sich ein Unterschied in der Farbe der unverinderten
Hiillenextrakte: sobald sie abfiltriert worden waren (am 17. X1.), waren
alle triib, schwach griinlich, ein Unterschied war nicht bemerkt wor-
den. Nach einigen Tagen jedoch (am 20. XI.), und dies sowohl beim
Stehen am Licht als auch im Dunkeln, war Klirung eingetreten und
die Griinfirbung deutlicher geworden. Nun waren auch Unterschiede
zwischen den Extrakten der verschiedenen Typen zu bemerken, in-
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dem die hellen, mittieren und dunkeln gelbgriin erschienen, im Gegen-
satz zum Extrakte der griinen Puppen, der sich durch eine schine
blaugriine Firbung auszeichnete. Auch nach abermaligem Filtrieren
des abgelagerten Sedimentes blieben die Unterschiede erhalten und er-
hielten sich iiberhaupt dauernd.

Bei den Reaktionen zeigen sich keine besonderen Unterschiede
zwischen den Extrakten der verschiedenen Hauptfarbtypen. Bisweilen
zeigte sich bei Zusatz von Kalilauge ein Unterschied bei dem Hiillen-
extrakte der dunkeln, indem dabei eine rotgelbe Firbung auftrat,
wie bei den Extrakten der inneren Organe, wihrend die der anderen
Hiillen weingelb wurde.

Xl. Die Umwandlung der Extrakte aus den Haupifarbtypen ineinander.
A. Durch Temperatur. 1. Umwandlang der Tyrosinase.
6. Versuchsreihe: Priifung der Wirksamkeit der Tyrosinase
bei verschiedenen Temperaturen.
(Hierzu Tabelle 11a und llb‘)'

Methodik: Die nach der Fdrraschen Methode bereitete Tyro-
sinase irgend eines Puppentypus (ich machte die Versuche mit der
Tyrosinase der dunkeln Puppen) wurde in der Eprouvette im Wasser-
bad erwirmt. Ein im Wasser eingesenktes Thermometer zeigte die
Temperaturen an. Nun wurde bei den einzelnen zu priifenden Tem-
peraturpunkten je ein Tropfen der bis zu diesem Punkt erwirmten
Tyrosinase mittels einer Pipette (es wurde immer ein und dieselbe
Pipette verwendet, nachdem sie jedesmal gewaschen wurde, um keine
Unterschiede durch die GroBe der Tropfen hineinzubekommen) in eine
bereitstehende Eprouvette gegeben, die entsprechend etikettiert (und
it Wattepfropf verstopft) stehen gelassen wurde, wihrend die iibrige
Tyrosinase weiter erwirmt wurde. Der letzte Tropfen verblieb immer
in der Eprouvette, in der erwirmt worden war. Vor der Erwirmung
war ebenfalls ein Tropfen Tyrosinase (Zimmertemperatur 19°) in eine
Eprouvette gegeben worden und diente, nicht weiter erwirmt, als
Kontrolle. .

Nach Erkalten bis auf die Zimmertemperatur wurde zu jeder
Probe 1 em® nicht vorerwirmte gewdhnliche Tyrosinlosung dazu-
gegeben und der Beginn der Reaktion notiert. Die Intervalle, in
denen die Kontrollen vorgenommen wurden, richteten sich nach dem
Bemerken von Verinderungen an den Proben und wurden in der
itblichen Weise schriftlich und mit farbigen Bleistiften vorgenommen.
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Die Versuchsergebnisse sind in den Tabellen 11a und 11b darge-

" stellt. Ich verwendete jedesmal die von den anderen Versuchen (Nach-
weis der Verschiedenheit der Tyrosinase bei den vier Farbtypen)

zarlickgebliebenen Fermentmengen, und in beiden Fillen war es die

Tyrosinase der dunkeln, die ich priifte. Bei der Serie a war es die

der dunkeln Pappen aus dem Freien und nur bis 50° bei der Serie b

die ktinstlich induzierten — 2 Tage nach der Bereitung der Tyrosi-

nage —, wobei ich die ubrigen Grade priifte von 40° bis 90° inkl

Ergebnisse des Versuches:

Nach v. Firra (v. Forta und Scenemer 1902, v. FUrTH und
JerusaneM 1907) ist der Einfluf der Temperatur auf die Tyrosinase-
wirkang der einer Reaktionsbeschleunigung bei steigender Tempera-
tur, andererseits erfolge in der Wirme eine schneller fortschreitende
Zerstorung des labilen Fermentes, so daBl die Melaninbildung in der
Wiirme schneller einsetzt, aber auch viel friiher zum Stillstand kommt,
die Wirkung der Tyrosinase des Insektenblutes soll aber nach v. Firra
und SCHNEIDER bei bereits 30° sistieren, was nach dem hier mitge-
teilten Versuch viel zu niedrig bemessen ist.

Wir sehen bei der Serie a sowohl die bis 30° erwirmte Tyro-
sinase als auch die auf 40° bei der Kontrolle nach vier Stunden des
Reaktionsverlaufs dieselbe Violettfarbung aufweisen. Die auf 50° er-
wirmte gibt eine schwach rosa Fiarbung. Fiir diese Temperatur war
nur noch ein kleiner Rest Tyrosinase in der Eprouvette geblieben,
der etwas weniger als ein Tropfen war. , ]

Serie b, wobei — bei einer anderen Tyrosinase, ebenfalls der
dunkeln — die anderen Grade gepriift wurden, ergab, daBl selbst
die auf 60° 70° und 80° erwirmte Tyrosinase ihre Wirksamkeit
nicht eingebiilit hatte, die Verfirbung des Tyrosins erfolgte bei diesen
Proben viel frither als bei den niedrigeren Temperaturen; die von 60°
und 70° zeigten bereits nach 21/, Stunden eine Farbung, die anf 80°
nach 31/, Stunden und etwas schwiicher, zu einer Zeit, wo die anf
40° und 50° erwirmten noch ganz farblos erschienen. Aber zugleich
hatte sich auch die Tyrosinase verindert: die von 60° und 70° sind
nicht mehr violett, sie zeigen gleich. beim Auftreten eine deutlich
rotliche Firbung, die sich bis kirschrot steigert und erst nach zwei
Tagen ins Violett iibergeht. Die von 80° ist schwiicher gefirbt, aber
auch rotlich und geht ebenfalls nach zwei Tagen in Violett iiber.
Das Maximum der Intensitit der Firbung ist bei 70°. Die auf 40°
und 50° erwirmten, die nach zwei Tagen auch schon gefirbt sind,
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zeigen gleich eine violette Firbung, und zwar sind sie sehr schwach
gefirbt. Die bis 90° erwirmte schien ihre Wirksamkeit verloren za
haben, doch trat auch bei dieser nach 8 Tagen eine blaBrosa Firbung
auf, die sich spiter bis intensiv kirschrot steigerte, doch erfolgte keine
Uberfiihrung ins Violette; diese Probe blieb rot, und nach volliger
Verdunstung der Fliissigkeit blieb ein rotlichbraunes Sediment fibrig.

Wir sehen also nicht nur nicht ein Erloschen der Wirksamkeit
der Tyrosinase durch Erhitzung, sondern geradezu eine Aktivierung
derselben und Reaktionssteigerung, die bei 70° das Maximum erreicht,
bei 80° im Abklingen ist und bei 90° scheinbar erloschen ist und
erst nach langer Zeit sich wieder erholt. Die Tyrosinase ist aber
durch die Erhitzung veréindert worden, und zwar in demselben Sinne
wie die Tyrosinase der hellen bei Normaltemperatur gegeniiber anderen
Farbtypen; sie ruft so wie jene die Rofstufe des Tyrosins hervor.
Vielleicht ist das so zu erkliren, daB durch die Erwirmung eine im
Blute vorhandene Vorstufe der Tyrosinase aktiviert wird, die nur im-
stande ist, die erste Oxydationsphase des Tyrosins zu bewirken, um
nach einiger Zeit in die wirksame Tyrosinase ibergefiihrt zu werden
und einer Violettfirbung Platz zu machen.

Wie nun die Erklirung dieses Vorganges auch sei, das eine er-
gibt sich mit Sicherheit, daB wir imstande sind, durch Einwirkung
eines HuBeren Faktors (in unserem Falle durch Temperatur) die Tyro-
sinase eines Puppenfarbtypus in einen anderen und zwar in eine in
ihrer Wirkung in der Normaltemperatur bei den hellen vorkommende
Tyrosinase tiberzufiihren.

7. Versuchsreihe: Ergriinen der Proben.

Wir haben bereits im vorigen Abschnitte der bei einigen Ver-
suchen neu auftretenden Griinfirbung Erwihnung getan: 1) bei den
mit dem unverinderten Blute einer griinen Puppe versetzten Tyrosin-
proben im Gegensatz zu der Wirkung der nichtgriinen Puppen; 2) bei
einer bei 60° erfolgenden Reaktion eines Blutstropfens von jedem Farb-
typus auf Tyrosin, und zwar tratdiese Griinfirbung in beiden Fillen
erst nach einigen Tagen (b Tagen) auf, nachdem vorerst eine rege
Melaninbildung erfolgt war, deren Produkt sich dann absetzte; 3) bei
dem in physiologischer Kochsalzlosung gelosten, anf 100° erwéirmten
Blut, das mit einem Tropfen Tyrosinase versetzt worden war, er-
folgte keine Schwirzung, sondern bereits am nichsten Tage ein Er-
griinen der Proben, deren urspriingliche Farbe schwach gelblich oder
beinahe farblos zu nennen war (Tab. 9c).
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Um zu sehen, einerseits, welche Rolle die Tyrosinase bei diesem
Ergriinen der Proben hitte, das offenbar auf einem fermentativen
ProzeB beruht, und ob nicht die Griinfirbung auch in dem in der
physiologischen Kochsalzlosung gelosten Blut auch ohne Zusatz der
Tyrosinase auftreten wiirde, andererseits, um Vergleiche zwischen dem
Verhalten des Tyrosins bei Erwirmung und dem auf 100° erwirmten,
in physiologischer Kochsalzlosung gelosten Blute anzustellen, wurde
eine Versuchsreihe (am 26. I. 1916) mit folgenden Versuchskombina-
tionen aufgestellt:

1) auf 100° erwirmte physiologische Kochsalzlosung mit Blut ohne
Tyrosinase im Lichte,

2) auf 100° erwirmte physiologische Kochsalzlosung mit Blut ohne
Tyrosinase im Finstern,

3) auf 100° erwiirmte phbysiologische Kochsalzlésung mit Blut mit
Tyrosinase im Lichte,

4) auf 100° erwirmte physiologische Kochsalzlosung mit Blut mit
Tyrosinase im Finstern,

5) auf 100° erwirmtes Tyrosin ohne Tyrosinase im Lichte,

) - - - - < - im Finstern,

)y - - - - mit - im Lichte,

)

)

0 -3 O

- - - - - - im Finstern,

9) auf 100° erwirmte physiologische Kochsalzlosung mit Blut mit
Tyrosin im Lichte,

10) auf 100° erwirmte physiologische Kochsalzlosung mit Blut mit
Tyrosin im Finstern,

11) nicht erwirmtes Blut mit Tyrosin im Lichte,

1

2 - - - - - im Finstern,
13} - - - mit 100° erwirmtem Tyrosin im Lichte,
14) - - - - - - - im Finstern,

15) 100° erwirmte physiol. NaCl mit Blut 4 100° erwirmte Tyro-
sinase im Lichte, B

16) 100° erwirmte physiol. NaCl mit Blat 4~ 100° erwirmte Tyro-
sinase im Finstern, .

7) gewohnliches Tyrosin - 100° erwirmte Tyrosinase im Lichte,

8) - - + 100° - - im Finstern,

9) 100° erwirmtes Tyrosin + 100° erwirmte Tyrosinase im Lichte,

0) - - - - 100° - -  im Finstern

und Kontroliprobe gewdhnliches Tyrosin + gewdhnliche Tyrosi-

nase im Lichte

und Kontrollprobe gewohnliches Tyrosin -+ gewdhnliche Tyrosi-
nase im Finstern.

1

DD
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Die zu diesem Versuch verwendete Tyrosinase wurde ans dem
Blute von 14 mittleren Puppen in der gewdhnlichen Weise am 22. I
1916 hergestellt.

Auf 100° erwirmtes Blut in physiologischer Kochsalz-
l6sung. Es wurden hierzu am 25. I. 1916 6 mittlere Puppen (teils
aus dem weilen Kasten, teils aus dem Intensitiitenversuch) genommen
und in 12 em3 auf 100° im Wasserbade erwirmte physiologische
Kochsalzlosung je zwei Tropfen Blut aus jeder Puppe hineinflieBen
gelassen, so daB ein Tropfen auf 1 cm3 physiol. NaCl kam. Sie bil-
deten sofort ein Koagulum. Dann wurde noch einige Minuten weiter-
gekocht. Am n#chsten Tage wurde die physiologische Kochsalz-
losung mit den darin gelosten Substanzen des Blutes vom Koagulum
abfiltriert und das Filtrat in die verschiedenen Eprouvetten (je 1 cm3)
verteilt.

Auf100° erwirmtes Tyrosin. Gleichzeitig mit dem Erwirmen
des Blutes am 25. 1. wurde auch von der gewdhnlichen Tyrosin-
losung eine grioBere Menge in einer Eprouvette im Wasserbade aunf
100° erwirmt und dann erkalten gelassen und am nichsten Tage eben-
falls fir die betreffenden Reaktionen verwendet.

Die Reaktionen, auch die mit den vorerwirmten Fliissigkeiten,
wurden alle bei gewohnlicher Temperatur ausgefiihrt.

Bei allen Proben kam 1 Tropfen Blut oder Tyrosinase auf 1 em3
der zu priifenden Fliissigkeit. Bei den Proben mit nicht erwirmtem
Blat (11, 12, 13, 14) wurde der Tropfen direkt aus der Puppe in die
Fliissigkeit hineinfallen gelassen. Bei den Proben 9 und 10, wo aunf
100° erwirmtes Blut in physiologischer Kochsalzlosung mit Tyrosin
zu versetzen war, muflte, um den Konzentrationsgrad zm wahren,
anstatt der Tyrosinlosung etwas Tyrosinpulver bis zur Sittigung za-
gesetzt werden; das Ganze wurde nachher filtriert.

Die Proben wurden am 26. I. zwischen 11 und 12% mittags auf-
gestellt. Davon wurden die Proben 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19
und eine Kontrollprobe (gewohnliches Tyrosin -+ gewdhnlicher Tyro-
sinagse) am Lichte belassen und die analogen Proben 2, 4, 6, 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20 und eine Kontrollprobe mit einem Dunkelsturz
bedeckt, welcher nur bei den Kontrollen fir 1 bis 2 Minuten abge-
nommen wurde. Die Proben im Lichte wurden die ganze Zeit tiber
beobachtet, die Registrierungen erfolgten, sobald Verinderungen auf-
traten. Die erste Registrierung erfolgte 5 Stunden nach der Aaf-
stellung. Die Ergebnisse aller Registrierungen dieses Versuches sind
in der Tabelle 12 ersichtlich.
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Melaninbildung: Bei der 1. Registrierung hatte nur die Ver-
firbung der Proben mit Tyrosin und einem Tropfen Tyrosinase oder
unverindertem Blatstropfen begonnen (Melaninbildung), und zwar zeigte
es sich, daB die Reaktion rascher bei dem auf 100° erwirmten Tyro-
sin eingesetzt hatte, denn wiihrend die Probe 7 (100° erwirmtes
Tyrosin + Tyrosinase) b Stunden nach der Aufstellung deutlich vio-
lett gefirbt ist, erscheint die Kontrollprobe (gewdhnliches Tyrosin 4
gewohnlicher Tyrosinase) beinahe noch farblos und erscheint erst am
niichsten Tage violett, doch bleiben die Unterschiede in der Inten-
sitdt der Farbung auch noch einige Tage nachber erhalten. Auch
zwischen den Proben 11 und 13 sind dieselben Unterschiede wahr-
zunehmen. Bei den verdunkelten Proben, wo die Reaktion im Ver-
gleich zu den belichteten etwas langsamer verliuft, ist jedoch dieser
Unterschied zwischen dem erwirmten und nicht erwarmten Tyrosin
nicht wahrzunehmen.

Ergriinen: Am niichsten Tage nach der Aufstellung zeigten bei
der Kontrolle um 9" friih die Proben 3 und 4, welche auf 100° er-
wirmtes Blut in physiologischer Kochsalzlosung enthielten, dem ein
Tropfen Tyrosinase zugesetzt worden war, eine deutlich griine Fir-
bung, wihrend die analogen Proben, jedoch ohne Tyrosinase (1 und 2)
oder mit auf 100° erhitzter Tyrosinase (15 und 16) oder die, welche
auf 100° erwirmtes Blut in physiologischer Kochsalzlosung enthielten,
ohne Tyrosinase, dagegen mit Tyrosinpulver (9 und 10), ganz unver-
dndert geblichen waren. -Die Anfangsfarbe aller dieser Proben, die
mit der Tyrosinase mit eingeschlossen, war ein schwach grauer Ton.
Nach zwei Tagen erschienen diese acht Proben, welche auf 100°
erwirmtes Blut in physiologischer Kochsalzlosung enthielten, vortiber-
gehend getriibt, unter Beibehaltung der Firbungsunterschiede; nach
zwei Tagen waren sie wieder geklirt und ein weillliches Sediment
am Boden der Eprouvetten abgelagert, und die schione griine Farbung
der Proben 3 und 4 hob sich deutlich von den anderen ungefirbten
ab. Es geht also aus diesem Versuch zweifellos hervor, daB die
Tyrosinase notwendig ist, um die Griinfirbung des auf 100° er-
wirmten Blutes hervorzurufen. Diese ergriinten Proben zeigten eine
schone griine fluoreszierende Farbe, die sich sehr lange Zeit erhielt
und dann schlieBlich etwas verblaBte. Sie wurde sowohl spekiro-
skopisch untersucht als auch zu den »Tiergriin<-Reaktionen verwendet
(siehe Tabelle 13).

Auch die Proben, die Tyrosin mit einem Tropfen Blut enthielten,
die nach Abseizung des Melanins zuerst eine eisenviolett gefirbte
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Fliissigkeit, die sich einige Tage unverindert hielt, aufwiesen, wur-
den am 4. Tage nach der Aufstellung griin.

Autooxydation des Tyrosins: Am 4. II, also am 9. Tage
von der Aufstellung, fritt zum erstenmal bei der Probe 5 eine Rosa-
firbung auffallend hervor. Das ist auf 100° erwéirmtes Tyrosin ohne
Tyrosinase. Gapz genau so, wenn anch etwas schwiicher, ist die
korrespondierende Probe in der Dunkelheit Nr. 6, und ebenso zeigen
die Proben 19 und 20, die auf 100° erwirmtes Tyrosin -+ 100°
erwirmte Tyrosinase enthalten, wenn man sie mit den ganz farb-
losen Proben 17 und 18 vergleicht, die gewdhnliches Tyrosin und
100° erwirmte Tyrosinase enthalten, einen schwachen Rosaschim-
mer. Die Rosafirbung nimmt bei allen Proben immer mehr zun, doch
wihrend nachher: die am Lichte wieder verblassen, erhalten sie im
Dunkeln ihre Farbung, die sogar immer mehr an Intensitit zunimmt,
bis zu einem intensiven Kirschrot. Bei der letzten Kontrolle am 5. IV.
waren schon, trotzdem sie mit Wattepfropf verschlossen waren, beinahe
alle verdunstet, doch ist ein dunkler (sepiabrauner) Riickstand in der
Eprouvette zu sehen.

Diese Erscheinung des Rosawerdens des Tyrosing ist kein Zufall,
sondern bedeatet die Autooxydation des Tyrosins, welche hier durch
die Erwirmung beschleunigt wurde, so dal die erste Stufe, die Rosa-
farbung auftritt (die wir ja auch bei Einwirkung der Tyrosinase der
hellen und der auf 60°, 70°, 80° erwirmten Tyrosinase auftreten
sahen). Die Tyrosinase selbst nimmt ja an der Bildung des Melanins
nicht als Bestandteil teil, in ihrer Gegenwart wird der Oxydierungs-
proze8 nur beschleunigt, beziehungsweise eingeleitet. Die durch Er-
hitzen geschwiichte Tyrosinase bewirkt die langsame Oxydation des
gewohnlichen Tyrosins — Rosastufe —, welche aber auch erreicht
werden kann ohne die Gegenwart der Tyrosinase, blo durch Er-
wirmen des Tyrosins. Kurz vor Abschlul} aller Versuche wurde sogar
die ganze Tyrosinlosung, die zu Beginn der Untersuchungen am 8. XL
1915 bereitet worden war, schon bei gewohnlicher Zimmertemperatur
rosa (vgl. Tabelle 14).

Die gewdhnliche Tyrosinase wirkt aber anf das gewdthnliche
Tyrosin, indem es die rasche Oxydation (Violettstufe) bewirkt, so
daB sie die Rosastufe iiberspringt und gleich die Violettstufe her-
vorruft.

Diese Tatsache erklirt nun auch, warum das auf 100° erwirmte
Tyrosin + einen Tropfen Blut (Probe 13) rascher und stirker ge-
schwiirzt war als Probe 11, wo nicht erwirmtes Tyrosin war, und
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ebenso warum Probe 7 (100° Tyrosin -} Tyrosinase) sofort die Vio-
lettfirbung zeigte, wihrend die Kontrollprobe (gewdhnliches Tyrosin
—+ Tyrosinase) noch ganz farblos war: das Tyrosin ist némlich darch
die Erwirmang in gleicher Richtung veriindert und die Resultate
summieren sich.

8. Versuchsreihe: Umwandlung des Tyrosins durch Erwirmen
resp. lingeres Kochen.

Es wurden am 4. IL.- folgende Tyrosinproben (je 1 cm3) auf-
gestellt:

4 Proben gewthnlichen Tyrosins (um 5%),

4 - auf 100° erwirmten Tyrosins (um 12 30'),

4 -  wurden ebenfalls im Wasserbade auf 100° erwirmt, aber
dann auch weiter darin kochen gelassen. Es wurde aber nicht kon-
tinuierlich gekocht, und zwar am ersten Tage am Vormittag 11/, Stun-
den, von 11t 30'—1%, sodann bei kleiner Flamme (Temperatur war auf
80° gesunken) bis 3" belassen, dann wieder kontinuierlich bis 7 ge-
kocht. Am niichsten Tage wurden sie wieder von 2 45'—5Ht 45’
weiter gekocht, sie zeigten damals schon eine gelbe Firbung. Von
diesen Proben, die 8!/, Stunden gekocht hatten, wurden zwei heraus-
genommen (mit I bezeichnet), durch Zusatz von destilliertem Wasser
auf die urspriingliche Hohe gebracht, wobei sie die gelbliche Firbung
beibehielten, und neben den anderen nicht erwirmten und auf 100°
erwirmten Proben aufgestellt.

Die tibrigen zwei wurden nachher am Montag, den 7. IL. von
10% 45'—12% 45" weiter gekocht, ebenfalls nachdem vorher destilliertes
Wasser bis auf die urspriingliche Hihe hineingegossen wurde. Nach
einigen Tagen (am 10. II.) wurde mit dem Kochen dieser 2 Proben wie-
der eingesetzt, und zwar vormittags von 10230'—12*30' und dann von
3230'—8". Diese Proben, die also ca. 17 Stunden gekocht haben (die
Anzahl der Stunden, in denen sie gekocht haben, ist eigentlich nicht
genau, denn es ist dabei anch jedesmal die Zeit der Erwirmung des
Wassers bis zum Siedepunkt mit eingerechnet), zeigen beim Heraus-
nehmen aus dem Wasserbade eine viel stirker gelbliche Firbung.
Eine von diesen Proben wurde unverindert aufgestellt (II), die andere
(II) nach abermaligem Zusetzen von destilliertem Wasser noch einige
wenige Stunden weiter gekocht; sie zeigte eine gelbliche Firbung
wie die andere Probe. Nur wurde zu dieser letzten Probe ein Tropfen
einer tibrigens ziemlich schwachen Tyrosinase zugesetzt.

Die Ergebnisse dieses Versuches sind aus der Tabelle 14 er-

Archiv f. Entwicklungsmechanik. XLIII, 12
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sichtlich. Die nach den Ergebnissen des vorigen Versuches zu er-
wartende Rosafirbung des auf 100° erwirmten Tyrosins blieb aus,
hingegen wurden ca. 2 Wochen nach der Aufstellung die nicht er-
wirmten Proben rosa. Diese Erscheinung erfuhr ihre Bestitigung
dadurch, daB bald daranf auch der ganze itbrige Vorrat an Tyrosin-
losung (die am 8. XI. 1915 gemacht worden war) ebenfalls rosa ge-
worden war. Dagegen blieben die auf 100° erwirmten, die eigent-
lich bei 100° einige Minuten gekocht hatten, alle farblos unverindert,
nur eine erscheint etwas gelblich.

Die Proben, die ca. 8/, Stunden gekocht hatten, waren gleich
nach dem Kochen gelblich. Bei der Registrierung vom 7. III, also
einen Monat spiter, erschienen sie gelblich mit einem Stich ins Rosa.
Bei den Proben, die am meisten gekocht hatten, die gleich nach dem
Kochen eine stirker gelbliche Farbe zeigten, hatte die gelbe Farbe
an Intensitit zugenommen, sie war deutlich weingelb, und zwar ist
zwischen diesen beiden Proben (bei Kontrolle am 7. III.) ein grolier
Unterschied in der Férbung, die Probe II erscheint hellgelb, die
Probe III, die mit einem Tropfen Tyrosinase versetzt worden war,
ist nicht schwarz geworden, sondern dunkler gelb, sogar etwas griin-
lich, und verglichen mit der ergriinten tierischen Probe zeigt sich
fast kein Unterschied, vielleicht sind diese etwas mehr griinlich. Die
zugesetzte Tyrosinase war wohl schwach, aber nicht unwirksam ge-
wesen, denn Proben mit gewdhnlichem Tyrosin und derselben Tyro-
sinase wurden deutlich violett und schwirzten sich nach einiger Zeit,
wenn auch nicht mit einer so reichlichen Melaninbildung wie bei den
ersten Versuchen.

Wir sehen also, daBl durch lingeres Kochen (7—8 Stunden) das
Tyrosin eine Umwandlung erfahrt, einen Farbenumschlag in Gelb.
Ein solches lange gekochtes gelb gewordenes Tyrosin scheint sich
auch bei Zusatz von Tyrosinase nicht so wie gewihnliches Tyrosin zu
verhalten, es ist da vielleicht ein Griinlichwerden zu verzeichnen.

Ich mochte diese Beobachtungen sowie auch den sich ergeben-
den Vergleich mit ergriinten tierischen nur mit einiger Reserve mit-
teilen, genauere Versuche hieriiber werden noch angestellt werden.
Wir finden tibrigens fiir diese Verdinderung des Tyrosins auch eine
Stiitze in einer Angabe von Duccescar (1901), der bei Oxydation des
Tyrosins in salzsaurer Losung mittels einiger Tropfen von Kaliumchlorat
und. Erwirmung zuerst eine lebhaft rote Firbung erhielt, die dann
in Schwarz iiberging und sich absetzte (Melanin). Gab er zuviel
Kaliumchlorat, so verschwand die urspriingliche rote Farbe, und die
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Fliissigkeit erschien schwach gelbgriin gefirbt. Dieselbe Erscheinung
beobachtete er auch beim Oxydieren mit Natriumnitrit: bei geringerem
Zusatz lebhaft rote Farbe und dann Melaninbildung, im UberschuB
zugesetzt verblaBt die rote Farbe, um gelbgriin zu werden.

Ebenso wie beim Tyrosin konnte es sich auch beim Auftreten
der Griinfairbung bei den tierischen Proben um ein veréindertes Chro-
mogen handeln, auf das die Tyrosinase einwirkt und eine Griinfir-
bung anstatt einer Schwirzung hervorrunft. Nur dal dabei schon
eine geringere Erwirmung geniigt, um die Verinderung zu bewirken,
so ein Erwiirmen des Blutes auf 100°, ja sogar nur auf 60°, wie eine
Beobachtung zeigt (Tabelle 15), wobei je ein Blutstropfen in 60° warme
physiologische Kochsalzlosung hineingegeben wurde und sich tber-
haupt nicht schwirzte, wihrend bei derselben Temperatur Tyrosin
sich durch Zusatz eines Blutstropfens intensiv schwirzte. Das kann
nur so erklirt werden, daB in dem einen Falle die Tyrosinase auf
das Tyrosin wirkt, in dem anderen es nur auf das eigene Chromogen
wirkt; wenn algo hier die Schwirzung nicht auftritt, wihrend sie
bei gewohnlicher Temperatur auch in der physiologischen Kochsalz-
losung sehr deutlich ist, so kann die Ursache nar im Chromogen zu
suchen sein, denn die Tyrosinase ist wirksam geblieben, wie die Ein-
wirkung auf das Tyrosin zeigt.

Es scheint ziemlich naheliegend bei der Erscheinung des Er-
grilnens der tierischen Proben, dabei an einen Zusammenhang mit
dem griinen Farbstoff za denken und die Moglichkeit seiner Ent-
stehung ebenfalls anf einen fermentativen Prozel zurtickzufiihren.
Die Homologie mit dem Verhalten des Tyrosins zeigt uns vielleicht
den Weg, wie dieser Zusammenhang zu denken wire. Es erscheint
sehr verlockend, diesen Zusammenhang zu erforschen, besonders, da
sich hier vielleicht genetische Beziehungen zwischen dem dunkeln und
dem griinen Farbstoff auffinden lassen konnten, welche das von
suBeren Faktoren abhingige wechselnde Verhiiltnis in der Menge der
beiden Farbstoffe zueinander erkldren konnten.

Doch seien diese Beobachtungen iiber das Ergriinen wegen der
daraus sich ergebenden wichtigen SchluBfolgerungen nicht ohne einen
gewissen Vorbehalt mitgeteilt. Eine Bestiitigung dieser Erscheinung
und genauere Beobachtungen hieriiber sind noch weiteren Unter-
suchungen vorbehalten. Einstweilen mochte ich eine Befiirchtung
nicht verhehlen, es konute beim Ergriinen der tierischen Proben eine
Kontamination durch Bakterien diese Erscheinung hervorgerufen
und dabei die Tyrosinase nur deren Stoffwechselprozel beschleu-

12*
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nigt haben. Dagegen spricht: 1) daB bei der mikroskopischen Un-
tersuchung eines Tropfens der ergriinten Probe nur Blutkristalle ge-
funden wurden, wihrend in einem &hnlich behandelten Chlorophyll-
auszug, der ebenfalls ergriint war, wo jedoch eine Kontamination
unzweifelhaft vorlag, Algen und Kokken und andere Bakterien ge-
fanden wurden; 2) das gesetzmiBige Auftreten der Griinfirbung
a) bei den mit dem Blute der griinen Puppen versetaten Tyrosinproben
im Gegensatze zu dem der nichtgriinen, b) bei den erwirmten Proben
und schlieBlich ¢) bei den wilirigen Hiillenextrakten der griinen, wo
ein stirkeres Griin auftrat. Warum hitten es nicht die anderen
Proben, die genan dieselben Voraussetzungen fiir eine Bakterienin-
fektion enthalten?

XIl. Spektroskopische Untersuchungen der griinen Farbstoffextrakte.

Die spektroskopischen Untersuchungen wurden gemacht an den
griinen Farbstoffextrakten: der Puppenhiillen aller 4 Hauptfarbtypen,
sowohl aus dem Freien und aus den Puppen mit den induzierten
Farben, der ganzen Puppen (und zwar der griinen und mittleren),
an den ergriinten Proben und als Vergleichsobjekt an den Chloro-
phyllextrakten des Kohles als Futterpflanze der Ranpen von Pierds
brassicae (nachdem sie meist auf die gleiche Helligkeit mit den tieri-
schen Ausziigen gebracht worden waren). Es wurden sowohl die
wiBrigen Extrakte mit physiologischer Kochsalzlssung als auch die
Ather-, Alkohol- und Petrolitherausziige spektroskopisch untersucht.
Nur beim Chlorophyll gab die wiBirige Liosung kein Resultat, da dieser
Extrakt tiberbaupt keine eigentliche Losung, sondern nur eine Sus-
pension war.

Als Apparat diente ein Spektralapparat von ScamipT und HaenscH
im II. physikalischen Universitits-Institute. Die Benutzung des Ap-
parates verdanke ich dem Entgegenkommen des Herrn Prof. HASCHEK.
Die Werte (Beginn und Ende von Absorptionen) wurden auf einer
Trommel abgelesen. Der Apparat war so justiert, daB beim Teil-
strich 2000 der Trommel die Natriumlinie sich in der Mitte des Faden-
kreuzes befand. Die auf der Trommel abgelesenen Werte wurden
mittels einer im Institute vorhandenen, fir diesen Apparat nach be-
kannten Emissionsspektren gemachten Eichungskurve in Wellen-
lingen umgerechnet.

Die Losungen wurden in kleinen Glastrogen mit planparallelen
Winden und aufgeschliffenen Deckeln untersucht. Je nachdem die-
selben mit der breiten oder schmalen Wand vor den Spalt hingestellt
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wurden, konnte man die Beobachtung an zwei verschiedenen Schicht-
dicken machen. Am meisten ist bei der Schichtdicke 30 mm unter-
sucht worden, aber auch bei 10 und 15 mm. AuBerdem wurden die
Losungen auch in Eprouvetten untersucht (kleine von 10 mm und
groBe von 15 mm im Durchmesser). '

Es wurde zu den Untersuchungen das Spektrum einer. elek-
trischen Glithlampe benutzt, und dank einer besonderen Vorrichtung
des Apparates, eines vor der einen Hilfte des Spaltes befindlichen
kleinen Prismas, wie auch seitlich eines kleinen Spiegels, war immer
gleichzeitiz mit dem jeweilizen Absorptionsspektrum auch das un-
verinderte Vergleichsspektrum der Gliihlampe zu sehen.

Ergebnisse der spektroskopischen Untersuchungen.
(Vgl. die angeschlossenen Tabellen 16, 17, 18 und 19.)

Alle untersuchten tierischen Extrakte geben ein an beiden Enden
verkiirztes Spektrum: eine Totalabsorption am roten Ende, die hich-
stens bei 675 uu aufhort; ein getrenntes Band in Rot konnte ich nicht
beobachten, sondern nur das Ende dieser Totalabsorption. Sodann
beginnt eine Totalabsorption am blauvioletten Ende von 505 an.
Diese Endabsorptionen schwanken etwas bei den einzelnen Extrakten,
doch konnte eine charakteristische Verschiedenheit zwischen den Farb-
typen und auch bei den verschiedenen Losungsmitteln nicht kon-
statiert werden, sie verhalten sich alle so ziemlich gleich, wie aus
der Durchsicht der Tabellen genau zu ersehen ist. Dasselbe Spek-
trum zeigt auch die ergriinte Probe.

Im Gegensatz dazu fillt das charakteristische Spektrum des
Chlorophylls bei allen verwendeten Losungsmitteln, Schichtdicken
und Verdtinnungsgraden auf. Die typischen Binder sind besonders
bei den Atherausziigen zu sehen, hier treten niimlich alle vier Biinder
anf: Betrachten wir das auf gleiche Helligkeit mit den tierischen Ex-
trakten gebrachte und bei derselben Schichtdicke 30 mm der Kiivette
beobachtete Spektrum, so sehen wir das Ende einer Totalabsorption
bei 716, sodann nach vollstindiger Aufhellung des Spektrums ein

I. breites schwarzes Band in Rot von 682, das sein Maximum bei
660 erreicht und dann abnimmt und bis 645 reicht. Die eingeklam-
merten Ziffern in den Tabellen bedeuten schwichere Absorptionen;

IL. Band in Orange von 613—597;

IIL. Band in Griin von 538—530;

IV. Band, das bei 508 heginnt, ist bei dieser Schichtdicke nicht
mehr von der Totalabsorption in Violett zn unterscheiden.
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Bei dem Alkoholauszuge konnte ich ebenfalls bei derselben
Schichtdicke und gleichem Helligkeitsgrad wie das der tierischen das
Band in Rot 680—658 (—647) und ein ganz schwaches, aber deut-
liches Band in Orange 609—595 beobachten. Der Petrolitherauszug
zeigt nur ein breites schwarzes Band in Rot von 677—666 Maximum
(—656).

Die Deutlichkeit, mit der jedesmal das Band in Rot auftrat, so-
bald eine ChlorophyHiosung untersucht wurde, wobei ich mehrere
Male abwechselnd bald eine tierische, bald eine pflanzliche Lisung
vornahm, diirfte vielleicht als Beweis gelten, daB ich dasselbe Band
in Rot bei den tierischen nicht iibersehen hitte. Ich habe aber bei
diesen nur das Ende einer Totalabsorption bemerken konnen.

Es ist schon mehrmals die Chlorophyllnatur des griinen Farb-
stoffs von pflanzenfressenden Insekten auf Grund von spektrosko-
pischen Untersuchungen vertreten worden (namentlich von PouLroxn
— vgl. Lit. bei PrziBrAM 1913 und BiepERMANN — Farbe und Zeich-
nung der Insekten in WinrersTriNs Handbuch der vergleich. Phy-
siologie). -

GrYER (1913) hat die frische Himolymphe von Pieris-brassicae-
Puppen spektroskopisch untersucht, er gibt hierfiir das fiir Chloro-
phyll charakteristische Band in Rot von 682—660 an, vorher sei aber
das Spektrum getriibt, und eine Totalabsorption am blauvioletten
Ende von 495,3 beginnend. Er schlieBt daraus, daB es sich beim
griinen Farbstoff des Blutes von Pierss brassicae um Chlorophyll handle.
Die Tatsache, dall sein wiBiriger Chlorophyllextrakt (Spinatblitter)
auch nur dieses Band in Rot gegeben hat, li8t ihn die Vermutung
aussprechen, daB das Auftreten der 4 charakteristischen Binder des
Chlorophylls mit dem organischen Lisungsmittel zusammenhinge,
denn eine Losung von Chlorophyll in Kalilauge zeige auch niemals
mehr als zwei Binder, und zwar ein dunkles Band in Rot und die
Totalabsorption. Diese vier Streifen kénnen regeneriert werden, wenn
man die anorganische Liosung mit einem nicht leicht mischbaren or-
ganischen Losungsmittel leicht schiittelt.

Seine Versuche, den gritnen Farbstoff der Himolymphe von Pieris
brassicae in ein organisches Lisungsmittel iiberzufiihren {Ausschiitteln
des Blates mit Ather), blieben erfolglos. Das gebildete EiweiBkoagulum
gchlof das eigentliche Griin ein, wahrend sich der Ather nur gelb
fiarbte.

Leider habe ich die Hémolymphe selbst einer spektroskopischen
Untersuchung nicht unterzogen. Zufolge der raschen Schwirzung war
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es nicht recht moglich, da die spektroskopischen Untersuchungen in
einem anderen Institut gemacht wurden. Aber die wifirigen Ex-
trakte der Puppenhiillen sowie auch die Extrakte der ganzen Puppen
enthielten jedenfalls auch das Blut. Es zeigen aber, und das betrifft
durchweg alle Puppenextrakte, sowohl die wiBrigen Extrakte als
auch die in den organischen Losungsmiiteln dasselbe an beiden Enden
absorbierte Spektrum ohne die Chlorophylibiinder, wihrend die paraliel
damit und bei derselben Schichtdicke in denselben Losungsmitteln
untersuchten Pflanzenextrakte das charakteristische Chlorophyllspek-
frum zeigen.

Eine Verschiedenheit des griinen Farbstoffs bei den vier Haupt-
farbtypen ist aus den spektroskopischen Untersuchungen nicht er-
sichtlich, sowie auch nicht die Zusammensetzung der griinen Farbe
aus mehreren Farbstoffen wie beim Chlorophyll, was namentlich in
einer Verschiedenheit des spektroskopischen Verhaltens zwischen den
Petrolitherausziigen und den anderen hiitte zum Ausdruck kommen
miissen.

Es sind offenbar nur quantitative Unterschiede im griinen Farb-
stoff zwischen den Farbtypen, die keine Unterschiede im Spektrum
ergeben.

Zusammenfassung des ersten bis dritten Teiles.

L. Teil. - An den Puppen von Pieris brassicae konnen wir vier
Hauptfarbtypen unterscheiden: helle, mittlere, dunkle und griine,
welche alle in der Natur bei entsprechender Umgebung vorkommen.

II. Teil. 1) Die hellsten Puppen’ entstehen experimentell auf
weillem Hintergrunde, die dunkelsten anf schwarzem, die griinen auf
gelb reflektierendem (orange bis gelbgriin gefirbtem), die mittleren
anf allen anderen Hintergrundstarben und in vollstindiger Dunkelheit.

2) Auch im Spektrum zeigte sich im Gelb das Maximum an Griin-
firbung der Puppen.

3) Weilles Licht liefert in keiner, gelbes Licht in jeder noch als
solcher wirksamen Abstufung griine Puppen.

IIL. Teil. A) Die hellen Puppen sind charakterisiert durch die
geringe Ausbildung des dunkeln und des griinen Pigments in der
Riille; ihre Blattyrosinase verfirbt Tyrosin rosa, im Gegensatz zu
der violetten Verfirbung bei den drei #ibrigen Farbtypen.

B) Die mittleren Puppen haben mehr dunkles und griines Pigment.

C) Die dunkeln Puppen haben das meiste dunkle Pigment.
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D) Die griinen Puppen haben wenig dunkles, aber viel griines
Pigment und im Gegensatz zum gelbgrinen Blute der anderen drei
Typen leuchtend griines Blut. Dasselbe erzeugt auch mit der Zeit
in einer farblosen Tyrosinlosung im Gegensatze zum Blute der an-
deren Farbtypen eine schién griine Farbe.

Daurch Erwirmen 148t sich diese griine Verfirbung auch bei den
Blutproben der anderen Farbtypen herstellen und die violettverfirbende
Tyrosinase in die rosaverfirbende #iberfiihren.

Am Schlusse sei es mir gestattet, meinem hochverehrten Lehrer,
Herrn Prof. Dr. Hans PrziBraM, flir die rege Anteilnahme und fiir
die mir zuteil gewordenen Anregungen und Anleitung bei der Arbeit
meinen innigsten Dank auszusprechen.
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Tabelle A.

die verschiedenen Kasten der 1. Versuchsreihe
hineingegebenen Raupen.

Datum

Hell-
grau
I II

i
Schwarz " f Blau Orange

1

1915

19. VIII

20. -
21, -
22. -
23. -
24. -
25. -
- 26, -
27. -
28. -

18. -
unbe-
stimmt

H O

10

11

10

der Raupen:

w >

10 (10

10

Summe

55i43

2010

Gesamt-

anzahl
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\

Ergebnis der ersten Registrierung der Puppen aus der ersten Versuchsreihe.
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Licht.

Ergebnisse der 1. Versuchsreithe A mit farbigen Kasten bei diffusem
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Tabelle E. Ergebnisse der 1. Versuchsreihe. C.Hell-u. Dunkelversuche.
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Tabelle G.
Ergebnisse der 3. Versuchsreihe: Versuch mit verschiedenen Intensi-

titen des Weil und des Gelb.

D. Griine Puppen

rox1nog (A7)
euniBqrey (Y

Nox1nog (g)

Sunreyusmdry zepusu
~uBeq 1w ounadqyed (f
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eun1sneyq (1

Nor1nog (g) 1epo (g)
uweddng eunidjjey (y

a1 M N

C. Dunkle
Puppen

xoxinog (o3) erqunp
woddng eryunp xyes (3

NorTnog (o 1)
uoddng eyuunp (3

B. Mittlere
Puppen

ror1nog {§1)
unad eqasypuniy (e

xoxtnog (§1)
w1l eqiegpunty fp

A. Helle Puppen
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Tabelle J.
Tabellarische Zusammenstellung aller Versuche nach den fiir die
einwirkende Beleuchtungsart charakteristischen Hauptfarbtypen.

193

] v " Gesamtzahl A. B. C. D.
ersuche dor Puppen || Helle | Mittlero|Dunkle| Grine
Im Freien, auf weiem Musselin . . . . 90 90 E
| WeiBer Kasten bei diffusem Licht . . . 76 70 ©)Y ‘
o 1‘ Blaugriiner Kasten . . . . . . . .. . 22 21| |
T | Gelbgriiner Kasten . . . . . . . . .. t 46 34 12
tt‘: WeiBer Kasten bei direktem Sonnenlicht: 7 7
<t | Hellgrau - - - 8 8
Intensitiitenversuch, weile Auskleidung 52 47 5) |
i Summe || 301 [ 277 12 12
Im Freien . . .. .. ..e. ... 197 158 | 39
. Hellgrauer Kasten bei diffusem Licht - 28 17 11
i Perlgrauer Kasten . . . . . . . . .. 24 24
" Blauer Kasten . . . . . . . ... .. 15 M 14
i Purpurkasten . . . . .. ... ... 19 10 8 L
& | Schwarz bei direktem Sonnenlicht . . . 5 4 1)
E | Starkes diffuses Licht. . . . . . . .. 17 || 64 11
= | Verdunkelter Kasten . . . . . . . .. 19 1| 16 (2)
o | Dunkelkammer . . . . . . . . . ... 15 15 ‘
! Spektralversuch: ultrarot . . . . . . . 3 3 |
! - rot . .. . oo .o 3 3 |
! - violett . . . . . . . . 3 3 ‘
l; Summe 348 8| 278 19 43
2} In dunklen Terrarien . . . . . . . . . 20 .20 |
= Schwarzer Kasten. . . . . . . . . . . 5 3) et [ (B
5 Spektralversuch: ultraviolett. . . . . . : 3 1 2|
S Summe || 98 3: 1 [ 89 5
l Im Freien auf Blittern . . . . . . . . ‘ 62 1"62
! Gelber Kasten bei diffusem Licht . . . 78 19 I 89
Orangefarbiger Kasten . . . . . . . . 43 2, 20 .21
o | Gelber Kasten bei direktem Sonnenlicht 4 ' b4
8 | Spektralversuch: orange . . . . . . . 5 ay- C4
< - gelb. . . . . ... 6 1) Co5
a - griin . .. .. ... 4 1 ; 3
- blaw. . . . . . . .., 4 2 P2
Intensititenversuch, gell® Auskleidung . 30 ’ | 30
Summe | 236 23 | 28 190

abweichenden Puppen.
Archiv f. Entwickiungsmechanik, XLIIL

13

1) Die Nummern in Klammern bedeuten die vom charakteristischen Typus
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Tabelle H. Tabellarische Zusammenstellung
1) nach den Unterstufen
{i A, Helle Puppen B. Mittlere Puppen
] c) ]
o a) b) . d) : )
—_ helle mit
Versuchsreihen Versuche I'g % ;mlls:e Pl:“e geringerer f‘f{: nd- bemnd;n
‘é é appen ppen Flecken- gran|iarbe gri
I § |bhele(1p)| (18 | zeichnung || (17) (1)
[} Pourron | Pourrox | (1y) Pourr. || PovLroy | PouLtox
| anf weiBem Musselin 90 ‘ 20 {
Puppen ? 197 ‘ 158
ang dem Garten | auf griinen Blittern 62 j
- in dunklen Terrarien 20 P B -
1) weil 76 35 34 1 6 |
, 2) hellgran 28 9 | 8
1*Versuchs- i) gelll) 78 5 14 ‘
ihe: ) perlgrau 24 24
ret e_ b) schwarz 5 3
A. farbige
LB 6) blaun 16 1 14
Kasten bei diffa~| 7 blaugriin 29 21 1
sem Licht 8) gelbgriin 46 15 19
9) orange 43 2 20
10) purpur 19 | 8 2
B. farbige |weiB 7 3 ! 4 '
Kasten bei di- | hellgran 8 | 8
rektem Sonnen-| gelb 4
licht schwarz 5 4
a) bei starker Lichtintens. 17 6 | 1mn
C. Hell- und |}) vorqunkelten Kasten [ 19 | b1 13 | 38
Dunkelversuche | ¢) Dunkelkammer 15 1 g 15 |
ultrarot 3 o 3
rot 3 3
9, hs- | orange 5 . 1
V°’.;“f’ | getb 6l 1
reie: griin 4 1
Spektralversueh | plan 4 2 |
violett 3 3
ultraviolett 3 - ] 1
Kistchen Nr. 11 5 1 3 1| ’
- - 10 5| 3 2 i
3. Vet.'suchs- N - g g 1 : Z
reihe: | - - 2 2
A. mit verschie-; - - 6 b 3 2
denen Intensiti-! - -5 5 2 3
ten des WeiB .~ T & b s
en ‘ - - 3 5 2 2 1
- - 2 5 1 3 1
- -1 5| 2 2 1
Kiistchen Nr. 6 5 |
A 5 !
- -4 5 ‘
B. des Gelb N -3 5
- -2 5 )
- -1 5
83 1

©

!

I
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aller Versuchsergebnisse.
2) nach Hauptfarbtypen gruppiert

C. Dunkle Puppen ]L D. Griine Puppen N B ¢ D
) 0 ) B Dooim
dunkle sehr dunkle golbgriine
blau; mit begin- | yalberiine Helle | Mittlere | Dunkle | Griine
Puppen Puppen golbgrane sogrine nender Pig- halbert Puppen | Puppen | Puppen | Puppen
(ta) dunkle (1 )| (2) oder (3) | typische (3)| mentierung 1y) I
Pourrox PourToN Pourrox PouLtrox |(2) Pourtos| PouLrox |
% |
39 158 . 39
62 : | 62
20 P20 |
70 6
11 | 17 11
30 9 20 19 59
24
44 23 3 | 2 3 67 5
l : 1 14
| | 21 1
4 | 3 | 5 34 12
13 8 2 20 21
8 1 | 10 8 1
7 1
8 !
4 j 4
1 | 4 1
6 | 11
2 1 | 16 : 2
| 15
L3
-
3 1 1 4
4 1 1 5
3 1 3
2 2 2
3
2 1 2
5
5
5
5
2 |
5
2 | 3
5
; 5
‘ 4 1
; 4 1
| 3 2 | ; ) 5
! 2 3 | ! L5
\ 3 2 I |5
} 5 i ; j 5
| 3 2 | i bob
i 2 ’ 3 | ; i L5
{ [ l ] | 811 | 814 | 108 | 250
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Tabelle 1. Bestimmung der Koagulationspunkte und Reaktionen
Extrakte der

1. 2, i 3.
2 Bestimmung der Koagulations-
:E" 1Z::l:tzh WAn punkte §urch Erwgzmen.
Anfangs- | & DPOYEIO 4 ons Qer Flussigkeit mit 1 ems
farbe g| Ftem® | logischer physiologischer Kochsalzlosung
Untersuchungsobjekt: der unver- | & pl{ysxolo- -Kochsa.lz- versetzt und im Wasserbade er-
anderten | ™ gischer 16sung und wirmb
Flassigkeit “é Ko::hsa,lz- eines Trop-
2z 16sung fens alter
2 Tyvosin- |y s g0 500 bei 63° | bei 69—70°
15sung
!
Hémolymphe von klar, 1 Farbe unver- keine begin- | flockige
Pieris brassicae, gelbgriin | unver- | Hndert |Koagula- nende gelbe
gewonnen aus 20 mittleren ‘ #ndert, tion | Trfiibung | Fillung,
Puppen aus dem Freien nur etwas dariiber
(das Gewicht der Puppen heller befind-
betrug 5 g) durch An- "} liche
stich an d. Fliigelscheide; Fliissig-
aufgefangen in eine gra- keit farb-
duierte Eprouvette, ergab | los
1,7 em3. Schwirzt sich bei
Luftzutritt. Dieses Blut
wurde durch Verdiinnen
mit physiologischer Koch-
salzlssung auf das 8fache
Volumen gebracht
WiilBriger Extrakt schine |%| hellgriin | unver- | 48—50°| nicht nicht
der iibrigen Puppenteile. jtiefgriine - #ndert | Fillung, | weiter weiter
Nach der Blutentnahme | Férbung | > teilweise | unter- unter-
aus den obigen Puppen S Entfir- | sucht sucht
wurden die iibrigen, inners K bung der
Organe und Hiillen ent- s tibrigen
haltenden Teile, deren Ge- E Fltissig-
wicht 3,6 g betrug, zer- £l keit
schnitten, mit 7 em3 phy- =
siologischer Kochsalz- 3
1gsung versetzt und nach E
2 Tagen filtriert 3
g




schwich.
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mit Sduren und Alkalien an dem Blute sowie an dem wilrigen
itbrigen Puppenteile.

N 5. 6. 5. .| s 9. 1. | 11
Reaktionen mit Schwefel-
sidure 1 cm3 der
Flissig-
Qe 10 6) go-| 4 oms dor| LOm° der | toms der | UL ARE
1 cm3 der 1 cm3 der bildet. Riick- L. Flussigkeit | Flissigkeit I Koaguium
P 1t Tt Flassig- -+ konzen-
Flissigkeit Flussigkeit stand abfil- R + 2 Tropfen|4- 1 Tropfen . aus 3)
1 cm3 keit 4- . trierte | .
+ 1 Tropfen| < 1 Tropfen triert und konzentrier-| ranchender s in 1 cm3
s Flissigkeit 2 Tropfen wifirige <
Eisessig Chloroform g Halfte des P ter Salz- Salpeter- N Ather
4 2 Tropfen! .. ’ {Ammoniak . . Kalilauge
Filtrates mit saure SAUTe lrn gleich.
1 Tropfen Teilen)
Schwefels.

im Ver- | es entstehen | Trilbung,| keine | zuerst | Triibung, unver- | riotlich| der
gleich zur 1) Fiden, weil- | Verinde-| unver- |gelblicher| #ndert Ather
unver- ;2) am Boden|gelblicher| rung |indert,| Nieder- | hat
inderten | d. Eprouvette| Nieder- wird schlag, ? nichts
Fliissig- | sammelt sich| schlag; nach | dariiber 1 gelost

keitetwas| Chloroform | dariiber einigen| befind- i

mebr r6t- | in Tropfehen | befind- Stunden| liche 1

lichgelb |an. Zuriick-| liche rétlich- | Flissig-
zufiihren | Fliissig- gelb keit
1) auf Unrein-;  keit gelblich
heiten im | gelblich
Chloroform,
2) darauf, daf3
Chloroform
sich nicht | :
mit Wasser | !

- mischt .
nicht | nicht unter-| (unver- |Umschlag| rotlich | sofort | Fliissig- | ristlich- ya
unter- sucht diinnte | in Braun weiB- | keit ent-| braun
sucht Probe) licher firbt,

starker Nieder- grau-
gelblich- schlag | brauner
griiner Nieder- !
i Nieder- schlag 5
schlag | ‘ iiber der ‘
T j Fliissig-
verdiinite | keit g
Probe j |
gibt das-
selbe,aber
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Tabelle 2. Tyrosinase-Nachweis im Blute von Pieris-Puppen.

1. 2, 3. 4. 5. 6. 7. 8.
| . .
| + 3 Tropfen|+ 2 Tr. physiol. |4+ 2 Tr. physiol. + 1T E.w siol. + 2 Tr. physiol. + 1 Tr. physiol. -+ 1 T'r. physiol. + 1 Tr. Blut
=l . | . . M x Kochsalzlésung Kochsalzlésung < .
2 je 1emd | Zeit physiolog. | Kochsalzlosung | Kochsalzidsung 1 Tr. Wass Kochsalzldsung 4 1 Tr. Wasser. Kochsalzldsung | 4+ 1 Tr. Wasseratoft-
N ! Kochsalz- |+ 1 Tr. Wasser- |4 1Tr. Eisensul- + 1 Tr. Wasser- + 1 Tr. Blut- 3 + 1 Tr. Eisensulf. superoxyd
T g 19sun, stoffsuperoxyd | fat (Ferrosulfat) stoffsuperoxyd losung stoffsuperoxyd + 1 Tr.Blut |+1Tr mmmoumazpn
m .m v 8 ¥ + 1 Tr. Eigensulf, + 1Tr. Blutlsung ’ :
> 5 T -
- m I aufgestellt | unver- |unveriindert| klar, etwas ﬁ gelbliche schwarz unverindert EE.? etwas ‘ma_w:ow Fltissig-
% .8 [ Tyrosin- |12. XI1.6030" | iindert, gelblich | Flilssigkeit, | (Melanin- |farblos, wasser-| griinliche keit, gelbbraun.
2 2| losung | p- m,, farblos ~ gelbbrauner | bildung) | hell; nur einige | Fliissigkeit, | Niederschlag;
2 5 registriert Niederschlag EmEm Blasen gelber Riick-| dazwischen und sn
g 13.X1. 11k | in der Fliis tand | Ser Oberflache der
g © A | r Fliissig- stan Eprouvette schwarze
M m a. m. ' keit Abscheidung
e Ma i - - unver- unverindert | farblos, nur ,SEE raue, unver- |klar, eine Spur klare, farb- | briunlichgrane
g Indol- | dndert . farblos am Grunde | Fliissigkeit; | #indert griinlich, lose Fliissig-, Fliissigkeit, am
< ol- ,
=S | losung ! farblos etwas gelb- | am Grunde farblos morﬂsognm:.u_ keit, gelber | Grunde starker
2 B ,_ W lich starker Niederschlag, Rilckstand | schwarzer Nie-
o o | , schwarzer Blagen an der derschlag
g i i Niederschlag Oberfliche
£ a T = . B
& m +ehww.%mw= M“M”eh<~m%”“wﬂ 4+ 1 Tropfen |dasselbe nach Zusatz
DM =B “ Eochsalzlss, eageuﬁmua_m. Blutlosung  |einesTr. Terpentinéls
= IL - - gelb bliulich ' gelb unverindert
Guajak- (unver- (unverindert)
18sung #ndert) " | i
I |weit. behand.] unver- _ etwas ge-
Tyrosin- | 13- XI. 6230/ | #ndert _ schwirzte
yrosin )
losung p. o, farblos | ,, Fliissigkeit
reglairort W | | it geringdenge
- 14. X1.9% g.m. ﬁ 7 ‘Abscheidung ) -
g 1L - - unver- | J Kklar, etwas
= Indol- dndert, ” gelblich
- . | wohl infolge des
E | loswng | ffarblos | | Bluistropfens | __ I IR S
. 41 Tr, phys. | i ‘
3 Kochsalzlds, - B \‘,1 B +1 Tr. Blutfiltrat i
I . . | gelblich | getriibt, etw. m
Guajak- , | , b _smmmnwmm_c ; "
' elbor Nioder- !
_amﬁdw 7 m.mr_p amGrunde i
! der Eprouvette 7
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Tabelle 3.
Nachweis von Tyrosin im Puppenblut (Pieris brassicae).
+ 1 Tropfen MiLroNs Reagens + 3 Tropfen MiLrLoxs Reagens
Untersuchungs-
objekt Anfangsfarbe; Kontrolle Anfangsfarbe; Kontrolle
[Beginn der Reaktion| nach 3 Stunden 'Beginn der Reaktion| mnach 3 Stunden
12bh a. m, 3bp, m, 12b a, m, 3b p. m.
Tyrosinlésung | schwacher gelb. | rosa schwacher gelb. kirschrot
Niederschlag Niederschlag ’
Tyrosinlésung - - schwach rosa - - schwiicher rosa,
zur Hilfte mit etwas gelblich
Wasser ver-
diinnt
Filtrat des .| sofort, starker | schwachrosa| starker wei- |blaBrosa Liosung
Puppenblutes weiBlicher gefirbt licher Nieder- | rosa gefirbter
Niederschlag schlag Niederschlag
Filtrat des geringerer, |rosa Fliiesig-| geringerer, |ebenfalls rosen-
Puppenblutes gelblicher, keit; gelblicher, rot
verdiinnt || opaleszenter | Niederschlag| opaleszenter
(Riickstand Niederschlag | gelblichrosa | Niederschlag
wurde ein zwei- gefirbt

tes Mal mit der
gleichen Menge

Sulfosalicylat
gewaschen)
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Tabelle 4. »Tiergriin«-Reaktionen (nach Przisram) der wiBrigen Extrakte von Plasma und Hille der Puppen
von Pierss brassicae im Gegensatz zu den Chlorophyllreaktionen, wobei -die Futterpflanze von Pieris brassicae,

der Kohl (Brassica) genommen wurde.

Untersuchungsobjekt

: I. WaBrige Extrakte

!

(Filtrate)

Anfangsfarbe

A. Puppen von Pieris brassicae

(20 mittlere Puppen aus dem Freien)

a) Blut
(in anderer Weise ver-
wendet, 8. Tab. 2)

/

Kochen mif alkoholischer Kalilauge

) zu gleichen Teilen
[ (e gz emd)

q
I
]
. i
nach abermaligem
Zusatze v.1/2em3KOH

Zusatz von
Ammonijak

Siurezusatz auf 1/; em3 1 Tropfen

und so lange gekochs, 21f Yz em?® des Fil. rauchende konzentrierte
bis keine Plussigkeif; trates 1 Tropfen Salpetersiure Schwofelsiure
bleibt !
/
S \ \ \

tion

als beim Plasma,

entfirbt

b) Plasma etwas triib, |am 14. XI. ge-| 15. XI. weiter | Kklar, rotlich | gelber Nieder- briunlichgelber,
(innere Organe) in phy- griinlich; kocht, gekocht, schlag iiber der| sehr starker
siologischer Kochsalz- || neutrale Reak-| klar, rotgelb |etwas triib, gelb- Flitssigkeit, Niederschlag
losung -— Filtrat tion braune Flocken Fliissigkeit klar
(iiber Herstellung siehe gelb, fast ent-
Methodik) ) fiarbt
o) Hiille etwas triib, griin-|  klar, gelb  |gelbbraune Sub-| klar, rtlich- | gelblicher Nie- | klare, hellgelbe
(Filtrat) lich; etwasheller| (ritlichgelb, |stanz am Eprou-| braun, agmw derschlag, die| Fliissigkeit,
(iber Herstellung siehe als das Plasma; ijedoch heller als! vettenboden, | heller als beim @EERQ. befind-| gelblicher Nie-
Methodik) nentrale Reak- | das Plasma) |viel mehrgefirbt Plasma liche Fliissigkeit]  derschlag

Brassica (Kohl)
wiiBriger Extrakt
(gewonnen aus Kohlblit-
tern, die zuerst in Lei-
tungswasser gewaschen,
in einem Tuche getrock-

\(net wurden, mit d. Wiege-

'messer zerkleinert u. mit

physiol. Kochsalzlosung |

.und Quarzsand zerrieben

am niichsten Tag filtriert!

klar, rétlich-

gelb, saure Re
aktion

(rotet blanes

Lackmuspapier)

triib, rotgelb

schwarze
Punkte

! gelber Nieder-

schlag; auch die
dariiber befind-
liche Fliissigkeit

gelb gefirbt

klar, gelblich

beinahe unver-
indert,
Kklar, rotlichgelb
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Leonore Brecher

Tabelle 7. Wiederholung des Versuches zum Nachweis der Ver
b) Puppen mit den experi

A. hellste (8) Puppen aus dem weiBen Kasten

gow

..mittlere (d) Puppen aus dem perigranen Kasten
. dunkelste (g) Puppen aus dem schwarzen Kasten
. typische griine (h) Puppen aus dem gelben Kasten

1)

Versuch aufge- |

Probe: Kontrolle:
1 ¢cm?® Tyrosin + 1 Tropfen :::;H;Time !:f’;c];; omrete
rl;)yl?l:ﬁ:“e.: u: deu;f:ge;;— der Tyrisinase- nach einem nach weiteren
) bereitel am 21 bereitung, am zu mittag nachmittag Tage, 2 Tagen,
25. XI. frth 26. XI. frih 28. XI.
A. Helle ungefiirbt | ungefirbt schwach violett violett
(hellste aus dem TO8Sa (etwas
weilen Kasten) (a) intensiver)

B. Mittlere ungefirbt | ungefirbt | unngefiirbt violett violett
(perlgrauer Kasten)

C. Dunkle ungefirbt | ungefirbt | ungefirbt |fastgar nicht| schwach
(dunkelste aus dem gefiirbt oder| violett
schwarzen Kasten) jedenfalls gefiirbt

sehr
schwach,
aber violett

D. Griine ungefirbt | ungefirbt | ungefirbt |fastgar nicht] kaum
{gelbgriine aus dem oder sehr gefirbt

gelben Kasten) schwach ge-
firbt, noch |
weniger als |
die dunklen i
. 1. 2. 3 4
Reihenfolge des Auf- H?) M D ¢
tretens der Firbung Rotstufe  gleich violett ohne Rotstufe
Reihenfolge der Inten-
sitit der Firbung, be- H > M>D>G
dingt durch die ver- rot violett

schiedenen Tyrosinasen

1) 0 in den Rubriken bedeutet, da8 noch keine Firbung zu bemerken ist.
2) Eg sind hier die Tyrosinasen mit den Anfangsbuchstaben der Typen bezeichnet.
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schiedenheit der Tyrosinase in den Puppen der vier Hauptfarbtypen.

mentell induzierten Firbungen.
der 1. Versuchsreihe.
EE 3)
Versuch aufge- ! Versuch aufge- -
stellt nach | Kontrolle: stellt am 26. XL, Kontrolle:
2 Tagen seit der Filter, Tyrosi-
Tyroginaseberei- I I I nach nase enthaltend | Firbung nach
tung, nach sehr 2 Tagen, || mit je 5/1 cm3 | tritt sofort | 2 Tagen,
26. XL frib | kurzer Zeit spiter ANPm g L Tyrosin auf 2. XI.
ungefirbt | rotlich- | kirschrot |kirschrot| violett ritlich- | violett
kirschrot (am inten- kirschrot
sivsten)
ungefirbt , 0 0 | violett | violett violett | violett
1 (etwas
| schwiich. i
als die {
hellen) :
ungefirbt 0 violett violett | schwach violett- sehr
(nicht 8o in- violett schwarz | dunkel-
tensiv wie gefirbt violett,
i beim Auftre- fast
| ten der roten schwarz
| Farbe der
| hellen)
ungefiirbt 0 0 beinahe | beinahe am violett;
unge- unge- schwiich-! schwii-
; firbt fiirbt sten ge- . cher ge-
| fiirbt,aber; firbt als
‘ gleich | die
| violett | anderen
1. 2. 3. 4.
H D M G fast gleichzeitig aufgetreten
rot-kirschrot violett ungefirbt

H>M>D>G
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Tabelle 8. Stichproben an den vier

1)

2

1 em3 Rhodankalium
+ 1 Tropfen Blut

| + 1 Tropfen Blut

1 em3 physiologische Kochsalzlgsung

Kontrolle : Kontrolle nach:
Anfangs- | Anfangs- t,
farbe am Nach- |pach 1 Tag farbe | 1 Tag
30.XLvorm.| pittas |4 XL frgh |30.XLvorm., WzStnde oty T
A. Helle Puppe gelbgriin | unver- ge- ;!gelbgriinl geschwiirzt | geschwiirzt
(hellste aus dem #andert schwiirzt‘;‘ {’(die erste im| (weniger als
weiBen Kasten) (aber we-! ! Auftreten u. |die mittleren,
niger als am meisten kommt ihnen
die ande- | | geschwiirzt) | aber beinahe
ren) t ‘ gleich)
| ’ [
B. Mittlere Puppe | gelbgriin| unver- } ge- |l gelbgriin ' geschwiirzt | am meisten
(dunkelste aus dem #ndert | schwirzt, {fast gleich-! geschwiirzt
schwarzen Kasten) ! 1 zéitig mit den!
i ‘ weiBen) l
- L , | :
| : ‘
C. Dunkle Puppe | gelbgriin| unver- gelb- i gelbgriin 1 unveriindert | briunlich,
{dunkelste aus dem dndert |briunlich, ' (Schwirzung| sehr wenig
schwarzen Kasten) wenig | ‘\ tritt erst | geschwiirzt
ver‘zindert“ - gpiter auf)
4 ! . [
D. Griine Puppe | gelbgriin | unver- ge- ;:'Igelbgriin'junverﬁndert nur sehr
(typische ans dem indert |schwirzt: 1 wenig, fast
gelben Kasten) (mehr als; gar nicht
die and.) | | verindert

1) Das Blut wurde in das 60° warme Tyrosin direkt hineingetropft.
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3

4)

1 cm3 Tyrosin
-+ 1 Tropfen Blut

1 cm3 auf 60° erwirmtes Tyrosin
<4 1 Tropfen Blut!) (bei 60° hineinflielen lassen)

f Kontrolle nach: Anfangs- Kontrolle nach:
| nachmittags farbe 'un.d
Anfangs- | nach Abfil- Melaninbil- | - ppfitrieren
farbe ganz kurzer | trieren des 5 Tagen d‘“fg Wie | des Melanins 1 Stund 5 Tagen
30.XL vorm, Zeit gebildeten | 4. XIL 15 bei den am unde 4. XIIL
Melanins nicht- Nachmittag
gleich erwirmten
1]
gelbgriin starke violett Melanin - - schin violett | Melanin
Schwiirzung, wieder abge- kirschrot am Boden
g g
Abscheidung setzt, graue abgesetzt,
von Melanin Fliissigkeit griin
—‘7 T {
gelbgriin - - ‘ violett Melanin - - kaum violett griin
abgesetzt, rotlich
1 Fliissigkeit
} \ grau
S : S
gelbgriin' - . violett Melanin - - violett violett griin
abgesetzt, nmit einem
Fliigsigkeit Stich ins
_ I grau Rétliche
gelbgriin ; - - 1 violett griin - - ristlich violett griin
| |
i |
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a} 1 c¢m3 Tyrosin - 1 Tropfen Blut b) 3 cm?® Tyrosin - 1 Tropfen
Farbe des Farbung der
Versuchskastens Puppe Kontrolle nach: Kontrolle
Anfangs- T . Abﬁ{ —— - Anfangs- o oo
farbe Lagnac 2| 2—3 Tagen farbe 4 Ta,
trieren des gebil- . gen
17.1.16 |70 Melfnins 20. u. 21. 17.1. 16 9. 116
A. helle gelbgriin; etwas am %) Schwirzung
' sehr bald| geschwirzte, schwichsten| klar schreitet sehr
| Schwiir- | hellgraue gefiirbt | gelbgriin| langsam fort.
| zung | Fliissigkeit Keine Rotstufe
. 1 zu bemerken
1. | wei i .
B. mittlere | - - - - briunlich- - - - -
! . gran
|
A. helle - - - - grau - - - -
(dunkelste
i von allen)
2. | schwarz : | T
B. mittlere | - - - - grau - - - -
’ (heller)
A. helle - - - - grau - - - -
3. | gelb .
D. griine - - - - griinlich - - - -
i
|
|
A. helle - - - - | bramwslich | - - | - -
4. | gelbgriin I B
D. griine - - - - griinlich - - - -
B. mittlere - - - - grau - - - -
5. | orange | griine - - - - griinlich - - - -
i 1) Bei der Probe 3 cm3 Tyrosin + 1 Tropfen Blut der
! hellen wurde noch ein zweiter Tropfen dazugegeben, da der
‘ erste zu klein gewesen war.
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] 1 cm3 physiologische Kochsalzlosung + 1 Tropfen Blut auf 106" erwirmt
Blut ¢) Filtrat + 1 Tropfen Tyrosinase d) Eoagulum + /2 cm? phys. NaCl + 1 Tr.
Tyrosinase
nach: B | Kontrolle nach: T Kontrolle nach:
Anfangs- ‘ Anfangs- -
Absetzen des Melanins farbe 1 Tag 3 Tagen farbe 3 Tagen langerer
4. 1IL. 16 18. 1. 16 19.1 16 2. 1 16 18.1. 16 2i.1.16 Zeit
_ I
am dunkelsten. | farblos etwas ! griin Koagalum | unver- | unver-
Dunkelbraunes | geschwirzt | gelb, dndert | indert
Sediment Fliissigkeit
) farblos
gelbbraunes Sedi- | farblos etwas ! griin - - - -
ment viel heller als | geschwiirzt |
die hellen; Kklare,
etwas gelbliche ;
Fliissigkeit | - |
gelbbraunes Sedi- || farblos etwas griin - - i -
ment wie bei den geschwirzt |
_weien mittleren !
ebénso wie die | farblos |  etwas griin - - ’ - -
schwarzen hellen, geschwiirzt i
sogar etwas gerin- |
gerer Niederschlag | ]
grof3e Menge farblos |  etwas grin | - - ‘ - ‘ -
schwarzbraunen geschwiirzt | :
Niederachlags, such a |
die Fliissigkeit . ! |
briunlich !
geringe Menge anz etwas ge- griin - - - | -
braunen Sedimen- | schwach {schwirzt mit! (vielleicht ;
tes; griinliche gelblich | schwach | etwas mehr .
Fliissigkeit tingiert |gelblich. Ton| gelblich) i
dunkles, sebr reich-| farblos etwas griin - - - ‘ -
liches Sediment vo geschwiirzt
schwarzbrauner ,
Farbe, Fliissigkeit !
deutlich griin | I
gelbbraunes Sedi-| ganz etwas griin - - - | -
ment, beinahe farb-|| schwach | geschwiirat, (etwas ‘
lose Fliissigkeit || gelblich | schwach gelblich)
L gelblich. Ton
hellbraunes Sedi-| farblos etwas griin - - ' - -
ment, beinahe unge- geschwiirzt ! !
firbte Fliissigkeit 1
hellbraunes Sedi-|| ganz etwas griin, - - - f -
ment, beinahe unge-|| schwach | geschwiirat, | etwas mehr |
firbte Fliissigkeit || gelblich | schwach gelblich i
'gelblich. Ton - !
Kontrollprobe: ] )
1 ¢m? Tyrosin 4 1 Tropfen Tyrosinase '
farblos [schwach vio-| intensiver |
lett gefirbt violett !
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Tabelle 6. Nachweis der Verschiedenheit der Tyrosinase in den

Probe:
1 em3 Tyrosin 4
1 Tropfen Ferment-

a) Puppen aus dem Freien.

Puppen der vier Hauptfarbtypen,

Reaktion bei Tageslicht

Reaktion im Finstern

Kontrolle nach:

Kontrolle nach:

Beginn der Reaktion

7 Stunden 40 Minuten

1osung aus dem || 4g XI. 15, 12015’ mittags 3 mrwumon (72 55' abends; bei kiinst- Beginn m_on H.ampwaoz 3 Stunden 7 Stunden 40 Min.
Puppenblut  |imomp.:18° (Thermograp)|  © > ©™ | lichem Licht registrierty || o 10 Tiitage B
A. Helle klar, farblos ritlich ritlieh-kirsehrot farblos alle zeigen sich | noch immer
schwach getiirbt, | um eine Spur
obne den Grad der| schwiicher ge-
Firbung von der | firbt als die
Lichtreaktion zu belichtoten
erreichen
B. Mittlere - - _ violett alle Proben haben in - - - - -
| der Firbung an Inten-
‘ gitdt zugenommen, je-
» doch unter Beibehal-
‘ tung der Verschioden-
,, heiten bei den einzel-
e ‘ nen Typen
C. Dunkle - - sehr schwach - - - - - - -
violett
D. Griine - - schwach violett - - - - - - -
wie die der
dunklen
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Reaktionen mit den wilBrigen Extrakten der Puppenhtillen und

-organe der vier Hauptfarbtypen (aus dem Freien).

il 1. Wabrige Extrakte

Kochen mit Kalilauge

Saurezusatz auf

1/; cm3 1 Tropfen

Untersnchungs- |! (Filtrate} vom 17, XI.
objekt “ Anfangsfarbe zu gleichen } nach abermali- rauchende konzentrierte
' beobachtet am 20. XI. Teilen | gem Zusaize Salpetersiure Schwefelsiure
,g 1‘ briunlichgelbe . klar,rotgelb 1jAbseht.aidun,tg Entfirbung | brédunlichgelb.
2 1 Fliissigkeit; von rotgel- | und Bildung | Niederschlag,
£ | A helle  lrotbrauner Satz _ben Flocken| eines Nieder- | dariiber klare
= ilam Grunde der i bei allen |schlags. Alle| Fliissigkeit
:; Eprouvette | gleich gelblich
= ;
;i dasselbe, |klar,rotgelb| - - - - -
% | B. mittlere || 1 eine Spur
C; dunkler und
o i ,
= klarer |
Q }
g
= C. dunkle dasselbe klar, rotgelb - - - - -
E
g
& . dasselbe klar, rotgelb, - - - - -
& | D. griine etwas heller
= als die and.
gelbgriin, Kklar, - - - | griinlichweiS.
A. helle gelber Satz weingelb Niederschlag,
= ‘ dariiber klare
=R \ Fliissigkeit
] e -
;f B. mittlere | gen3u wie die Klar, - - - ebenso
) hellen weingelb
*3 gelbgriin, " rotgelb, | - - - ebenso
é fast kein Satz, {wie bei den
g C. dunkle | der obere Teil | Organen ‘
= der Fliissigkeit :
[~} | bréunlich i |
C) -
triibe, blaugriine klar, B - - Niederschlag
D. griine Fliissigkeit; weingelb 3 etwas mehr
gelber Satz griinlich
” bedeutet zweimal wiederholt.
Archiv f. Entwicklungsmechanik. XLIIL 14
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Prifang der Wirksamkeit der Tyrosinase bei ver-

schiedenen Temperaturen.
Serie a: Tyrosinase der dunklen Puppen aus dem Freien.

Erwirmung der
Tyrosinase bis:

bei 19°

30°

)
i

10° ‘ 50°

! Zimmertemperatur)
|
!

1 em? Tyrosin

1 ¢m3 Tyrosin

3 :
1 emd Tyrosin 1 cm? Tyrosin

Zeit : + otwas weniger als
: . t Tr. -4 .
{ 4 1 Tr. Fermen + 1 Tr, Ferment ! -+ 1 Tr. Ferment { Tr, Ferment (Rest)
Beginn farblos farblos . farblos | farblos
der Reaktion i s
11ba m. i : |
S e — s : -
Kontrolle um ! violett violett j violett schwach rosa

sh !
(nach 4 Stunden)

1) Die Tyrosinagse wurde, nachdem sie auf die bestimmte Temperatur ge-
bracht worden war, wieder bis auf die Zimmertemperatur erkalten gelassen und
dann nicht vorerwirmtes Tyrosin dazugesetzt (8. Methodik dieser Versuche) und
die Reaktion bei gewidhnlicher Zimmertemperatur verlaufen gelassen.

Tabelle 11b. Serie b: Tyrosinase von dunklen Puppen (aus dem
schwarzen Kasten), bereitet am 24. XI.

Erwirmung bis: 10° 50° j 66° 70° 50° 90°
- it +1 N e, Borment - ‘ . ' - - -
Beginn der farblos farblos , farblos 1 farblos i farblos farblos
Reaktion \
26.X1. 12030 | ‘ .
Kontrolle farblos ganz deutlich :deutlich rbtl sehr A farblos
nach schwacher, rotliche Firbung schwach ge-
21/ Stunden anscheinend’' Fiirbung |(etwas Wenig | firbt, aber |
26. XI. violetter intensiv als | anch rotlich!
3h p. m. Schimmer | ) die von 60°) |
. nach ganz | schwach !violett(nach violett sehr schwach| farblos
2 Tagen |schwachge-: violett | Anhalten @ (Maximum) gefirbt,
(28. XI. 15) || fiirbt; violett,  gefirbt |von 2Tagen bereits
ohne vorher-: der Rotfiirb, violett
| gehende ‘ | ristl.-kirachr.
| Rotstufe) | geht sie ins
‘I ] 1Violette iiber)
nach i I - - - - - blaBrosa-
8 Tagen undj; | kirschrot,
noch spiiter ‘ ‘ gehr intensiv,
‘I | keine Uber-
" 5 filhrung ins
) & Violette
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»Tiergriin<-Reaktionen mit den ergriinten tierischen

Proben Nr. 3 und Nr. 4 aus dem Versuch, der auf Tabelle 12 dar-

gestellt ist.

i| Filtriert oder | Kochen mit alkoholischer|
' a ! 3 1 Tropf
“ dekantiort - Kalilauge ‘ Saurezusatz auf !/z em ropfen
Untersuchungsobjekt Tach aber- | -
i Anfangsfarbe |zu gleichen maligem rauchende konzentrierte
1‘ Kontrollprobe | - Teilen Zusatze | Salpetersiure | Schwefelsiure
o ; i P i 3
Ergriinte Proben.: ! i ~i
100° erwirmtes Blut brauner '  sofort |
in physioloz. Koch-' griin yd X ‘ . | gelbbraun
in physiolog. Koch- Ring l entfirbt |
salzldsung + | E
1 Tropf. Tyrosinase ;

Tabelle 14. Umwandlung des Tyrosins durch Erwirmen
bzw. lingeres Kochen.
’ ’{ Anfangsfarbe. : Eontrolle nach:
Proben je t cm? {fDatum der Auf- - -
T stollung 2 Wocken | 7.1IL 1916 5. IV.
) 1 o - ! -
gewshualicheés Tyrosin 4. 11. 4b30'—' * rosa rosa ' kirschrot-
{4 Proben) . Bhp.m. ! briunlichrot
«  farblos
- - i ;
auf 100° erwirmtes Tyro- 14. II. 12230’ | farblos [eine etwas gelb-% hellgelb
_'sin {4 Proben) G opem lich, die anderen, :
( farblos farblos
: 1 ‘
1. auf 100° erwirmtes [} 5.1I. 5045’ gelblich | gelblich mit | dunkelgelb
Tyrosin und weiter kochen |  p. m. einem Stich |  oder
lassen 81/, Stunden. | gelblich ins Rosa hellbraun
Durch destilliertes Wasser j
auf die urspriingliche Hohe
gebracht (4 Proben)
IL Tyrosin nach 17stiin- 10,11.8hp.m.i gelblich | hellgelb weingelb
digem Kochen und durch || stirker f
Zusatz von destilliertem gelblich
Wasger auf die urspriing-
liche Hohe gebracht
(@ Proben) |
IIl. Tyrosin II nach wei- “ gelblich l-gelblich dunkelgelb, iitn-| verdunstet;
teremr Kochen von einigen | lich den ergriin-| weiBlicher
Stunden + 1 Tropfen ten tierischen, | Riickstand

schwacher Tyrosinase ;

8. Tab. 12, Nr. 3
u. 4, nach linge-
rem Stehen.der-

gelben
14%*
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Tabelle 12. Rolle der Tyrosinase beim Ergrtinen des in physiologischer Koch

Proben Im Lichte
g | (Je 1 ¢cm3 von der physiol. NaCl & 5}75 5 Kontrolle nach:
- < =2 - -
E oder Ty rosx.n Je 1 Tmpf?“ Blu? é‘fé%g, 5 Stunden jetwa 1 Tag| 2 Tagen ! ! !
g oder Tyrosinase zugesetzt bei :'gET 4h 30—5h 27.L16 {28.L16und| 4 II 16 s 116 1500 1615111 t6
k3 gewdhnlicher Temperatur) SE- p. m. 9h 2. m. 29.1. 18 ,
1.| anf 100° erwirmte phy- | schwach _i schwach | triib | geklirt, | unver- | un- |
siol. Koehsalzlisung graner | grauer schwach | Hndert |verin-
+ 100° erwirmtes Blut Ton iTon un- l gelblich, | dert |
ohne Tyrosinase .-verandert Sediment ;
3.| 100° erwirmte physiol. etwas | griin | griin; |klar griin| schén | un- |
Kochsalzlosung mit 100° dunkler | triib | griin  verdn-
Blut mit Tyrosinase briunl.- : : dert °
o o grau i o e
5. | 100° erwirmtes Tyrosin ganz ganz unver- rosa rosa 1088 . ganz
ohne Tyrosinase farblos ! farblos | indert | Firbung | Férbung | Firb.: ver-
tritt ant | inten- veg blaBt
' siver | blaGit
7.1 100° erwirmtes Tyrosin violett | dunkel | unver- f schwarz | sepia- | un- |
mit Tyrosinase violett, | #ndert braun |verin-;
fast dert !
schwarz ;
9.} 100° erwirmte physiol. ganz farblos triib  |klar, farb-| ganz un- |
Kochsalzltsung mit 100° farblos |los, weil3-| farblos ,verﬁn-{
Blut mit Tyrosin {Pulver) i liches . dert |
. .Sediment; B
11.} nicht erwirmtes Blut ' g°{°‘;"tft‘"t geschwarzt; | unver- . Melanin | griin miti‘ un-
mit Tyrosin é&‘.’,: HA ahgesetzt, | Andert abgesetzt, braunem verin-,
Oberﬂichg %zzwiscl]‘mx: Fliissigk. | Melanin- | dert |
zunehmend | Flassigkei griin seit ring :
{ durchsicht;
R fe;fecn:ilglet]t;g dem 30. L
13.! nmicht erwirmtes Blut ganz ge- "ganz ge-| unver- | Fliissig- 'griin mit | un- !
mit 100° erwirmtem schwiirzt, schwirzt,! indert |[keit griin: braunem |veriun-
Tyrosin mehr als | mehr als wie 11 ' Melanin-| dert
- 11 o1 - . ring
15. 100° erwirmtes Blut in briunl.-  sehr | triib klar, | unver- | un-
physiol. NaCl-Lisung grau dentlich schwaeh . indert |verin-|
+ 100° erwirmte Tyro- wie 3  braunl gelblich ! dert |
sinase i Farbung ,
i;,— gewshnliches Tyrosin ganz ! ganz unver- unver- unver- un- |
+ 100° erwirmte Tyro- farblos - farblos | #ndert | #ndert | Zndert |veriin-
sinase . dert
—_ {— PREE—— R : ’ —_— e ———— .
19. 100° Tyrosin anz | ganz unver- | wasser- | deutlich | sehr | ver-
+- 100° Tyrosinase farblos | farblos | indert [hell, aber|rosa, aber| ver- | blaBt
E mit ganz | sehwi- | blaft
schwach.| cher |lachs-
: rosa als b rosa
o o o Schimmer -
o gewohnliches T'yrosin beinahe | violett, . violett qisen- sepia- un-
22. + gewbdhnliche Tyrosi- farblos aber violett, braun |verin-
EES nase heller etwas dert
= als 7 ‘schwich.
' ©oals 7
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salzlosung gelosten, auf 100° erwirmten Blutes. Autooxydation des Tyrosins.

, . Im Finstern

- ‘ , 9 g vKtln;trolla nsch_:w T T
_— A 2 d - - -
D[ 355 | nagmm e s T
i B oo ; P . 5 15 , -
5.1V, 16 } Z :E:' 30 s, [ 4116 $.1L16 | 15. 1L 16 [15I0L16]  5.IV.16
= S =) PSS S —
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l'abelle 15. Reaktionen des Puppenblutes auf Tyrosin bei gewthulicher Temperatur und bei 60°

und auf die wr%mm&ommm%m Kochsalzlosung bei denselben HmemSaﬂwSmg.
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Verzeichnis der Tafeln.

Tafel VI.

Mikroskopisches Bild (Vergr. Ok. 0, Obj. 5 bei eingeschobenem Tubus) von
homologen frischen Stiicken der Puppenhiille der vier Hauptfarbtypen, die die
verschiedene Pigmentverteilung zeigen (gezeichnet mit dem ABBEschen Zeichen-
apparat, koloriert nach der Natur), und entsprechende Photographien der ganzen
Puppen in natiirlicher GroBe.

Fig. 1 von den hellen, Fig. 3 von den dunklen,
Fig.2 - - nmittleren, Fig.4 - - griinen.

Tafel VII.
{(Farbenphotographie. Dreifarbendruck.)

Puppen aus der ersten Versuchsserie mit farbigen Kasten. Unter jeder
Farbmarke sind die auf der betreffenden Farbe vorgekommenen Puppen.

Die Puppen wurden aus der Gesamtzahl der Puppen eines jeden Kastens
in demselben Zahlenverhiltnis, wie sie in dem Kasten vorgekommen waren, ent-
nommen. So z.B. sind im weiBen Kasten 35 hellste, 34 etwas dunklere (helle)
und 6 mittlere, davon wurden also je 3 von den hellsten und 3 von den etwas
dunkleren zur Tafel verwendet, wihrend die 6 dunkleren vernachlissigt wurden.

Fig. 1. 6 Puppen aus dem weilen Kasten: 1.—3. hellste, 4.—6. von den etwas
_ dunkleren.

Fig.2. 6 Puppen aus dem hellgrauen Kasten: 1. und 2. Puppe mit griiner
" Grundfarbe und schwarzer Fleckenzeichnung, 3. und 4. mittlere Puppe,
5. und 6. ganz dunkle.

Fig. 3. 6 Puppen aus dem gelben Kasten: 1. sehr hell, gelbe Grundfarbe und
fast gar kein schwarzes Pigment (von den 20 mit beginnender Pigmentie-
rung). 2., 3., 4. und 5. von den typischen gelbgriinen, 6. von denen, die
schon etwas undurchsichtig sind (gelbgriinlich), aber schon etwas mehr
Pigment (17 PouLTON).

Fig. 4. 6 Puppen aus dem perlgrauen Kasten: alle mittlere Puppen.

Fig. 5. 6 Puppen aus dem schwarzen Kasten: die 1. bis 4. von den dunklen,
die 5. und 6. von den’ ganz dunklen.

Fig. 6. 6 Puppen aus dem blauen Kasten (mittlere Puppen).

Fig. 7. 6 Puppen aus dem blaugriinen Kasten (helle).

Fig. 8. 6 Puppen aus dem gelbgriinen Kasten: 1. halbgriine, 2. und 3. griinlich
mit geringerer als der normalen Fleckenzeichnung, die 4. bis 6. helle Puppen.

Fig. 9. 6 Puppen aus dem orangefarbigen Kasten: 1. und 2. blaugriine, durch-
sichtig, ganz ohne schwarzes Pigment; 3. eine halbgriine; 4., 5. und 6. von
den mittleren mit normaler Fleckenzeichnung und gelblicher oder griin-
licher Grundfarbe.

Fig. 10. 6 Puppen aus dem Purpurkasten: die 1. bis 3. von den mittleren, die
4., 5. und 6. von den dunklen.
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Tafel VIII.
{Kolorierte orthochrome Photographie.)
Puppen aus dem Spekiral- und Intensititenversuch.

a) Puppen aus dem Spektralversuch.

Es sind hier alle Puppen der unteren Kistchenreihe, aus einem Gelege
stammend, dargestellt; je drei Puppen aus jedem Kistchen, rechts davon die
betreffende Spektralfarbe, in der sie gehalten wurden. Der Abstand zwischen
den Farben bedeutet die Trennung durch die Glaswinde der Kistchen (breiterer
Abstand) oder durch die Kartonwiinde in jedem Glaskistchen im Raupenkasten
{schmiilerer Abstand).

Fig. 11 ultrarot, Fig. 15 griin,

Fig. 12 rot, Fig. 16 blau,
Fig.13 orange, Fig. 17 violett,
Fig. 14 gelb, Fig. 18 ultraviolett.

b) Puppen aus dem Intensititenversuch.
Aus der gelben Schachtel (Fig. 19—21),
- . - weillen - (Fig. 22—26).
Die Intensititsabnahme ist rechts dargestellt, links die Puppen aus.dem

entsprechenden Kasten.
Fig. 19. .3 Puppen aus dem vordersten Ké#stchen Nr. 6.

g. Fig.20. 3 - - - mittleren - - 3.
Fig.21. 3 - - - letzten - - 1L
Fig. 22. 3 Puppen aus dem vordersten Kistchen Nr. 11.
Fig. 23. 3 - - - - - - 9
w. (Fig. 24. 3 - - - mittleren - - 6.
Fig.26. 3 - - - - - - 3
\Pig: 26. 3 - - - riickwirtigsten - -1

Die Farbmarken stellen die entsprechenden Helligkeitsgrade dar, wobei,
um die Darstellung anschaulicher zu machen, der hellste Ton die groBte Licht-
intensitiit reprisentiert, der dunkelste die schwiichste Lichtintensitiit. Sie wurden
aus den in der Methodik der 3. Versuchsreihe beschriebenen, durch Papier-
schwirzung gewonnenen relativen Lichtintensititen durch Umkehrung dér ent-
sprechenden Werte erzielt: fiir die hchste Intensitit wurde unbelichtetes Papier,
fiir das dunkelste Kistchen der dunkelste Ton genommen, also O Min. Belich-
tung fiir die vordersten Kiistchen und 205 Min. fiir das letzte Kiistchen. Die
dazwischenliegenden wurden aus der Differenz herausgerechnet. Zum Beispiel
fiir Kiistchen Nr. 10 wird von der wirklichen Intensitit des Kistchens Nr. 11,
200, die Intensitit des Kistchens Nr. 10, 55, subtrahiert. Die Differenz 1456 er-
gibt den fiir dieses Kiistchen geltenden Ton, der auf der Intensitiitenskala der
145 Min. belichteten Abteilung entspricht.

Um nun den Farbton, wie er in den Versuchsschachteln war, darzustellen,
wurden die Marken fiir Gelb mit einer gelben Farbe iibermalt. Fiir Weil} wurde,
da das Wiesnerpapier einen briunlichgelblichen Ton hat, genan in-derselben
Weise eine Intensitiitenskala auf Celloidinpapier- (Jea), das im Platinbad 10 Min.
fixiert warde, was einen grauen bis schwarzen Ton ergab, -hergestellt und die-
Tone des Wiesnerpapiers durch die gleichen Téne des photographischen Papieres
ergetzt, indem die TYne unter einer Gelbscheibe verglichen wurden.
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Fiir den Kasten Nr. 11 (Fig. 22) wurde daes unbelichtete Wiesnerpapier
verwendet.

Belichtungszeit Belichtungszeit des Wiesnerpapiers
des Celloidinpapiers Minuten:
Minuten: berechnet Skalentidne
wei3 Nr. 11 0—1 0—1 Nr. 6 gelb
30 - 10 145 145
40 - 6 182 1856 Nr. 3
50 - 3 192 195
65 - 1 199-—200 205 Nr. 1
Tafel IX.

Photographien, die in den verschiedenen Versuchsserien verwendeten
Apparate darsteilend.

Fig. 1. 3 farbige Kasten aus der ersten Versuchsserie.

Fig. 2. Raupenbehilter fiir den Spektralversuch.

Man sieht in einer Schachtel die beiden Glaskistchenreihen, zu je 4 in einer
Reihe. Bei den oberen Kistchen ist vor die Offnung die Musselinkappe und
der Glasrost hineingepreBt. Bei der unteren sind die Musselinkappen entfernt,
damit man die Kartonabteilung in der Mitte des Kiistchens sehen kann. (Auf
der oberen Reihe liegt ein Beschwerer aus Holz, um den umgebenden weillen
Karton niederzudriicken.)

Fig.3. Die zum Intensititsskalaversuch verwendeten Apparate: a) die gelbe
Schachtel im Profil, die Kistchenreihe (6 Kiistchen) ist herausgenommen und
daneben (b) in derselben Anordnung aufgestellt. In c) sieht man — gerade mit
der Oﬁ'nung pach vorn aufgestellt — die weiBe Schachtel; man sieht innen die
Glaskistchen, in die die Raupen hineingegeben wurden.

Fig. 4. Detailfigur in griBerem MaBstabe: ein Glaskistcher mit den daraus
herausgenommenen Teilen, wie sie fiir den Spektral- und Intensititenversuch
verwendet wurden. ‘

a: das Glaskiistchen; man sieht innen die vorspringende Wand, in die die
Musselinkappe hineingepreBt wird.
b: Musselinkappe. ¢: Glasschlange. d: Glasrost.

Tafel X.

Fig. 1. Bestimmung relativer Lichitintensititen durch Papierschwiirzung,
bei der durch die Abbildung dargestellten Anordnung (verkleinerte Photographie).

Die Abbildung ist eine schematische Darstellung der Versuchsanordnung.
Der Versuchskasten ist schraffiert gezeichnet.

Der Neigungswinkel « betrigt fiir die weiSe Schachtel 4°20', fiir die gelbe 2°.

Die sechs Abteilungen der gelben Schachtel sind auf dem Schema durch
punktierte Linien angedeutet; eine Abteilung hat 7 cm. Fiir den weiBen Kasten
sind 11 Abteilungen.

Die Schachtel ist 20 em entfernt von einer weifien reflektierenden Wand,
auf die das Licht einer (als punktierter Kreis gezeichneten) 200-Kerzen-Azo-
Osram-Lampe fillt, die iiber dem Versuchskasten in einer Hiohe von 47 cm an-
gebracht ist.
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A. Die zwei oberen Reihen sind die durch Papierschwiirzung dargestellten
relativen Intensititen fiir die Schachtel mit weiller Auskleidung (Genaueres iiber
Herstellungsart siebhe Versuchsmethodik der 3. Versuchsreihe).

B. Die relativen Intensititen fiir die Schachtel mit gelber Auskleidung.

Die Ziffern tiber den Streifen sind die Nummern der den Abteilungen ent-
sprechenden Kiistchen des Intensitiitenversuches.

Die unteren Reihen von Nummern sind die relativen Intensititen der Ab-

teilungen:
A: weifl Nr.11 10 9. 8 7 6 3 1
I—1 0279% 017 0125 007 0,05 0,025 0,005
B: gelb Nr.6 5 4 3 1
I-1 0,175 0,07 0,05 0,005

Man sieht deutlich den Abfall der Intensitit. Vorn in beiden Reihenr gleiche
Schwirzung, die Enden ebenfalls gleich. Der Abfall ist bei Gelb rascher als
bei Weil3: Kiistchen Nr.5 gelb entspricht dem Kistchen Nr. 9 weil, Nr. 4 gelb
dem Nr. 7 weiB3, Nr. 3 gelb dem Nr. 6 weil3.

Fig.2. Verkleinerte Photographie der Skalen zur Bestimmung
der Lichtintensitit durch Papierschwiirzung.

(Als Lichtquelle wurde eine 200-Kerzen-Azo-Osram-Metallfadenlampe be-
nutzt, bei 30 cm Abstand.)

Die erste Reihe stellt eine Skala mit Ideal-Celloidin-Papier matt (Jea),
Fixierung 10 Min. im Platinbad, dar. Das Zeitintervall zwischen den einzelnen
Abstufungen ist 5 Min., von 5—100 Min.

Die zweite und dritte Reihe stellen eine Skala dar, bei welcher Bunsen-
Eder-(Wiesner-)Papier verwendet wurde. Fixierung 10 Min. in 200/, Fixiernatron.
Bei der zweiten Reihe sind die Intervalle 10 Min., von 25—285 Min. Die dritte
Reihe stellt die geringeren Schwiirzungen dar und zeigt Abstufungen von 5 zu
5 Min., und zwar von 0 {ganz unbelichtet) bis 60 Min.

Nachschrift.

Wihrend des darch den Krieg verzogerten Druckes der vorliegenden Ab-
handlung erschien in der Zeitschrift fiir wissenschaftliche Zoologie. Bd. CXVI.
Heft 4. 1916 eine Arbeit von BERNHARD DUREEN (Gottingen) >Uber die Wir-
kung verschiedenfarbiger Umgebung auf die Variation von Schmetterlings-
puppen. Versuche an Pieris brassicae<, welche, im gleichen Sommer wie meine
Versuche angestellt, zu ganz ihnlichen Ergebnissen gelangten, ohne jedoch
chemische Untersuchuangen zu umfassen. Ich mochte nun hinzufiigen, daB ich
wie Dr. DURKEN auch auf rotem Untergrunde einen schwach ritlichen Ton be-
merkte, wie auf Tafel VII Fig. 10 ersichtlich gemacht ist, jedoch wegen der
geringen Deutlichkeit diese Puppen nicht als eigene Farbklasse behandelt habe.



