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EFFECT OF INHIBITORS OF DNA-, RNA-, AND PROTEIN
SYNTHESIS ON GROWTH AND ANTHERIDIUM FORMATION
IN ANEMIA PHYLLITIDIS

Summary. A number of inhibitors of DNA-, RNA-, and protein synthesis were
applied to prothallia of Anemia phyllitidis, and their effects were investigated with
regard to cell division and inhibition of antheridium formation (after induction by
gibberellin A;). All compounds tested cause a significant inhibition of growth
accompanied by teratologies typical for each inhibitor. Only 5-bromouracil proved
to be inactive, even at a concentration of 8 X 104 m.

None of the inhibitors blocked the induction of the biplanar growth form in
continuous light.

With the exception of 5-bromodeoxyuridine and 5-iododeoxyuridine all the
antimetabolites investigated cause a significant lag in antheridium formation. The
result of an analysis of this inhibition on the basis of the “‘critical cell number,,
(ScaErAUDOLF, 1966a) demonstrates that this time lag is clearly a direct conse-
quence of the retardation of cell division caused by the inhibitors. There is no
inhibition of the induction process proper. So therefore it appears highly improb-
able that antheridium induction in Anemia by gibberellins is based on a specific
gene activation in the sense of Jacos and MonNoOD.

The results presented in this paper demonstrate that the production of a time
lag in the realisation of a process of differentiation or morphogenesis is not sufficient
evidence to permit definite conclusions to be drawn about the basic mechanism of
induction; the effect of inhibition of cell division caused by the inhibitors must
be excluded or at least taken in to account.

The possible function of gibberellins as “‘realisators” of already present but
inactive m-RNA is discussed.

5-Bromo- and 5-iododeoxyuridine do not cause a time lag in antheridium
formation; both inhibitors, however, cause a deformation of the cell pattern of
the antheridia. The degree of this deformation depends on inhibitor concentration
as well as on exposure time. Probably a competition exists between these halogen-
substituted pyrimidines and thymidine for incorporation into DNA.

Einleitung
Bei allen Vertretern der Schizaeaceae konnen die fiur die Auslosung
der Antheridienbildung verantwortlichen, hormonalen Komponenten
(Antheridogene: PriNgLE, 1961; Antheridiogene: NaEr, 1966) durch
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Gibberelline vollkommen ersetzt werden (ScuraUDOLF, 1962, 1964,
1966a und b). Eine quantitative Analyse der Auslésung der Bildung
ménnlicher Sexualorgane am Farnprothallium durch diese Phytohormon-
gruppe ergab den Nachweis einer strengen Korrelation zwischen der je-
weils applizierten Gibberellinkonzentration und dem physiologischen
Alter der Prothallien im Zeitpunkt der Anlage des ersten Gametangiums.
Die Wechselbeziehung konnte in Form einer , kritischen Zellzahl* defi-
niert werden. Dieser Kennwert ist bei gegebener Phytohormonkonzen-
tration und Konstanz der Kulturbedingungen unabhéngig von der Steil-
heit der Wachstumskurven (ScHRAUDOLF, 1966a).

Durch diese Unabhéngigkeit der kritischen Zellzahl von der jeweili-
gen Zellteilungsrate wird eine Unterscheidung innerhalb experimentell
ausgel6ster Hemmungen der Antheridienbildung moglich. Zeitliche Ver-
zogerungen der Antheridienbildung, die unspezifisch oder ausschlieflich
auf Teilungshemmungen zurtickzufithren sind, kénnen von solchen
unterschieden werden, deren Ursache im Determinationsprozel selbst
liegt.

Seit der Formulierung ihrer Vorstellungen iiber die Steuerung der
Protein- bzw. Enzymsynthese durch JacoB und MoxnoD ist in einer
stindig zunchmenden Zahl von Untersuchungen und an einem breiten
Spektrum von Objekten versucht worden, auch die hormonal gesteuer-
ten Differenzierungs- und Morphogeneseprozesse auf der Basis einer
Aktivierung spezifischer Gene zu interpretieren (zuerst bei KARLSON,
1962). Inzwischen liegen auch fiir eine Reihe pflanzlicher Objekte Hin-
weise darauf vor, daBl der Steuerung von Morphogenese oder Differen-
zierung durch Phytohormone derartige Prozesse zugrunde liegen kénnen
(vay OVERBEEK, 1966). Da die Moglichkeit zur Unterscheidung einer
cytostatischen und morphogenetischen Aktivitét von Inhibitoren bei der
Auslosung der Antheridienbildung am Anemia-Prothallium gegeben ist,
schien es uns interessant, durch Applikation eines breiten Spektrums von
Hemmstoffen der Protein-, DNS- und RNS-Synthese zu tiberpriifen, ob
Gibberelline und mit ihnen die nativen Antheridogene als echte Induk-
toren bzw. Derepressoren dieses Morphogeneseprozesses betrachtet wer-
den diirfen. Dies um so mehr, da einerseits eine Reihe photomorpho-
genetisch gesteuerter Entwicklungsprozesse am Farngametophyten auf
der Basis einer Genaktivierung erklirt wird (Lit. s. MoHR, 1965), zum
andern, da fiir Gibberelline selbst eine echte Induktor- bzw. Derepressor-
wirkung bei der Amylasesynthese nachgewiesen werden konnte (VARNER
and Ravm CHANDRA, 1964).

Material und Methoden
Allgemeiner Versuchsansatz, Lichtbedingungen und Auswertung sind an
anderer Stelle ausfiihrlich beschrieben (ScERAUDOLF, 1966a). Abidnderungen sind
bei den einzelnen Versuchen vermerkt.
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Soweit nicht anders angefithrt, wurden simtliche Hemmstoffe schon dem
Keimmedium zugesetzt. Im Falle des photolabilen Actinomycin D ist die Néhr-
l6sung iber die ganze Versuchsdauer im Abstand von 24 Std gewechselt worden.

Von allen Hemmstoffbehandlungen wurden Wachstumskurven mit und ohne
Gibberellinapplikation entsprechend Abb. 1 aufgenommen. Die Ergebnisse werden
jedoch meist in Tabellen wiedergegeben.

Kennwerte fiir die Beeinflussung der Antheridienbildung sind die bis zur An-
lage von Antheridien in 50% der Prothallien benétigte Zeit in Tagen und die je-
weiligen kritischen Zellzahlen. Diese werden ermittelt, wenn 50% der Protallien-
population Antheridien angelegt oder ausgebildet haben. Sie entspricht der mitt-
leren Zellzahl der Prothallien, die zu diesem Zeitpunkt das erste Antheridium an-
legen (Einzelheiten: ScarAUDOLF, 19664a).

Die jeweilige Beeinflussung des Teilungswachstums wird durch die mittleren
Zellzahlen wiedergegeben. Die Bestimmung der Beeinflussung des Teilungswachs-
tums erfolgte immer in gibberellinfreien Parallelansitzen, da Gibberelline selbst
eine signifikante Wirkung auf die Teilungsrate ausiiben (ScHRAUDOLF, 1966a).

Um die unterschiedliche Empfindlichkeit der einzelnen Sporenpopulationen
auszugleichen, wurde in Vorversuchen jeweils die Gibberellinkonzentration be-
stimmt, die zu kritischen Zellzahlen zwischen 10 und 15 fithrt. Dieser Zellzahlbe-
reich hat den Vorteil, daf bei noch geringer Streuung und relativ kurzer Zeitdauer
bis zum Einsetzen der Antheridienbildung, die Zellzahl doch hoch genug ist,
eventuelle Verschiebungen mit genligender Genauigkeit zu erfassen. Die dazu je-
weils bendtigte Gibberellinkonzentration ist in den Legenden vermerkt. In den
Tabellen angegeben sind die jeweiligen mittleren Fehler der Mittelwerte. Fiir die
Berechnung der mittleren Zellzahl wurden mindestens 100 Prothallien ausgezihlt,
zur Bestimmung der kritischen Zellzahl mindestens 30 Prothallien, die der Defini-
tion der kritischen Zellzahl (ScHRAUDOLF, 1966a) entsprachen.

Die Bestimmung der Liangen: Breitenverhéltnisse erfolgte an jeweils 100 drei-
zelligen Prothallien. Gemessen wurde die Lidnge von der Protonemspitze bis zur
Sporenaustrittstelle und die gréfte Breite der mittleren Zelle in Mikrometerein-
heiten am ungeférbten Préparat.

Der mittlere Fehler des Quotienten Linge:Breite (L/B) wurde nach dem
GauBschen Fehlerfortpflanzungsgesetz ermittelt nach:

R

Zwei Werte von Q konnen als signifikant verschieden angenommen werden,
wenn die Differenz groBer als 3 my ist. Dabei gilt

mg = Vg% + g2

Chemikalien. Bei der benutzten Gibberellinsiure handelt es sich um ein Pri-
parat der Firma Fluka, Buchs.

5-Joddesoxyuridin, 6-Mercaptopurin und 6-Thioguanin stellte uns freundlicher-
weise die Firma Zellstoff-Waldhof, Mannheim-Waldhof, zur Verfiigung. Actinomy-
c¢in-D wurde uns durch die Firma Merck-Sharp und Dohme, Rahway N.J., iiber-
lassen.

Die anderen Hemmstoffe waren p.a. bzw. puriss. Substanzen verschiedener
Handelsfirmen.

Verwendete Abkiirzungen. Gibb = Gibberellin, IES = g-Indolylessigsiiure
RNS = Ribonucleinsiure, DNS = Desoxyribonucleinsiure.
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Ergebnisse
Proteinantimetaboliten

Die Wirkung steigender Chloramphenicol-Konzentrationen auf das
Teilungswachstum von 4Anemia-Prothallien mit und ohne gleichzeitigen
Zusatz von Gibberellin A, zeigen Abb. 1 und Tabelle 1.
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Abb. 1a u. b. Wirkung steigender Konzentrationen von Chloramphenicol auf das Teilungswachstum.
a Salzkontrolle; b mit Zusatz von Gibb A; (5 X 1076 g/ml). 25 + 0,2° C. DauerweiBlicht. Abszisse:
Zeit in Tagen; Ordinate: mittlere Zellzahl

Zusatz von Chloramphenicol zum Keimmedium fithrt zu einer star-
ken Reduktion der Teilungsrate. Diese wiederum ist begleitet von einer
mit der Konzentration des Inhibitors zunehmenden Reduktion der
Chloroplastengrofle und des Chlorophyllgehalts., Bei den héchsten
Chloramphenicol-Konzentrationen, die noch ein geringes Wachstum der
Prothallien erlauben, sind die sich ausbildenden Prothalliumfiden nahe-
zu farblos. Der andersartige Verlauf der Wachstumskurven in den An-
sitzen mit Gibberellin ist ausschlieBlich durch die beginnende Umstim-
mung zur Antheridienbildung bedingt (ScHRAUDOLF, 19664).

Zusatz von Athionin fithrt zu nahezu identischen Effekten. Obwohl
bei der signifikanten Wachstumshemmung, welche durch beide Anti-
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Tabelle 1. Wirkung steigender Konzentrationen von Athionin und Chloramphenicol
auf Tetlungswachstum, Zeitpunkt der Antheridienonlage und kritische Zellzahl.
Daueretweifflicht. 254-0,2° C. Gibb 4, 5 x 10-8 g/ml

Athionin Chloramphenicol
Mol/1 Zellzahl nach.  Antheridien- Mol/1 Zellzahl nach  Antheridien-
12 Tagen bildung in 50 % 10 Tagen bildung in 50 %
der Prothallien der Prothallien
Tage Zellzahl Tage Zellzahl
0 17,54+ 0,9 12 9,3+0,5 0 19,564+ 0,4 10 11,2+0,3
107 16,940,7 12 8,04+ 04 1075 19,24 0,5 10 12,54-0,3

4]

5x1077 187+1,0 12 7,7404 | 2,56x105 17,7403 10 11,0404
10-¢ 18,040,9 13 17,4403 5x10-% 13,8104 11 10,2406
5x10-¢ 69403 14 79+04 | 75x10% 11,0404 13 10,24-0,3
105 34402 22 17,0403 10-¢  9,24-0,2 16 11,04-0,3
2,6 x10+  3,564:0,1 12 4,040,

metaboliten hervorgerufen wird, eine Hemmung der Proteinsynthese
auBer Zweifel steht, ist zumindest bei Anemia-Prothallien der von HoTra
und Osawa (1958) beschriebene morphogenetische Effekt einer Fixierung
fadigen Wachstums nie zu beobachten.

Entsprechendes gilt fiir die durch Gibberellin ausgelste Antheridien-
bildung. Unter der Einwirkung beider Hemmstoffe kommt es parallel
zur Wachstumsverzogerung zu einer zeitlichen Hemmung in der Anlage
von Antheridien, die bei Athionin bis zu einer Verdoppelung der Dauer
der vegetativen Phase fithren kann (Tabelle 1). Bezogen auf den physio-
logischen Kennwert ,kritische Zellzahl® ist dagegen eine Hemmung
dieses Zellditferenzierungsprozesses durch Athionin und Chloramphenicol
nicht festzustellen.

Ebensowenig ist eine echte Hemmung nach Zusatz von 5-Methyl-
tryptophan zum Keimmedium der Sporen gegeben. Zwar kommt es auch
unter der Einwirkung dieses Inhibitors zu einer Verminderung der Tei-
lungsrate, deren Ausmal} proportional mit der angewandten Hemmstoff-
konzentration ansteigt und damit verbunden, zu einer Verzdgerung der
Antheridienbildung. Bezogen auf die kritischen Zellzahlen erweist sich
aber auch diese scheinbare Hemmung als Folge der Beeinflussung des
Teilungswachstums, die sich vollkommen unabhingig vom unbeeinflufit
bleibenden Determinationsvorgang vollzieht (Tabelle 2, Abb. 2a).

Uberraschenderweise zeigt Zusatz von 5-Methyltryptophan bei den
Prothallien von Anremia eine morphogenetische Wirkung, die zumindest
im duBeren Habitus weitgehend der durch IES oder Cumarin ausgelosten
entspricht (ScHravDOLF, 1966¢). Unter der Einwirkung des Amino-
siureanalogen kommt es zu einer Stérung der Polaritdt der Zellstreckung
und damit verbunden zu einer Verschiebung der Lingen-Breiten-Indices
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der Prothalliumzellen (Tabelle 2). Gleichzeitig wird die Polaritit der
Spindelorientierung der ersten Zellteilungen gestort. Dadurch treten
Léngsteilungen schon in den ersten Entwicklungsstadien des Gameto-
phyten auf. Die Umstimmung zum flachigen Wachstum erfolgt in frithe-
sten Entwicklungsphasen des Prothalliums (Abb. 2b).

Bei einer Konzentration von 10— m erfaBt die Storung der Polari-
tatsverhiltnisse schon die ersten Zellteilungen in der Sporenzelle. Unter

Abb. 24 u. b. Wirkung von 5-Methyltryptophan (Carminessigsiure). a Antheridienbildung am unter
Einwirkung von 5-Methyltryptophan (5 x 107* m) tefralogisch veriinderten Prothallium. Gibb A;
10% g/fml. b Friihzeitiges Einsetzen flichigen Wachstums bei Applikation von 5 X 10~* m
5-Methyltryptophan

der Einwirkung des Hemmstoffes wird die Anlage der ersten Prothallium-
zelle zunéchst blockiert. An ihrer Stelle teilt sich eine weitere Rhizoid-
anlage ab. Es kommt zur Bildung von Zwillingsrhizoiden aus der Sporen-
zelle. Der Rhizoidcharakter des zweiten entstandenen Rhizoids ist dabei
oft verwischt. Im Gegensatz zum Primérrhizoid enthélt es hiufig Pla-
stiden und zeichnet sich vor diesem meist auch durch einen erhéhten
Plasmagehalt aus (Abb. 3). Erst bei einer weiteren Teilung der Sporen-
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Tabelle 2. Wirkung von §-Methyltryptophan. Messung der Linge und Brette an
dreizelligen Prothallien. Gibb Ay 1076 g/ml. Tabellenwerte und Versuchsbedingungen
entsprechen Tabelle 1

Mol/l Zellzahl nach 11 Tagen Antheridienbildung in 50 %
der Prothallien
Tage Zellzahl
0 21,34+ 0,56 11 15,94 0,5
10-¢ 22,740,3 11 16,14+-0,6
5x10-¢ 18,74 0,6 12 16,74+ 0,7
103 1474 0,5 13 16,54- 0,9
5x 107 6,04+ 0,2 17 18,9409
10— 4,74 0,2 >22 —
5x 10 1,3+0,1 >22 —_
Mol/l Linge (L) Breite (B) L/B
0 34,6-+1,2 11,8+ 0,2 2,83+ 0,10
5 106 35,0+ 0,5 14,44+ 0,3 2,45+ 0,06
10— 31,1+0,8 1544 0,4 2,024 0,07
5% 10~ 29,0 L 0,8 17,04 0,4 1,714 0,07
10—* 24,4+ 0,6 18,24 0,3 1,34+ 0,04
10—2+10-%g/ml 27,4+ 0,5 20,1+ 04 1,364 0,03

Gibb A,

zelle kommt es zur Anlage einer Prothalliumzelle, deren Wachstum unter
der Einwirkung dieser hohen Hemmstoffkonzentration allerdings ge-
hemmt bleibt.

Der von Horta und Osawa fiir Methyltryptophanzusatz beschrie-
bene Morphogeneseblock kann auch bei differenzierter Abstufung der
Inhibitorkonzentration bei Prothallien von Anemia phyllitidis nicht aus-
geldst werden.

RNS- und DNS-Antimetaboliten

Mit Ausnahme von 5-Bromuracil (s. Tabelle 11) bewirkt Zusatz aller
iberpriiften Antimetaboliten des RNS- und DNS-Stoffwechsels signifi-
kante Wachstumshemmungen. Diese sind teilweise von betrachtlichen
morphogenetischen Effekten begleitet.

Mercaptopurin und Thioguanin. Typisch fir die Einwirkung hoher
Konzentrationen von 6-Mercaptopurin (107®m und 5 x 10-%m) ist die
Bildung von Regeneraten aus der Sporenzelle und die Anlage von
zahlreichen Verzweigungen am Prothallium (Abb. 4).

Das Teilungswachstum ist bis zu einer unteren Konzentration von
10-%m signifikant gehemmt, die Anlage von Antheridien bis zu 7 Tagen
verzogert (Tabelle 3). Trotz dieser zeitlichen Verschiebung stimmen die



Abb. 8. Aufhebung der Polaritat der keimenden Spore und Bildung eines Zwillingsrhizoids unter der
Einwirkung von 103 m 5-Methyltryptophan (Carminesgigsiure)

Abb. 4, Prothallienverzweigung und Regeneration aus der Sporenzelle unter Einwirkung von
6-Mercaptopurin (5 x 10~¢ m) (Carminessigsiure)
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Tabelle 3. Wirkung von 6-Mercaptopurin. Tabellenwerte und Versuchsbedingungen
entsprechen Tabelle 1. 2,6 X 10-% g/ml Gibb A,

Mol/1 Zellzahlnach 9 Tagen  Antheridienbildung in 50 %
der Prothallien
Tage Zellzahl
0 13,7408 9 11,64 0,3
5% 107 14,34+ 0,5 9 10,3+ 0,4
10-¢ 13,0+ 0,5 10 10,2+ 0,4
5% 108 3,94+0,5 14 11,64+ 0,7
10-5 34102 16 12,4+ 0,6

kritischen Zellzahlen und damit das physiologische Alter der Prothallien
im Zeitpnkt der Antheridienanlage in Kontrolle und behandelten An-
sitzen tberein.

Die Wirkung von 6-Thioguanin entspricht weitgehend den durch
6-Mercaptopurin ausgelésten Effekten.

8- Azaguanin. Fir 8-Azaguanin ist bei Bakterien und Mausezellen,
aber auch durch Horra u. Mitarb. (1959) bei Farnzellen Einbau in die
RNS-Fraktion nachgewiesen worden. Es hemmt in hoher Konzentra-
tion (10-% m) das Teilungswachstum bei gleichzeitiger Storung der Zell-
polaritdt. Eine Hemmung der Antheridieninduktion ist nicht nachzu-
weisen (Tabelle 4).

Tabelle 4. Wirkung von 8-Azaguanin. Tabellenwerte und Versuchsbedingungen
entsprechen Tabelle 1. Gibb A, 5 X 1078 g/ml

Mol/l Zelizahl nach 11 Tagen  Antheridienbildung in 50 %
der Prothallien
Tage Zellzahl
0 17,54-0,4 11 9,3+0,5
5% 1076 17,94+ 0,8 11 8,94 0,6
10-5 43404 14 5,5+ 04

Bei langanhaltender Behandlung treten vereinzelt teratologische
Antheridienformen auf. Dabei handelt es sich meist um eine weitgehende
Reduktion des spermatogenen Gewebes, die bis zu einem totalen Abor-
tus und dem Auftreten vergrinter, infertiler Gametangien fiihren kann.

5-Fluoruracil. Diese Verbindung wirkt in einem streng definierten
Konzentrationsbereich hemmend auf das Teilungswachstum. Bei noch
relativ niedrigen Konzentrationen wird die Keimung vollkommen unter-
driickt. Gleichzeitig werden die Dimensionen der ersten Zellen des noch
fadigen Prothalliums betrichtlich zugunsten der Zellinge verschoben.
Hiéufig schwellen dabei die einzelnen Zellen am apikalen Ende keulig
an (Abb. 5a).
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Abb. 5a u. b, Wirkung von 5-Fluoracil (5 x 10~% m). a Verschiebung der Langen: Breitenverhaltnisse
im fadigen Prothallium und keuliges Anschwellen der Apikalenden. b Zweidimensional gewachsenes
Prothallium mit stark verlangertem UmriB nach 15 Tagen Xultur auf 5-Fluoruracil

Trotz dieser Verschiebung der Léngen-Breitenindices kommt es zu
keiner Fixierung der eindimensionalen Wuchsform. Zwar bilden sich
unter der Einwirkung des Inhibitors Gametophyten mit stark in die
Linge gezogenem Umril aus, der Zeitpunkt der ersten Léngsteilung
einer Prothallienzelle und damit der Ubergang zu flichigem Wachstum
vollzieht sich jedoch bei einer mittleren Zellzahl, die sich statistisch nicht
von denjenigen der Kontrollprothallien unterscheiden 1a6t (Abb. 5b).
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Trotz der Hemmung des Teilungswachstums und der daraus resul-
tierenden zeitlichen Verzdgerung der Antheridienbildung ist eine Hem-
mung der Gametangieninduktion an Hand der kritischen Zellzahlen
nicht nachzuweisen (Tabelle 5).

Tabelle 5. Wirkung von 5-Fluoruracil. Tabellenwerte und Versuchsbedingungen
entsprechen Tabelle 1. Gibb A, 2,5 X 10 g/ml

Mol/l Zellzahlnach 9 Tagen  Antheridienbildung in 50 %
der Prothallien
Tage Zellzahl
0 11,84-0,4 9 9,94 0,4
2% 10-5 11,2--0,4 9 9,51 0,3
8 x 10-° 7,64-0,4 10 10,44-0,3
4 x 103 6,3+ 0,4 12 11,404
5x 105 4,340,3 15 10,84-0,5

5-Fluordesoxyuridin. Das Nucleosid des 5-Fluoruracils erweist sich
noch in Konzentrationen wirksam, die eine Zehnerpotenz unterhalb des
effektiven Konzentrationsbereichs der Base liegen (Tabelle 6). Damit
wird wahrscheinlich, daB 5-Fluoruracil primér nach Glykosidierung via
Desoxyuridinphosphorylase in den Nuecleinsdurestoffwechsel eingreift
und daBl die Ursache der Wirkung beider Verbindungen auch im Farn-
prothallium in einer Hemmung der Thymidylsynthetase zu suchen sein
wird.

Tabelle 6. Wirkung von §-Fluordesoxyuridin im Vergleich mit der von 5-Fluoruracil
und §-Joddesoxyuridin, Tabellenwerte und Versuchsbedingungen entsprechen Tabelle 1.
Gibb 44 2,5 X 105 g/ml

Mol/l Zellzahlnach 9 Tagen  Antheridienbildung in 50 %
der Prothallien

Tage Zellzahl

5-Fluordesoxyuridin

0 13,6--0,3 9 9,4--0,2
10-7 11,14-0,3 9 10,304
5x 107 8,94-0,2 9 10,04 0,2
108 9,7--0,2 9 9,94+ 0,3
5% 106 2,240,1 >17 —
5-Joddesoxyuridin
104 4,51+-0,2 11 5,9+0,2
5-Fluoruracil
10-3 11,7404 9 11,0-4+-0,3
5 x 10-5 2,04 0,2 17 —

10a Planta (Berl), Bd. 74
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Thymidin selbst hemmt in Konzentrationen iiber 10-5m das Tei-
lungswachstum der Prothallien (Tabelle 7). Damit ist die fiir eine Aus-
sage tiber den Wirkort der halogenierten Inhibitoren wichtige Aufhebung

einer eventuellen kompetitiven Hemmung
Tabelle 7 der Thymidylsynthese unmdéglich. Bei Zu-
Wirkung wvon  Thymidin.  satz von Thymin in entsprechenden Konzen-

Tabellenwerte und Versuchs- o tionen war eine Hemmung nicht gegeben.
bedingungen entsprechen Ta-

belle 1 Eine Blockierung des flichigen Wachs-
Mol/l Zollzabl nach tums der Prothallien und eine Hemmung der
o 6 Tagon durch Gibberellin ausgelosten Antheridien-

bildung ist auch bei Applikation von 5-Fluor-

5 x 18_5 g’éi 8’} desoxyuridin nicht nachzuweisen.
104 292101 Actinomycin D. Actinomyein D fiihrt
2,6 X 10— 2,24-0,1 erwartungsgeméifl zu einer starken Hemmung
5x 10~ 2,3+0,2 des Teilungswachstums und einer damit ver-

7,5 X 10 1,84 0.2 kniipften Verzogerung im Zeitpunkt der

Antheridienanlage. Dennoch ist keine direkte
Wirkung auf den Induktionsvorgang selbst gegeben: Die kritischen
Zellzahlen entsprechen denen der Kontrollprothallien (Tabelle 8).

Tabelle 8. Wirkung von Actinomycin D. Tabellemwerte und Versuchsbedingungen
entsprechen Tabelle 1. Gibb A, 2,5 X 10-6 g/ml

g/ml Zellzahl nach 10 Tagen Antheridienbildung in 50 %
der Prothallien
Tage Zellzahl
0 17,0+ 0,6 10 1284+ 04
5% 10-5 15,6+ 0,4 11 14,4104
10— 11,54+ 0,3 12 13,24 0,5
5x 10 44+ 0,2 14 13,5+ 04

Die Wachstumshemmung durch Actinomyecin D unterscheidet sich
in jhrer Kinetik deutlich von der anderer Hemmstoffe. Wahrend bei
letzteren der Hemmung vornehmlich eine Verschiebung im Zeitpunkt
des Eintritts der logarithmischen Wachstumsphase zugrunde liegt
(Abb. 1), kommt es bei Zusatz von Actinomyecin D zu einer Keimungs-
verzdgerung. Nach Uberwindung dieser Hemmung entspricht die Wachs-
tumsgeschwindigkeit den Kontrollen (Abb. 6).

Werden Prothallien, die zunichst im Standardweilllichtfeld auf ein-
facher Salzlésung angezogen worden sind, nach Erreichen einer mitt-
leren Zellzahl von 2,55 - 0,1 fir 24 bzw. 48 Std auf eine Actinomyecin D-
Losung (10—* g/ml) tibertragen, kommt es spitestens 48 Std nach Beginn
der Actinomycinbehandlung zu einer signifikanten Reduktion der
Teilungsrate in den mit Hemmstoff behandelten Prothallien. Werden
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jeweils im AnschluB an die Hemmstoffbehandlung die Versuchsgruppen
fir 5 Std auf Gibberellin A; (5 x 105 g/ml) tbertragen, anschlieBend
mehrfach gewaschen und auf reines Salzmedium tberfihrt, kommt es
trotz der starken Hemmung des Teilungswachstums in allen Versuchs-
gruppen zur Aushildung normaler Antheridien (Tabelle 9).

Zellzahl 1
20
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ACTINOMYCIN—~D
e—e Kontrolle /0/ '/ J
o0 5x10 gIml /
’—y 10_1'9“’1'1[ h
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Abb. 6. Wirkung steigender Konzentrationen von Actinomycin D auf das Teilungswachstum des
Gametophyten. Anséitze ohne Giberellinzusatz. Abszisse: Zeit in Tagen; Ordinate: mittlere Zellzahl

Tabelle 9. Wachstumshemmung wund Antheridienbildung (% A= % Antheridien-
tragende Prothallien) nach Applikation von 10-* g/ml Actinomycin D wnd Gibb A4,
Abbott (5 X 10-5 g/ml) an 10 Tage alte Prothallien. Zeitpunkt der Gibb-Applikation
24 bzw. 48 Std nach der Hemmstoffbehandlung. Versuchsbedingungen enisprechen

Tabelle 1
Vorbehandlung % W % A
Actinomycin D
24 Std Kontrolle 100 67
Actinomycin D 79 82
48 Std Kontrolle 100 74
Actinomycin D 64 44

10*
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Damit ist auch bei Actinomycin D die Sensibilitdt des Teilungs-
wachstums gegeniiber dem Inhibitor grofer als die Empfindlichkeit der
Antheridieninduktion. Eine Blockierung der m-RNS-Synthese durch
Actinomyecin ist allem Anschein nach ohne Einfluf auf die Auslosung
der Antheridienbildung.

Erst nach langanhaltender, kontinuierlicher Hemmstoffbehandlung
treten teratologische Antheridienformen auf. Dabei bilden sich vornehm-
lich Gametangien mit reduzierter Spermatozoidenzahl.

Trotz der hohen Hemmstoffkonzentration ist auch hier der Ubergang
zum zweidimensionalen Wachstum nicht blockiert. Lingsteilungen der
Prothallienzellen kénnen bei mittleren Zellzahlen beobachtet werden,
die sich nicht von denen der Kontrollen unterscheiden. Haufig sind da-
gegen die schon bei der Applikation von Thioguanin und Mercaptopurin
beschriebenen Verzweigungen aus basalen Prothalliumzellen. Im Gegen-
satz zur Wirkung dieser Verbindung treten jedoch in diesem Falle keine
Sekundérprothallien durch Regeneration der Sporenzelle auf.

Signifikant gehemmt dagegen ist bei Zusatz dieses Antimetaboliten
in Konzentrationen um 10— g/ml das Streckungswachstum des Primér-
rhizoids.

Isoadenin. Auch Zusatz von Isoadenin [4-Aminopyrazolo (3,4-d)-
pyrimidin] fithrt primir zo Teilungshemmungen in den wachsenden
Prothallien. Trotz zeitlicher Verzdgerung ist keine Blockierung der
Antheridienbildung gegeben (Tabelle 10). In verstirktem MaB bilden

Tabelle 10. Wirkung von Isoadenin auf a) Wachstum, Zeitpunkt der Antheridien-
bildung wnd kritische Zellzahl. Gibb Ay 5 X 10-8g/ml. b) die Ausbildungsform der
Antheridien. 2,5 X 1075 g/ml Isoadenin, 5 X 10~8 g/ml Gibb Ay n= Anzahl der
jewetligen Prothallienformen. Versuchsbedingungen entsprechen Tabelle 1

g/m Zellzahl nach 10 Tagen Antheridienbildung in 50 %
der Prothallien
Tage Zellzahl
0 20,34+ 0,5 10 1244+ 0,5
2.5 x 10-6 17,94+ 0,56 11 12,1405
5 x 10-¢ 13,9+4-0,6 12 12,14-0,5
7,5 x 10-8 12,14+ 0,6 12 12,14+ 0,4
10-5 9,1+ 04 14 12,14+ 0,3
2,54+ 105 3,6+0,1 26 11,4+ 04
Ausbildungsform ) %
Vergrint 38 12
Spermatozoiden weniger als 8 19 6
Antheridien mit ,,Kappen* 5 2

Normale Antheridien 226 74
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sich aber teratologische oder unvollkommen ausgebildete Antheridien,
die sich primér durch eine weitgehende Reduktion des spermatogenen

Gewebes auszeichnen. Relativ hdufig sind die vereinzelt auch spontan

10b Planta (Berl.), Bd. 74
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auftretenden Gametangien mit kappenartig aufsitzender Deckelzelle
(Tabelle 10, ScHRAUDOLF, 1963: Abb. 8). Uber die bisher beschriebenen
Effekte der angefiihrten Antimetaboliten des Purin- bzw. Pyrimidin-
stoffwechsels hinaus zeigt Isoadenin auch spezifische Wirkungen auf die
Morphogenese der Prothallien. So ist die Zellzahl beim Ubergang zum
zweidimensionalen Wachstum gegeniiber der Kontrolle leicht erhoht,
allerdings meist nur durch eine zusétzliche Segmentierung schon ange-
legter Zellen (Abb. 7a, Apikalzone des Prothalliums). Von einer Fixie-
rung des eindimensionalen Wachstums im Sinne von Horra und Osawa
kann jedoch auch bei Applikation dieses Hemmstoffes nicht gesprochen
werden. Dagegen kommt es bei gleichzeitiger Einwirkung von Isoadenin
und Gibberellin zu einer betrichtlichen Stérung des Entwicklungs-
musters der Prothallien. Der Umrify des Gametophyten wird mehr oder
weniger stark durch eine Vielzahl von Verzweigungsanlagen verwischt,
diese lassen sich hdufig auf reduzierte Antheridien zuriickfithren
(Abb.7b). Damit besteht eine weitgehende Analogie zwischen der
Isoadeninwirkung und Anzucht im Dauerhellrot (ScHRATDOLF in Vor-
bereitung).

5- Bromdesoxyuridin und 5-Joddesoxyuridin. Fir beide Verbindungen
ist bei tierischen Zellen und Bakterien ein Einbau in DNS nachgewiesen

Tabelle 11. Wirkung von 5-Bromdesoxyuridin im Vergleich mit §5-Joddesoxyuridin
und 5-Bromuracil auf A) Wachstum, Zeispunks der Antheridienbildung und kritische
Zellzahl (vgl. Tabelle 1). B) die Ausbildungsform der Antheridien

n = Ausbhildung normal; n Sptz. <8 = Ausbildung normal, jedoch weniger als
8 Spermatozoiden; A. terat. =Musterbildung gestdrt; A. verg. = vergriinte Anthe-
ridien, Muster mehr oder weniger einem vegetativen Seitenlappen entsprechend.
Angaben in Prozent der ausgezéhlten Antheridien. Gibb A, 1,56 X 105 g/ml. Ver-
suchsbedingungen entsprechen Tabelle 1.

A B
Mol/l Zellzahl nach Antheridienbildung in 50 % n n A, A.
10 Tagen der Prothallien Sptz. terat. verg.
<8
Tage  Zellzahl

5-Bromdesoxyuridin
0 15,605 10 122405 0w - - —
5% 10-8 16,84 0,7 10 11,3+ 0,5 94 3 — 3
10-5 13,9+ 0,6 10 6,74 0,3 42 14 14 30
5x 1078 8,34 0,2 10 6,2+ 0,3 45 — 25 30
104 584+0,2 11 5,84+ 0,2 23 2 32 43

5-Joddesoxyuridin
10— 6,61 0,2 11 6,34+-0,3 43 9 26 22

5-Bromuracil

10~ 18,64-0,5 10 153404 100 — — —
8 x 10~ 14,24-0,5 10 9,94 0,3 100 — — —
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linsenformigen Zelle degeneriertem spermatogenem Gewebe

Abb. 8a u. b. Wirkung von 5-Joddesoxyuridin (10~* m) bei gleichzeitiger Applikation von Gibb A; (2,6 x 10-%m). Reduktion des sperma-
togenen Gewebes. (Carminessigsiure mit Chloralhydrat). a Antheridium mit nur 4 Spermatozoiden. b Antheridium mit auf den Status einer

worden. Sie hemmen, wenn auch bei héheren Konzentrationen als die
entsprechende Fluorverbindung, das Wachstum der Prothallien. Der
Zeitpunkt der Antheridienbildung wird kaum beeinflufit, die kritischen
Zellzahlen sind gegeniiber den Kontrollansitzen sogar erniedrigt. Eine
Hemmung der Auslosung der Antheridienbildung ist nicht gegeben
(Tabellen 11 und 12).
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In noch stirkerem MaB als bei Zusatz von Isoadenin wird dagegen
das Antheridienmuster unterdriickt. Unter der Einwirkung von 5-Jod-
desoxyuridin, etwas stdrker noch von 5-Bromdesoxyuridin, bilden sich
an Stelle intakter Antheridien alle Ubergangsstadien zwischen diesen
und vegetativen Verzweigungsanlagen, die sich teilweise nur noch durch
ihr Dreizellmuster als den Antheridien homologe Zellgruppen erkennen
lassen (Abb.8—10). Ihre Identifizierung als Gametangien wird noch

Abb. 9. Reduktion des Antheridiums auf den Status eines dreizelligen Seitenlappens unter der
Einwirkung von 10~4 m 5-Joddesoxyuridin. Gibb A; 5 x 107% g/ml. (Carminessigséure)

Tabelle 12. Wirkung von 5-Joddesoxyuridin. Bezeichnungen entsprechen Tabelle 11.
Gibb A, 2,5 X 10-8 gjml

A B

Mol/l Zellzahi nach Antheridienbildung in 50 % n n A. A.
10 Tagen der Prothallien Sptz. terat. verg.
<8
Tage  Zellzahl

0 15,2+ 0,5 10 11,0407 100 — — —
5x 10-6 13,8404 10 11,84+ 0,6 100 — — —
10— 12,34-0,5 10 10,34 0,3 99 1 — —
5% 105 9,0+ 0,3 9 5,74+0,3 46 16 11 27

104 7,6+0,3 9 4,9+ 0,2 36 27 6 31
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Abb. 10a u. b, Wirkung von 5-Joddesoxyuridin (10~*m) auf die Ausbildung des Antheridienmusters (Carminesgigsfiure mit Chloral-
eines infertilen Antheridiums

hydrat). a Ausbildung infertiler Antheridien mit vermehrten Wandzellen (Osmundatyp). b Regeneration eines Protonems aus der Stilzelle

dadurch erschwert, dafl in diesen im Gegensatz zum fertilen Antheri-
dium die vegetative Potenz nicht erlischt. Es kommt zu weiteren Zell-
teilungen und Segmentierungen. Dabei entstehen hiufig Muster, die an
Antheridien des primitiveren Osmundatyps erinnern (Abb. 10a). Kommt
es dariiber hinaus zu einem regeneratartigen Austreiben einzelner Zellen
des teratologischen Prothalliums (Abb.10b), so lassen sich in den
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entstehenden Prothallienauswiichsen kaum noch als Gametangien homo-
loge Organe identifizieren.

Auch unter der Einwirkung von Jod- und Bromdesoxyuridin ent-
stehen flichig ausgebildete Gametophyten. Die Wirkung beider Inhibi-
toren prigt sich vornehmlich in der Musterbildung der sich entwickeln-
den Antheridien aus.

Entsprechend den Versuchen mit Actinomyecin fithrt auch eine Vor-
behandlung mit Brom- bzw. Joddesoxyuridin (bis zu 12 Tagen) und
nachtrigliche Applikation von Gibberellin nicht zu einer Hemmung der
Antheridieninduktion.

Die starke Hemmwirkung, die Thymidin auf Prothallien von Anemia
ausiibt (Tabelle 7), verhindert eine Reversion auch der durch diese
Purinanaloga verursachten Hemmung.

Diskussion

Jede Diskussion iiber den priméren Wirkort und Wirkungsmechanis-
mus des Gibberellins in der beschriebenen Reaktion wird dadurch er-
schwert, daf} als einziges Mafl zur Bestimmung der Induktionswirkung
die Ausbildung der Antheridien selbst dienen mul3. Dabei ist unwahr-
scheinlich, da} die Anlage eines Gametangiums in toto von der Présenz
des auslosenden Hormons abhéngt. Wahrscheinlicher sind Gibberelline
und entsprechend auch die Antheridogene nur , trigger*-Substanz eines
einleitenden Prozesses, durch den dann in einer autoregulatorischen
Sequenz die letztlich zur Bildung des intakten Sexualorgans fithrenden
Prozesse aufgerufen werden.

Entsprechend den von WERz (1966) beschriebenen Vorgingen bei
der Hutbildung von Acetabularia wird auch die Antheridienbildung bei
Anemia durch eine typische Zellwandausstiilpung eingeleitet, die schon
vor der zur Bildung der Antheridienmutterzelle fithrenden Mitose ein-
setzt (ScHRAUDOLF, 1963). Das Plasma dieser vegetativen Zelle muf
demnach schon in dieser Interphase die fiir die priméren Prozesse der
Antheridienbildung notwendigen Informationen erhalten und zum Teil
realisiert haben.

Solange ein histochemischer oder physiologischer Nachweis dieser
priméren Verdnderungen aussteht, ist eine Abgrenzung der spezifisch
vom Gibberellin bzw. Antheridogen ausgelosten Reaktion nicht méglich.
Damit kann aber auch eine Unterscheidung zwischen Hemmstoffen des
Induktionsprozesses und solchen, die Folgereaktionen beeinflussen, nicht
getroffen werden.

Zusitzlich wird der Beweis fiir die ,,trigger“-Natur des Phytohor-
mons dadurch erschwert, dal Gibberellin eine iiberaus stabile Verbin-
dung im Zellstoffwechsel zu sein scheint (z. B. MoCowms, 1964). Die damit
verbundene lange Halbwertszeit des Gibberelling hat zur Folge, daf
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alle Versuche, mit Antimetaboliten des DNS-, RNS- und Proteinstoff-
wechsels die Ausbildung der Antheridien zu hemmen, unter der konti-
nuierlichen Einwirkung der induzierenden Verbindung ablaufen miissen.
Im Gegensatz zu Experimenten zur Photomorphogenese oder zur Induk-
tion mit einem physiologisch instabilen Hormon, mufl im Fall der Aus-
losung der Antheridienbildung durch Gibberelline der Hemmstoff einem
anhaltenden Aufruf zur Zelldifferenzierung entgegenwirken.

Unter diesen spezifischen Bedingungen scheint keine der bislang als
Inhibitor von Determinationsprozessen bekannte Verbindung in der
Lage zu sein, die Antheridienanlage im Schizaeaceen-Gemetophyten zu
unterdriicken oder signifikant zu hemmen.

Zwar fithren alle Hemmstofftypen als Folge der gestorten bzw. ver-
minderten Protein- und Nucleinsiduresynthese zu einer Reduktion des
Teilungswachstums und einer damit verbundenen zeitlichen Verzoge-
rung der Antheridienbildung. Die im gehemmten Zustand mit vermin-
derter Rate ablaufenden Prozesse folgen aber dem durch das determinie-
rende Hormon festgelegten Muster: Antheridien bilden sich trotz signifi-
kanter Hemmung der physiologischen Gesamtaktivitdt zum , korrek-
ten* Zeitpunkt.

Die Frage nach der molekularbiologischen Grundlage der hormona-
len Auslosung der Antheridienbildung im Farnprothallium ist damit aus
den hier vorgelegten Ergebnissen nicht eindeutig zu beantworten. Die
Unwirksamkeit eines so breiten Spektrums von Inhibitoren legt zu-
néchst die Deutung nahe, dafl dem ausiésenden Hormon weniger die
Rolle eines Derepressors bzw. Induktors der Synthese neuer m-RNS zu-
kommt, als daf unter der Einwirkung des Gibberellins die Realisierung
und Ausprigung bereits von der DNS abgerufener Information méglich
wird.

Zur Zeit hiufen sich Angaben tiber die dazu unerlidfliche Existenz von m-RNS
mit groBen Halbwertzeiten (SiNgER und LEDER, 1966). NaARAZAWA und TANNO
(1965) machen deren Présens auch in Farnprothallien wahrscheinlich. Dal3 der-
artige stabile m-RNS fiir den Ablauf von Entwicklungsprozessen verantwortlich
sein kann, die durch spezifische Inhibitoren (speziell Actinomycin-D) nicht blockier-
bar sind, wird zumindest fiir die frithen Entwicklungsphasen des Echinodermeneis
angenommen (MArRks u. Mitarb., 1964; MoxrOY u. Mitarb., 1965). SPiriN und

Brrrrziza (1964, 1965) fihrten fir durch Inhibitoren der Nucleinsiiuresynthese
nicht blockierbare Information den Begriff ,,Informosom® ein.

Die Moglichkeit, dall die Antheridienbildung eventuell durch Akti-
vierung derartiger préformierter Information erfolgen kann, gewinnt
durch Ergebnisse, die wir in jingster Zeit an Polypodium crassifolium
gewonnen haben, an Gewicht. Bei dieser Species erfolgt nach Bestrah-
Iung mit Dunkelrot oder nach einer Dunkelphase von mehr als 36 Std
die Antheridienbildung direkt aus der Spore. Auch hier ist die Antheri-
dienbildung nicht durch Actinomyecin D blockierbar, wohl aber die
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Ausbildung des spermatogenen Gewebes. Im Gegensatz zu Anemia scheint
hier ein Teil der zur Antheridienbildung notwendigen Information neu
aufgerufen und damit dem Eingriff des Inhibitors zuginglich zu werden.

Aus der spezifischen Wirknng einzelner Inhibitoren ergeben sich
jedoch schon jetzt Anhaltspunkte fiir ihren Eingriffsort. So macht die
weitgehende Ubereinstimmung der durch Applikation von 5-Methyl-
tryptophan erzielten Effekte mit den bei Zusatz von IES erzielten
(ScarAUDOLF, 1966¢) wahrscheinlich, daf Wachstumshemmung und
Verdnderung der Zellproportionen weitgehend auf eine Bildung von
5-Methylindolylessigsdure zuriickgehen. In insterilen Ansétzen ist eine
derartige Oxydation des Aminosdurederivats zu erwarten. 5-Methyl-
indolylessigsdure selbst tibertrifft im allgemeinen im Biotest die Aktivi-
tat der IES (PineT, 1961). Die morphogenetische Wirkung von 5-Methyl-
tryptophan auf Anemia ist damit weniger einer Hemmung der Protein-
synthese oder einer Verdnderung der Proteinzusammensetzung als einem
Avuxineffekt zuzuschreiben.

Im Gegensatz zu 5-Fluordesoxyuridin ist fir 5-Brom- und 5-Joddesoxyuridin
bei Bakterien und Sdugerzellen ein Einbau in die DNS nachgewiesen (BROKMAN
und ANDERSON, 1963). Fiir hohere Pflanzen wurde ein Einbau tritiierten Joddesoxy-
uridins in die Chromosomen von Vicia faba bewiesen (SvxtH und KueELMAN, 1961),
ein Einbau in die DNS fiir 4rabidopsis wahrscheinlich gemacht (BrRowr, 1962).

Der hohe Prozentsatz auftretender Teratologien und die weitgehende
Reduktion des Antheridiums bis auf den Status eines dreizelligen, vege-
tativen Seitenlappens (Abb.9) erlauben den Schluf, dal es auch in
Prothalliumzellen von Anemia unter der Einwirkung dieser Verbindun-
gen zu Transitionen kommt, d.h. daf Thymidinorte der DNS durch
5-Brom- bzw. 5-Joddesoxyuridin ersetzt werden. Die entstehenden
Gametangienteratologien miissen als Folge der daraus resultierenden
Stérung der Matrizeneigenschaft der DNS verstanden werden.

Ob die im Anemia-Gametophyten den brom- und jodsubstituierten
Pyrimidinen analoge Wirkung des Isoadenins (4-Amino-3,4-d-pyrazolo-
pyrimidin) ebenfalls auf einen bevorzugten Einbau dieses Inhibitors in
die DNS zuriickgefithrt werden kann, ist noch offen. Diesem Inhibitor
wird zwar primir eine Hemmung der Neusynthese der Purine zuge-
schrieben (Boots und SarRTORELLY, 1961), doch ist vereinzelt auch ein
Einbau in die Nuecleinsduren beobachtet worden (BENETT jr. u. Mitarb.,
1962).

Die bei Anemia beobachtete Herabsetzung der Zellteilungsrate durch
Thymidin bei gleichzeitiger Unwirksamkeit von Thymin ist schon fiir
tierische Gewobe beschrieben worden (KaAsSTEN u. Mitarb., 1965) und
wird auf eine Blockierung der DNS-Synthese zuriickgefithrt. Die Un-
wirksamkeit von 5-Bromuracil (Tabelle 11) erklirt sich aus der Struk-
turanalogie mit Thymin. Ob ein Einbau der freien Basen bei anderen
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Farnarten moglich ist, und ob die von KrEssxL (1965) beschriebenen
Hemmungen der Antheridienbildung und Férderung der Archegonien-
anlage durch 5-Bromuracil als Indiz fir eine Glykosidierung gedeutet
werden koénnen, soll durch stoffwechselphysiologische Analysen geklart
werden.

Die hier vorgelegten Versuche dienten vornehmlich einer ersten
Klirung der Prozesse, die der hormonalen Auslésung der Antheridien-
bildung im Farnprothallium zugrunde liegen. Die dabei anfalienden
Ergebnisse geben dariiber hinaus AnlaB zu einigen einschrinkenden Be-
merkungen iiber die bislang zur Steuerung des Flichenwachstums im
Gametophyten vorliegenden Ergebnisse. Da es in keinem unserer Ver-
suche gelang, unter Dauerlichtbedingungen das eindimensionale Wachs-
tum der jungen Anemia-Prothallienzu fixieren, diirfen die Angaben von
Horra und Osawa (1958), Narazawa und Taxwo (1965) und REAGA-
vAN (1965), die iiber eine Blockierung des Ubergangs zur zweidimensio-
nalen Wachstumsphase des Polypodiaceen-Prothalliums durch Hemm-
stoffe der Protein- bzw. Nucleinsdurensynthese berichten, zumindest
nicht verallgemeinert werden. Bei der Applikation dieser Verbindungen
kommt es zu nicht unerheblichen Hemmungen des Teilungswachstums
(z.B. REacavax, 1965), die nur teilweise beriicksichtigt worden sind.
Gerade die an Anemia gewonnenen Ergebnisse machen aber deutlich,
daB zeitlichen Verzdgerungen von Differenzierungsprozessen ohne gleich-
zeitige Beriicksichtigung der Zellteilungsrate bei der Interpretation von
Hemmstoffversuchen auf der Basis einer Aktivierung spezifischer Gene
nur ein geringer Aussagewert zukommb.

Die Untersuchungen waren durch Unterstiitzung der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft und des Bundesministeriums fiir wissenschaftliche Forschung még-
lich, Friulein I. Purs danke ich fiir ihre sorgfiltige Mitarbeit.
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