DETERMINATION DES ZEICHNUNGSMUSTERS VON PLOIDA INTERPUNCTELLA

Actinomycin gehemmt wird. Daher wire auch mit der
Moglichkeit zu rechnen, dall das Actinomycin iiber die
Reaktion mit Chloroplasten-DNS die Chloroplasten in
ihrer Funktion oder Vermehrung etwas beeintrichtigt.

Hinsichtlich der Beziehungen zwischen morpho-
genetischen Substanzen und RNS, insbesondere In-
formations- (messenger) RNS ergibt sich folgendes:
Da aus den Versuchsergebnissen hervorgeht, daf}
Actinomycin bei Acetabularia im wesentlichen primar
am Kern angreift, kann geschlossen werden, daf} die
an anderen Objekten gewonnenen Erkenntnisse, daf}
Actinomycin die DNS-abhingige RNS-Synthese
blockiert, auch fiir Acetabularia gilt. Daraus und aus
den Transplantations-Versuchen (Versuch 7) lafit
sich folgern, dafl die DNS-abhingige RNS-Synthese
bei der Bildung der artspezifischen morphogeneti-
schen Substanzen zumindest eine wichtige Rolle
spielt. Weiterhin ist aus Puromycinversuchen, die
an anderer Stelle geschildert werden sollen, zu ent-
nehmen, daf} die im Kern synthetisierten Informa-
tionsiibertrager fiir die artspezifische Morphogenese
als solche in das Cytoplasma abgegeben werden 33.

Die Befunde der Actinomycin- und Puromycin-
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versuche zusammengenommen bilden daher eine
weitere starke Stiitze fiir die Annahme, dal} es sich
bei den im Cytoplasma aktiven, genomabhingigen,
artspezifischen morphogenetischen Substanzen der
Acetabularien um Informations- (messenger) RNS
handelt. Das entspricht der Erwartung, daf} die fir
andere Prozesse entwickelten molekulargenetischen
Vorstellungen: DNS— Informations-RNS — Protein
auch fir das Grundproblem der Morphogenese gel-
ten. Hierzu sei noch bemerkt, daf} die artspezifische
Morphogenese der Acetabularien in einer artspezifi-
schen Gestaltung der Membran besteht, was die gen-
abhingige Synthese artspezifischer Enzymsysteme
voraussetzt 2 4,

Uber die Natur der nichtartspezifischen morpho-
genetischen Substanzen und ihre Beziehungen zu
RNS lassen sich zur Zeit keine Aussagen machen, da
unsere Versuche vorldufig keinen Schluf dartiber zu-
lassen, ob ihre Bildung gleichfalls durch Actinomycin
gehemmt wird. Hieriiber sind weitere Versuche im
Gange.

Frl. A. Friese danke ich fiir sorgfaltige technische
Assistenz.

Determination des Zeichnungsmusters von Plodia interpunctella (Lepidopt.)
durch Entwidklungsverschiebung

Von Kurr BrinDpLE und Konrap ScaMIDT

Aus dem Zoologischen Institut der Universitat Tiibingen

(Z. Naturforschg. 19 b, 759—763 [1964] ; eingegangen am 6. Mirz 1964)

Deskriptive und experimentelle Untersuchungen fiihrten zur Bestdtigung einer alten Hypothese
R. Goupscamipts: Die Schuppen der Querbinden des zentralen Symmetriesystems auf dem Vorder-
fliigel von Plodia interpunctella entwickeln sich langsamer als die Untergrundschuppen der Um-
gebung. Die Modifikation des Schuppentyps ‘wird durch diese Entwicklungsverschiebung bestimmt,
die ihrerseits durch den Ausbreitungsvorgang determiniert wird.

Das Zeichnungsmuster der Schmetterlinge ist ein
schénes Objekt fiir die Untersuchung von Determi-
nationsprozessen. KinN und von EnceLnarpr! wie-
sen an Ephestia nach, dal bestimmte Elemente des
Zeichnungsmusters auf dem Fliigel wihrend einer
kurzen Phase der Puppenruhe durch einen Ausbrei-
tungsprozel} determiniert werden. Inzwischen konnte
dieser Ausbreitungsvorgang auch fiir Plodia inter-
punctella durch die Untersuchungen von Scuwarrz 2
und BrANDLE ® nachgewiesen werden.

1 A. Kénn u. M. v. ExceLuaror, Roux’ Arch. 130 [1933].
2 V. Scawarrz, Biol. Zbl. 81, 19 [1962].

Dabei ergab sich ein interessantes Problem: Der
Ausbreitungsprozef, der die Lage der Schuppen-
typen auf dem Fligel festlegt, lduft schon frith im
Fligelepithel ab. Nach seiner Beendigung folgen
aber noch eine, sehr wahrscheinlich sogar zwei dif-
ferentielle Teilungen, die die Schuppenstammzellen
in Schuppenbildungszellen und Balgbildungszellen
aufteilen. Nicht die Schuppenbildungszellen, sondern
die Schuppenstammzellen werden also durch den
Ausbreitungsvorgang determiniert.

3 K. Brinpre, Die BeeinfluBbarkeit der Fliigelmusterdetermi-
nation bei Plodia interpunctella wihrend und nach der Aus-
breitungsphase. Zool. Jb., im Druck.
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Unsere Frage lautet: Wie wird der Determina-
tionszustand an die auswachsende Schuppe tiiber-
mittelt?

Den ersten Anhaltspunkt zur Beantwortung die-
ser Frage bietet die Beobachtung der Ausfirbung
des Flugelmusters. Um die Ausfiarbungsvorginge
verstehen zu konnen, miissen wir uns zunachst das
fertige Zeichnungsmuster wenigstens in groben Zi-
gen vor Augen fithren (vgl. Abb.1). Es wird bei
Plodia von zwei Deckschuppentypen gebildet, den
Untergrundschuppen und den Bindenschuppen.
Diese Schuppen bilden nach Scuwarrz* vier ver-
schiedene Zeichnungssysteme aus. In unserem Zu-
sammenhang interessieren nur:

1. Das Querbindensystem: Es umfafit alle von Bin-
denschuppen bestandenen Areale, also vor allem
die proximale und distale Binde des zentralen
Symmetriesystems. Die Bindenschuppen sind
schon bei Binokularvergroflerung sehr gut er-
kennbar, da ihre Spitzen nach unten gekrimmt
sind, weshalb sie bei entsprechendem Lichteinfall
durch Reflexion aufleuchten.

2. Das Farbsystem: Es unterteilt die Fliigelfliche in
ein distales, von roten bzw. gelben Untergrund-
schuppen bestandenes Farbfeld, und eine Proxi-
malfldche, die weil} bleibt.

Wir betrachten hier nur die Ausfdarbung beim
Wildstamm, der rote Untergrundschuppen und
schwarze Bindenschuppen tragt. Das Fligelepithel,

Abb. 1. a) Photographie eines Normalfliigels von Plodia inter-

punctella, b) schematische Darstellung der fiir diese Arbeit

wichtigen Teile des Zeichnungsmusters. D = Distalbinde,
P = Proximalbinde.

4 V. Scuwartz, Z. ind. Abst. u. Vererbgsl. 85, 51 [1953].

K. BRANDLE UND K. SCHMIDT

das zunichst der Fligelscheide eng anliegt, beginnt
sich etwa einen Tag nach der Verpuppung (30 °C)
abzuheben und gibt in den entstehenden Hohlraum
die Exuvialfliissigkeit ab. In diesen Hohlraum wach-
sen die Schuppen ein. 115 — 130 Stdn. nach der Ver-
puppung wird die Exuvialflissigkeit eingesogen; die
Schuppen bleiben weiterhin weich und mit Lymphe
angefiillt. Zur gleichen Zeit beginnen sich die Schup-
pen gelb auszufarben. Schon zu diesem Zeitpunkt
lassen sich die Orte, an welchen spiter die schwarzen
Bindenschuppen stehen, an herauspréparierten, ge-
trockneten Fligeln gut erkennen. Im durchfallenden
Licht werden die Binden als helle Streifen sichtbar,
wie ein in Papier eingepriagtes Wasserzeichen. Die-
ses sog. Reliefstadium, das erstmals von GoLp-
scuMIDT 7 an dem Saturniiden Samia cecropia beob-
achtet wurde, kommt zustande, weil die Untergrund-
schuppen sehr schnell trocknen und sich dabei schrag
aufrichten. Die Bindenschuppen dagegen trocknen
langsam und verkleben miteinander. Am 6. Tag
wird das rote Pigment des Untergrundes sichtbar,
wihrend die Binden hellgelb ausgespart bleiben
(Abb. 2). Erst 10 — 12 Stdn. nach der Rotfarbung
farben sich auch die Bindenschuppen aus. Sie wer-
den sofort schwarz.

b p

Abb. 2. Ausfirbungszustand eines 6 Tage alten Fliigels des

Wildstammes. = rot ausgefdarbte Schuppen, ++ =

schwarz ausgefirbte Schuppen, D und P = Orte der Distal-
und Proximalbinde.

Auf der Beobachtung des Reliefstadiums basiert
GovLpscumipts Hypothese einer Determination der
Fligelmuster durch Entwicklungsverschiebung. Ob
die schneller trocknenden und sich eher ausfirben-
den Untergrundschuppen tatséchlich vor den Binden-
schuppen einen Entwicklungsvorsprung haben, wie
GorpscumIpT annimmt, konnten am ehesten elektro-
nenmikroskopische Untersuchungen erweisen.

5 R. Goupscammot, Arch. Entw. mechan. 47, 1 [1921]; Arch.
mikroskop. Anat. u. Entw. mechan. 98, 292 [1923].
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Sowohl Querschnitte als auch Totalaufnahmen
zeigten, da} die Bindenschuppen besonders an der
Spitze in ihrem Bau von den Untergrundschuppen
abweichen (Abb. 3 *). Die Poren, die die Schuppen-
oberseiten-Lamelle durchbrechen, sind bei Binden-
schuppen an der Spitze hochstens halb so grof wie
bei den Untergrundschuppen; auflerdem liegen oft
mehrere Locher nebeneinander in einem Zwischen-
raum zwischen zwei Langsrippen, was bei Unter-
grundschuppen nie vorkommt. An Querschnitten
sieht man, daB die Oberseitenlamelle zwischen den
im Vergleich zur Untergrundschuppen-Spitze schma-
leren und niederen Rippen ganz flach ausgespannt
ist, im Gegensatz zu der wie ein Wellblech kon-
struierten Untergrundschuppen-Spitze.

Auf Grund dieser iiberraschend groflen Unter-
schiede zwischen Bindenschuppen und Untergrund-
schuppen kann schon an verhiltnismafig jungen,
unfertigen Schuppen eindeutig festgestellt werden,
ob es sich um spitere Binden- oder Untergrund-
schuppen handelt. Dabei stellte sich heraus, daBl die
Untergrundschuppen von 6 —6!/2 Tage alten Fli-
geln, die schon rot ausgefarbt sind, deren Binden-
schuppen aber noch hell sind, schon ihre endgiiltige
Struktur aufweisen. Die Locher sind durchgebro-
chen *, und die Stiitzpfeiler zwischen Oberseiten-
und Unterseitenlamelle fertig ausgeformt. Die Bin-
denschuppen sind in ihrer Entwicklung noch zu-
riick; die ersten Locher sind gerade durchgebrochen,
die Stiitzpfeiler noch wenig entwickelt (Abb. 4).
Dal} hdufig zwei und mehr Lécher bzw. Lochanlagen
in einem Zwischenraum stehen, weist die abgebildete
Schuppe sicher als Bindenschuppe aus. Prapariert
man Schuppen des Reliefstadiums (also aus 4!/2 bis
5 Tage alten Puppen), so findet man im Unter-
grundbereich Schuppen, deren Locher schon alle
durchgebrochen sind. In den prasumptiven Binden
stehen dagegen solche, deren Schuppenspitzen noch
vollig ohne Lochanlagen sind, wiahrend in der Mitte
die Locher angelegt und teilweise schon durchgebro-
chen sind. Bei diesen diirfte es sich mit groler Wahr-
scheinlichkeit um Bindenschuppen handeln.

Diese morphologischen Befunde sprechen sehr fiir
Govrpscumipts Hypothese; in unserem Falle, fiir eine
Determination der Bindenschuppen durch Entwick-
lungsverzogerung.

* Abb. 3 u. 4 s. Tafel S. 762a u. b.
* Die Locher entstehen durch Auflosung des Oberseiten-
lamellenchitins an den betreffenden Stellen.
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Wann tritt diese Entwicklungsverschiebung zum
ersten Male auf? Ist sie Ursache fiir die Schuppen-
differenzierung oder nur eine Nebenerscheinung?
Dartiber soll eine Analyse der Zellteilungsvorginge
Aufschlufl geben.

Schon KonLer ¢ und Braun7 hatten unter diesem
Gesichtspunkt die Mitosentatigkeit auf dem Puppen-
fligel von Ephestia kiihniella wahrend der Entwick-
lung untersucht. Sie fanden eine Haufung von Zell-
teilungen an den prasumptiven Bindenorten. Braun
stellte nach Abschlufl der Mitosenperiode in diesen
Fliigelarealen eine hohere Zelldichte der Schuppen-
bildungszellen und der Epithelzellen fest, die die
hohere Zellteilungsrate erklarte. Eine Entwicklungs-
verschiebung der Mitosentatigkeit fand er jedoch
nicht.

Im Gegensatz zu Braun konnten wir bei Plodia
interpunctella nach Ablauf der Zellteilungsperiode
keine Erhohung der Zelldichte an den spiteren Bin-
denorten feststellen.

Nun untersuchten wir die Mitosentatigkeit wah-
rend der Puppenentwicklung. Dazu wurden die
fixierten Fligel aus der Exuvie herausprapariert
und mit Feul gen-Reagens gefarbt. Leider gelang
das erst bei 50 Stdn. (19 °C) alten Tieren, d.h. am
Ende der Ausbreitungsphase, da die Fliigel vorher
noch fest mit der Exuvie verwachsen sind. Jede
Mitose wurde als Punkt auf Millimeterpapier her-
ausgezeichnet.

Die Gesamtzahlen der Mitosen auf der Fligel-
oberseite wechseln stark. Bis 60 Stdn. nach der Ver-
puppung (19 °C) nehmen sie ab; danach steigen
sie wieder an und erreichen 80 Stdn. nach der Ver-
puppung ein Maximum. Spéter verringert sich die
Zahl der Zellteilungen wieder, um etwa 110 Stdn.
nach der Verpuppung zu versiegen. Bei dem Mi-
:osenmaximum 80 Stdn. nach der Verpuppung han-
delt es sich um die letzte differentielle Teilung, die
die Schuppenstammzellen zweiter Ordnung in eine
Schuppenbildungszelle und eine Balgbildungszelle
aufteilt.

Dabei lie} sich zeigen, da} das Mitosenmaximum
dieser differentiellen Teilung nicht an allen Stellen
gleichzeitig auftritt, sondern von der Fliigelspitze
zur Fliigelbasis wandert. Braun fand diese Mitosen-
wellen bei Ephestia auch, nur laufen sie dort von
proximal nach distal.

6 W. KouLer, Z. Morph. Okol. Tiere 24, 582 [1932].
7 W. Brauyn, Roux’ Arch. 135, 494 [1936].
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Abb. 5. Idealisierte Mitosenverteilung auf der Fliigelober-
seite. a—c) Normalfliigel, d —f) Fliigel mit UV-Léangsdefekt,
b) und e) Schema der Mitosenverteilung vor dem allgemeinen
Mitosenmaximum, c¢) und f) Schema der Mitosenverteilung

Wie verhilt sich nun die-Mitosenverteilung der
prasumptiven Bindenbezirke zu der der ibrigen
Fligelareale?

Vor dem allgemeinen Mitosenmaximum der letz-
ten differentiellen Teilung, d.h. zwischen 60 und
80 Stdn. nach der Verpuppung, ist die Anzahl der
Zellteilungen in den Bindenbezirken stets vermin-
dert gegeniiber anderen Bezirken der Fligelober-
fliche. Die Binden heben sich in der Abbildung als
helle Streifen ab (Abb.5b). Eine Verminderung
der Mitosen in den Bindenarealen war aber bei
Ephestia noch nie beobachtet worden.

Zwischen 80 und 100 Stdn. nach der Verpuppung,
also nach Ablauf des allgemeinen Mitosenmaximums,
kehrt sich die Mitosenverteilung um. Die Anzahl der
Zellteilungen ist jetzt an den Bindeorten hoher als
in den tbrigen Bezirken; die Binden erscheinen in
der Abbildung als dunkle Streifen (Abb.5c).

Scuwartz hatte gefunden, dal} sich das Binden-
muster modifizieren laflt, wenn man einen UV-
Langsdefekt auf der Fliigeloberseite anbringt. Unter-
suchten wir derart behandelte Fliigel, so folgten die
ortlichen Maxima und Minima der verdnderten An-
ordnung der Binden (Abb.5d—f).

Das Maximum der letzten differentiellen Teilung
tritt also in den Bindenbezirken spiter auf!

Die aus den Mitosenverteilungen abgeleitete Ent-
wicklungsverzogerung der Bindenschuppen-Bildungs-
zellen schon zu diesem frithen Zeitpunkt lief sich
durch radioaktive Bestrahlung am Ende der letzten

8 H.-J. Poncey, Biol. Zbl. 72, 577 [1953].

e f

nach dem allgemeinen Mitosenmaximum. Jeder Punkt stellt
eine Mitose dar. Der unpunktierte Streifen der Abbildungen
e und f gibt die Lage des UV-Langsdefektes an.

differentiellen Zellteilung gut belegen. PonLey 8
stellte an Ephestia fest, dai die Empfindlichkeit der
Fligelzellen gegen Rontgenstrahlen nach der letzten
differentiellen Teilung erlischt.

Bestrahlten wir Puppen zum betreffenden Zeit-
punkt, so lief} sich ein bevorzugter Schuppenausfall
im Bereich der Binden durch Balgzdhlungen nach-
weisen. Fir vier Fliigel einer Bestrahlungsgruppe
ergab sich:

Mittelwerte der Balgzahlen der Versuchsfligel:

An der Proximalbinde 28% niedriger als bei den
Kontrollfligeln. An der Distalbinde 9% niedriger
als bei den Kontrollfligeln.

Im Zentralfeld, wo hochstens ganz vereinzelt Bin-
denschuppen stehen, war die Schuppenzahl auf den
bestrahlten Fliigeln nur 4% niedriger als auf den
Kontrollfligeln. Die Bindenbezirke sind gegen
radioaktive Bestrahlung ldnger empfindlich, weil
hier die Mitosentitigkeit langere Zeit andauert.

Ist diese beobachtete Entwicklungsverzogerung
der Bindenbezirke die Ursache fiir die Determina-
tion zu Bindenschuppen, so miifite ein chemischer
Eingriff in die Mitosentatigkeit die Ausbildung des
normalen Musters storen.

Zur Untersuchung wurden die Substanzen in In-
sekten-Ringer gelost und in die Spitze der Flu-
gelscheide injiziert. Zum Zeitpunkt der Injektion
waren die Puppen 60 Stdn. alt (19 °C). Die tempe-
ratursensiblen Perioden sind zu dieser Zeit voriiber.

Behandelten wir die Fligel mit Colchizin, so
unterblieb die Schuppenbildung, da die differentiel-
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Abb. 3 a. Abb. 3 b.

Abb. 3 c.

Abb. 3 d.

Zeitschrift fiir Naturforschung 19 b, Seite 762 a.



Abb. 4 a.

Abb. 4 b.
Abb. 3. a) Untergrundschuppe, Spitze; b) Bindenschuppe, Abb. 4. Wildstamm: 6'/2 Tage nach der Verpuppung. Beide
Spitze; c¢) Untergrundschuppe, Spitze quer; d) Binden- Schuppen stammen vom gleichen Fliigel! a) Untergrund-
schuppe, Spitze quer. Vergrolerung jeweils 12 800-fach. schuppe, Spitze: b) Bindenschuppe, Spitze. Vergroflerung je-

weils 11 000-fach.

Zeitschrift fiir Naturforschung 19 b, Seite 762 b.
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len Teilungen unterdriickt worden waren. Daher
vermochte dieser Versuch nichts iiber eine mogliche
Anderung der Schuppendetermination auszusagen.

Gute Ergebnisse erzielten wir mit der Injektion
von Kinetin (Furfuryl-amino-purin). Kinetin be-
schleunigt in Konzentrationen von 1:107* bis
1103 mg/cm? die Zellteilungen bei Pflanzen.

In der Nahe der Injektionsstelle fehlten die Bin-
den vollig; etwas weiter entfernt waren sie ver-
schmilert. Ein Vergleich der Schuppenzahl des Ver-
suchsfliigels mit der des Kontrollfliigels zeigte je-
doch, daB der Versuchsfliigel seine volle Schuppen-
zahl besaB. Die Bindenschuppen muBlten also zu
Untergrundschuppen umdeterminiert worden sein.
Das 1aBt darauf schlieBen, daB das Kinetin auch bei
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diesem Objekt die Teilungsbereitschaft erhoht, wo-
durch die Entwicklungsverzogerung der prisump-
tiven Bindenschuppen aufgehoben wird.

Fligel, die nach Ablauf der Mitosenperiode mit
Kinetin behandelt wurden, zeigten keine Reaktion
mehr.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung lassen kaum
daran zweifeln, dal das Entwicklungstempo die Mo-
difikation des Schuppentyps bestimmt!

Diese Ergebnisse sind unseren von Prof. Dr. V.
Scawartz angeregten Dissertationen ! entnommen.

9 K. Scumipt, Untersuchungen zur Determination der Schup-
penform und Schuppenfarbe auf dem Vorderfliigel von
Plodia interpunctella. Zool. Jb., im Druck.

Zur Beurteilung der Kaliumpermanganat-Fixierung von Chloroplasten

Von Ricaarp Berzorn und WriLeELM MENKE

Aus dem Botanischen Institut der Universitit Koln

(Z. Naturforschg. 19 b, 763—765 [1964] ; eingegangen am 8. April 1964)

After fixation with a solution of OsO, the volume of chloroplasts from Elodea densa decreases
considerably during dehydration and embedding in methacrylate. In contrast to this, KMnO, fixation
causes a great increase in volume. In both cases changes of volume are anisotropic. Attempts to
prevent the increase of volume following KMnO, fixation were unsuccessful, although osmotic effects

participate in the swelling of the chloroplasts.

Wenn man griine Gewebe, die mit Osmium-
tetroxyd fixiert wurden, entwéssert und in Methacry-
lat einbettet, nimmt das Volumen der Chloroplasten
ab 1. Bei Elodea densa betrug die Verkleinerung des
Chloroplasten-Volumens 49 Prozent. Diese Volu-
menabnahme war anisotrop. Wahrend die Dicke der
Chloroplasten um 43% abnahm, betrug die Verklei-
nerung ihres Durchmessers nur 7 Prozent. Die Vo-
lumenabnahme der Chloroplasten erfolgte nicht beim
Fixieren und Wassern, sondern beim Entwissern
und Einbetten.

Wenn man demgegeniiber nach Lurr? mit 2%
Kaliumpermanganat in dest. Wasser fixiert, tritt
eine VergroBerung des Chloroplasten-Volumens ein.
Bei Elodea densa nahm bei der Fixierung die Dicke
der Chloroplasten im Mittel um 32 bis 48%, der

1"'W. Men~ke, Z. Naturforschg. 12 b, 654 [1957].

2 J. A. Lurr, J. biophysic. biochem. Cytol. 2, 799 [1956].

3 Das Wissern, Entwéssern und Einbetten wurde entspre-
chend den frilheren Angaben! vorgenommen. Die Zeiten
wurden wie bei der Herstellung elektronenmikroskopischer
Préaparate gewahlt: Fixieren 2 Stdn., Wassern 6 Stdn., Ent-

Durchmesser um 12 bis 24% zu. Die entsprechende
VergroBerung des Volumens betrug 69 bis 125 Pro-
Beim anschlieBenden Wassern und Entwas-
sern? der fixierten Blattchen nahm das Chloro-
plasten-Volumen etwas ab. Beim Einbetten in Meth-
acrylat erfolgte wieder eine mehr oder weniger
starke Volumenzunahme. Nach dem Erstarren des
Methacrylats hatte die Chloroplastendicke um 32 bis
67%, der Chloroplasten-Durchmesser um 8 bis 21%
und das Chloroplasten-Volumen um 57 bis 140%
gegeniiber den Chloroplasten lebender Zellen zuge-
nommen. Auch nach Fixierung mit Kaliumperman-
ganat ist die Volumendnderung der Chloroplasten
also anisotrop; wihrend die mit Osmiumtetroxyd
fixierten Chloroplasten aber kleiner sind als die
Chloroplasten in lebenden Zellen, sind die Chloro-

zent.

wissern iiber Nacht. Die Messungen wurden an Zeichnun-
gen vorgenommen, die mit Hilfe eines A b b e schen Zeichen-
apparates hergestellt worden waren; und zwar wurde die
Dicke von Chloroplasten in Profilstellung und ihre Fldache
in Frontalstellung bestimmt. Untersucht wurden Chloro-
plasten in Zellen der mittleren Region der Blattunterseite.
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Abb. 1. GroBendnderungen von Chloroplasten in Profilstel-
lung bei Fixierung mit 1-proz. Osmiumtetroxyd- und 2-proz.
Kaliumpermanganat-Lisung. Einbettung in Methacrylat.

plasten in Geweben, die mit Kaliumpermanganat
fixiert wurden, betrdchtlich groBer als im Leben
(Abb. 1). Diese GroBendnderungen sind bei der
Beurteilung elektronenmikroskopischer Aufnahmen
zu beachten. Eine Beriicksichtigung der Volumen-
effekte wird jedoch dadurch erschwert, daB zwischen
einzelnen Versuchsreihen in quantitativer Hinsicht
betriachtliche Unterschiede bestehen. Tab. 1 enthilt
MefBergebnisse von drei Versuchsreihen. Die mittlere
Chloroplastengrofle in den Blattern, die zu diesen
Versuchen verwendet wurden, war recht verschieden.
Die Messungen von Versuchsreihe 1 wurden im
Frihjahr, von Reihe 2 im Sommer und von Reihe 3
im Herbst vorgenommen. Die Chloroplasten waren
im Friihjahr kleiner als im Sommer und im Sommer
kleiner als im Herbst. Es ist merkwiirdig, daf das
Chloroplasten-Volumen relativ um so mehr zunahm,
je kleiner die Chloroplasten waren.

UND W. MENKE

In einer weiteren Versuchsreihe wurden die Blat-
ter in 5-proz. Kaliumpermanganat-Losung fixiert.
Die GroBenzunahme war innerhalb der Fehlergren-
zen dieselbe wie bei der Kontrolle, die mit 2-proz.
Losung fixiert wurde. Auch bei Verwendung einer
2-proz. Losung in Veranolacetatpuffer vom py-Wert
7,2 wurde die Grofenzunahme nicht beeinflufft. Fi-
xierte man jedoch mit isotonischer * Kaliumperman-
ganat-Losung, so war die Volumenzunahme bei der
Fixierung nur etwa halb so grof§ wie bei Fixierung
in der hypotonischen Losung. Durch den Salzzusatz
wird nur die Dickenzunahme, nicht aber die Vergro-
Berung des Durchmessers beeinflufit. Beim Einbetten
in Methacrylat erfolgte jedoch in Blattern, die in iso-

#3

60 % %

= b
: %

Chloroplastenvolumen
8
|
X

20+

104

- lebend
- fixiert
- gewéssert
- entwéssert
I eingebefiet

Abb. 2. Anderungen des Chloroplasten-Volumens bei Fixie-

rung und Einbettung. Angegeben sind die Mittelwerte mit

ihren dreifachen Streuungen. o fixiert in 2-proz. KMnO,-
Losung ohne Salzzusatz, @ mit Salzzusatz.

fixiert in entwissert eingebettet
Nr. n lebend 2-proz. gewissert in 100-proz. | . -
| KMnOy4 Athanol | in Methacrylat
| ) S | ———
1 150 1,94 0,02 | 285+ 003 2,94 + 0,03 2,83 10,03 | 3,24 1+ 0,03
Dicke [1] 2 300 213 +0,02 | 3,15+ 0,02 3,11 &+ 0,02 2,86 + 0,02 3,34 & 0,02
3 300 2,23 10,01 2,95 + 0,02 2,94 £ 0,02 2,89 + 0,02 2,94 + 0,02
Durch 1 90 3,84 + 0,04 4,76 -+ 0,06 4,52 + 0,06 4,42 + 0,06 4,63 -+ 0,06
ureh- 2 300 5,19+ 0,04 5,89 & 0,04 5,81 &+ 0,04 5,59 + 0,04 5,68 + 0,04
messer (4] 3 300 6,01 -+ 0,05 6,75 + 0,05 6,61 + 0,05 6,52 + 0,05 6,49 + 0,05
1 15,0 + 0,4 33,8 -+ 0,9 31,5 + 0,9 20,0 + 0,9 36 +1
Volumen [13] 2 300 0,5 | 57,1 = 0,9 54,9 + 0,8 46,9 + 0,7 56,6 - 0,9
3 21307 | 7 1 | 671 X1 64 +1 66 + 1

Tab. 1. GroBendnderungen von Elodea-Chloroplasten bei Fixierung und Einbettung. n = Zahl der gemessenen Chloroplasten.
Die Angaben sind Mittelwerte mit ihren einfachen Streuungen. Die mittleren Durchmesser wurden aus den Flachen berechnet.

4 E. H. Mercer u. M. S. C. Birseck, Electron Microscopy, Ox ford 1961, S. 53.
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tonischer Losung fixiert wurden, eine stirkere Vo-
lumenzunahme als nach Fixierung in hypotonischer
Losung, so daB nach Erstarren des Methacrylats
kein Einflu} des Salzzusatzes mehr festzustellen war
(Abb. 2).

Wenn man Blattchen von Elodea densa eine be-
stimmte Anzahl von Sek. in 2-proz. Kaliumperman-
ganat-Losung eintauchte, sie anschlieend sofort mit
dest. Wasser abspiilte und mikroskopierte, so beob-
achtete man als erste Wirkung des Kaliumpermanga-
nats eine Sistierung der Plasmastromung. Nach einer
Fixierung von 20 Sek. waren die Zellen nicht mehr
mit Rohrzuckerlosung zu plasmolysieren. Die Chloro-
plasten zeigten noch keine Volumenvergroflerung.
Nach 25 Sek. konnte auch keine Tonoplastenplasmo-
lyse mehr erreicht werden. Zu diesem Zeitpunkt
waren die Chloroplasten schon betrachtlich ange-
schwollen. Diese Schwellung konnte jedoch durch
Zusatz von Rohrzuckerlosung wieder riickgangig ge-
macht werden. Nach 30 Sek. begann die Verfarbung
des Zellinhaltes; die Semipermeabilitat der Chloro-
plasten war aufgehoben. Nach 40 Sek. waren die
Chloroplasten braun gefdarbt und die schnelle Zu-
nahme des Chloroplasten-Volumens war beendet. Im
weiteren Verlauf der Fixierung nahm die Chloro-
plastengrofle nur noch langsam zu. Die schnelle Vo-
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lumenzunahme konnte bei Fixierung mit isotonischer
Kaliumpermanganat-Losung nicht beobachtet wer-
den. Wie die quantitativen Messungen jedoch erga-
ben (Abb. 2), ist nach zweistiindiger Fixierung eine
deutliche Volumenzunahme eingetreten.

Durch diese Versuche wurde also gezeigt, dal}
osmotische Effekte zwar bei der Volumenzunahme
der Chloroplasten eine Rolle spielen, daf} sie aber
nicht zur Erkldrung der Volumenzunahme ausrei-
chen. Ferner ist zu beachten, dafl schon vor der
eigentlichen Fixierung eine Volumenzunahme ein-
tritt, die zu Veranderungen der Chloroplastenstruk-
tur fiihren kann. So sind frither beschriebene Unter-
brechungen der Plastidenmembran 5 wahrscheinlich
auf ZerreiBungen infolge der Volumenzunahme zu-
riickzufiihren. Leider 1aft sich durch lichtmikrosko-
pische Untersuchungen nicht feststellen, in welchem
AusmaB die Volumenanderungen der Chloroplasten
auf Verdnderungen des Lamellarsystems und der
Matrix zuriickzufithren sind.

Wir danken der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft fiir die Unterstiitzung dieser Ar-
beiten.

5 W. Mexke, Z. Naturforschg. 15 b, 479 [1960].



