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In seiner, den eigenen Untersuchungen vorangestellten Literatur-
iibersicht zeigt DrRAWERT (1949), daB aus den bis zu diesem Zeitpunkt
vorliegenden Arbeiten kein einheitliches Bild von der Organisation der
Cyanophyceenzelle resultiert. In den folgenden Jahren wurde daher ver-
sucht, mit Hilfe spezifischer Farbreaktionen, der UV-Mikroskopie und
dem Phasenkontrastmikroskop neue Erkenntnisse iiber Anordnung und
stoffliche Natur der Zelleinschliisse zu gewinnen. Ubereinstimmend
ergibt sich aus diesen, wie auch verschiedenen &lteren Arbeiten, dal im
Zentroplasma® basophile Substanz angeordnet ist, die eine kernédhnliche
Funktion ausiiben soll (BrRixgmaNN 1950, 1952; Biswas 1953 ; HERBST
1953, 1954; v. Zastrow 1953 und CasseL u. HurcHINSON 1954). Nach
den Untersuchungen von Brinemany, HerBsT und v. Zastrow sind
sowohl Desoxyribonucleinsiure? wie auch Ribonucleinsgure? am Aufbau
dieser basophilen Zellbestandteile beteiligt. Auch Volutin (HErRBST 1953,
Brivemany 1950, CassEL u. HurcHINSON 1954) und eine Quellsubstanz
(DrAWERT 1949) werden im Zentroplasma nachgewiesen. Hinsichtlich
Form und GréBe und auch hinsichtlich der genaueren chemischen
Zusammensetzung der fiir den Bereich des Zentroplasmas beschriebenen
Strukturen bestehen jedoch recht unterschiedliche Aussagen. Diese
lassen sich nach den vergleichenden Untersuchungen v. ZasTrOows
einmal auf die verschiedene systematische Zugehorigkeit der einzelnen
Objekte, zum anderen auf die beim Altern verschiedentlich zu beob-
achtende Vacuolenbildung oder Zerteilung der Zentralsubstanz in zahl-
reiche Granula zuriickfithren. Héufig sind diese Differenzen aber auch
durch unterschiedliche Fixierungs- (siehe auch v. Zastrow) und Firbe-
methoden bedingt. Hinzu kommt, dafl die angewandten Firbungen

1 Siehe die im Kapitel Zentroplasma gegebene Definition.
2 DNS.
3 RNS.



148 G. DrEws und W. NIKLOWITZ:

vielfach unspezifisch sind bzw. ihre Spezifitit nach den heute vorliegen-
den Untersuchungen in Frage gestellt werden muf} (siehe unten).

In der vorliegenden Untersuchung wird daher das durch die Lebend-
beobachtung im Phasenkontrastmikroskop gewonnene Bild vom Aufbau
der Zelle den Ergebnissen farberischer und cytochemischer Nachweise
und elektronenmikroskopischer Beobachtung (Ultradiinnschnitte) gegen-
iibergestellt, um so einen Beitrag zur Klirung der Natur des Zentro-
plasmas geben zu kénnen. Im Vordergrund steht dabei die Frage, ob die
bei verschiedenen Autoren (unter anderem BRINGMANN 1950 ; v. ZASTROW
1953 ; CasskL u. HurcrINSON 1954) abgebildete und mit basischen Farben
darstellbare Zentralsubstanz ein einheitlicher Korper ist oder sich in
morphologisch und chemisch differenzierbare Bestandteile aufteilen 1aBt.

Neben den im Zentroplasma gelegenen Strukturen sollen auch die im
Chromatoplasma enthaltenen Granula untersucht werden. Besonders
schien uns der Nachweis von Redoxfermenten von Interesse. Diese sind
nach den vorliegenden Untersuchungen an tierischen und pflanzlichen
Objekten an cellulire Strukturen (Mitochondrien, Mikrosomen) gebunden.
Bisher wurden sie bei Blaualgen nicht beschrieben.

Material und Methoden

Fiir die vorliegende Arbeit wurde als Untersuchungsobjekt Phormidium unci-
natum Gom. verwandt. Die Algen wurden auf Glasfilterplatten in mineralischer
Nahrlssung kultiviert (DrREws 1955a).

Als Fixierungsmittel dienten: 969, iger Athylalkohol; gepufferte, 1% ige OsO,-
Losung (siehe NIRLowrTz u. DREws, 1. Mitt.) oder Formol (neutral)-aqua dest.
1:10 unter Zusatz von 19, CaCl,.

Folgende Farbstoffe bzw. Farblosungen fanden Verwendung: Acridinorange
(Bayer) in gepufferter, wilriger Losung 1:10000; GiEMsa (Griibler, Lpz.), Stamm-
16sung 1:50 verdinnt mit Veronal-Acetatpuffer (0,0014 mol) px 6,8; Pararosanilin,
acridinfrei, ,,stand“. (Bayer) zur FrULGEN-Reaktion, Ansatz nach STEFFEN;
Gallocyanin (Hollborn) fiir die Gallocyaninchromalaunfarbung (Eivarson 1951);
Thionin (Bayer) nach Maver (RomErs, § 1752); Methylgriin (Merck)t, 0,5%ig in
0,1 n Acetatpuffer, pg 4,1; Pyronin (Griibler), 0,5% ige wafirige Losung; Methylen-
blau (Bayer), Trypaflavin (Bayer) zum Phosphatnachweis nach Wixpisca u.
Mitarb. (1954); Toluidinblau (Griibler) nach LinpEGREN (1950) oder 0,5%ig
walrig; Azur I (Merck), 0,259, ige, wiirige Losung; Sudanschwarz B, geséttigte
Losung in Diacetin?.

Fiir die Verdauungsversuche dienten folgende Fermente: Pepsin DAB 6 (Pepton-
Atarost-Werke, Rostock), 0,05—0,19,ig in n/100 HCl; Papain (Rostock), 0,05%,ig
in Kaliumbiphtalat- bzw. Acetatpuffer pg 5,0 + 0,002 mol Cystein (Merck);
Trypsin puriss. (Rostock); Ribonuclease (kristall., salz- und proteasefrei, Light
& Co., England, bzw. ein im Institut hergest. Praparat®; Desoxyribonuclease, krist.,
Inst. prap.). Trypsin, RN-ase u. DN-ase wurden in Acetat-Veronal-Puffer gelost.

1 Zur Entfernung des Methylvioletts etwa 8mal mit Chloroform ausgeschiittelt.

2 Fiir die Unterstiitzung bei den technischen Arbeiten danken wir Frl. GInBLER.

3 Fiir die Herstellung und freundliche Uberlassung des Priparates danken
wir Herrn Dr. VENNER.
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Als  Redoxfarbstoffe dienten 5,5/, 3,3’-Tetraphenyl-2,2/-Di-p-stilbenditetra-
zoliumchlorid* (in der Arbeit als Stilben-TC bezeichnet), fiir Vergleichsuntersuchun-
gen 2,3,5-Triphenyltetrazoliumehlorid (TTC-Merck) und Janusgriin B. TTC und
Stilben-Te wurden in 0,05—0,19;iger Konzentration in gepufferter Nihrlosung
angesetzt (DREWs 1955b). Wahrend der Reaktion standen die Glischen mit der
Farblosung im Dunkeln. Die mikroskopische Beobachtung des Reduktionsverlaufes
wurde zundchst nur bei Rotlicht durchgefiihrt, um eine Umwandlung des Farb-
stoffs im blauen Licht zu verhindern. Vergleichsunfersuchungen lieflen jedoch
keinen stérenden EinfluB auf die Reaktion mit Stilben-TC erkennen. — Fiir die
Nadi-Reaktion verwendeten wir x-Naphtol (Schering, Adlershof) und Dimethyl-p-
phenylendiaminhydrochlorid (Merck). Beim Ansetzen der Losungen richteten wir
uns im wesentlichen nach den Angaben von PErNER (1952). Nach unseren Erfah-
rungen wird aber die Reaktion nicht beeintrichtigt, wenn man das Naphtol in einer
geringen Menge Athanol lést und dann mit aqua dest. auffiillt. — Zur Bewegungs-
hemmung dienten in einigen Fallen schwache Dosen von 2,4-Dinitrophenol oder F,0,.

Die Einbettung der Objekte und die Herstellung von Schnitten fir die elek-
tronen-mikroskopische Beobachtung sind in der 1. Mitt. ausfithrlich beschrieben.
Auf diese Darstellung wird verwiesen.

Ergebnisse

Zentroplasma
Lebendbeobachtung

Die lebende Zelle von Phormidium wncinatum zeigt bei der Betrach-
tung im Phasenkontrastmikroskop einen hellen, zentral gelegenen Bezirk
von unregelméifliger Gestalt und GrofBe (Abb. 1). Zumeist besteht dieser
aus einem System von lacunen-
artigen Verastelungen, die von der
Zellmitte aus bis in die Peripherie
ausstrahlen (Abb. 2). Die einzelnen
Lacunen sind oft nur 0,5—1,0 4
breit. Haufig beobachtet man auch
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Abb. 1. Phormidium uncinatum. Lebend, Phasen- Abb. 2. Phormidium uncinatum.
kontrastaufnahme. Normale Einstellung des Tubus. TLebend, Phasenkontrastaufnahme.
Verschiedene Formen des Zentroplasmas. Lumipan, Hohe Einstelung des Tubus, 1800:1

Obj.: HI PH 90, Ok.: Proj. 6,3, nachvergr, auf 1300:1

einen relativ groBen Zentralbezirk, der nur wenig verzweigt ist. Diese
hier beschriebenen, nicht scharf gegen das periphere Plasma abgegrenzten
,»Hellzonen‘ entsprechen hinsichtlich ihrer Lage dem in der Literatur als

1 Fiir die Herstellung und freundliche Uberlassung des Praparates danken wir
Herrn Dipl. chem. Herz.
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Zentroplasma, Zentralkérper oder Zentralsubstanz bezeichneten Bezirk
(DraWERT 1949, CassEL u. HuTtcHINsON 1954). Wenn im folgenden der
Ausdruck Zentroplasma fiir diesen zentralen Bezirk gebraucht wird,
50 soll er in dem aufgezeigten Sinn verstanden werden, nidmlich rein
deskriptiv als topographische Bezeichnung fiir die zentralen, nicht
scharf gegen die peripheren Teile der Zelle abgegrenzten Bezirke, ohne
damit zunidchst etwas iiber Aufbau und Funktion aussagen zu wollen.

Im Zentroplasma liegen mehrere bis zahlreiche Granula, die hiufig
netzartig miteinander verkniipft oder auf langen Plasmaverdichtungen
angeordnet sind. Auch einzelne, relativ groBe und scharf gegen das
Plasma abgegrenzte Granula sind im Zentroplasma anzutreffen. Die
Einschliisse lassen bei normaler mikroskopischer Beobachtung keine
Bewegung erkennen. Peripher vom Zentroplasma liegt das Chromato-
plasma.

CassEL u. HuTcHinsoN (1954) bringen in ihrer Arbeit Phasenkontrast-
aufnahmen von Microcoleus. Diese Abbildungen zeigen ebenfalls ein hell
erscheinendes Zentroplasma, das granuldre Einschlisse enthilt.

Firbungen und cytochemische Nachweise

Der im Phasenkontrast hell erscheinende Bezirk der lebenden Phor-
midium-Zelle (Zentroplasma) 148t sich auch farberisch darstellen. Mit
Acridinorange (1:10000) angefdrbt, fluoresciert das Zentroplasma
leuchtend gelb-griin. Diese kriftige Fluorescenz konnten anch v. Za-
sTRoW (1953) und Kriza (1955) an Oscillatorien beobachten.

v. ZASTROW bezeichnet diesen Bezirk als Zentralsubstanz Die von ibr gegebene
zeichnerische Darstellung der sich bel Phormidium wncinatum mit Acridinorange
gelb-griin farbenden Bezirke entspricht im wesentlichen den eigenen Beobachtun-
gen: Die feine, im Phasenkontrastmikroskop deutlich werdende Gliederung geht
verloren und es erscheint ein relativ kompaktes und nur schwach verzweigtes
Zentroplasma. Wahrscheinlich ist dafiir die gegenseitige Uberlagerung und Uber-
strahlung der in verschiedenen Ebenen liegenden, fluoreszierenden Bezirke ver-
antwortlich zu machen. Die Fluorescenz des Zentroplasmas konnte vom schwach
Sauren bis ins stark Alkalische (pg 10,0) hinein beobachtet werden.

Das Chromatoplasma fluorescierte schwach bis deutlich rot. Diese Erscheinung
ist zum groBen Teil durch die Eigenfluorescenz des Chromatoplasmas bedingt.

Eine Abgrenzung von Chromato- und Zentroplasma, wie sie durch die
Behandlung mit Acridinorange zu erhalten war, wird auch nach Far-
bung mit Gremsa (Alkoholfixierung) deutlich. Die gesamte Zelle firbt
sich violett an, das Zentroplasma jedoch kriftiger, das Chromatoplasma
hingegen nur schwach. Ahnliche Ergebnisse erhélt man mit Thionin und
Azur 1. Eine scharfere Abgrenzung des Zentroplasmas ist durch Tannin-
sduredifferenzierung nach GieMsa-Firbung zu erhalten (CAsSEL u.
HourcHINsON 1954). Die auf diese Weise durchgefiihrten Farbungen
entsprechen den bei CassEL u. Mitarb. verdffentlichten Abbildungen von
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Phormidium. Die Zelle von Phormidium uncinatum laft also
einen zentralen, im Phasenkontrast hell erscheinenden und
mit basischen Farbstoffen darstellbaren Bezirk (Zentro-
plasma) erkennen.

Nach diesen orientierenden Versuchen und den Erfahrungen der
Literatur durfte erwartet werden, dall im Zentroplasma Nuecleinsduren
enthalten sind. Um diese getrennt nachzuweisen, wurde zunichst mit
Methylgrin und Pyronin gefirbt, da diese Farbstoffe von Bring-
MANN (1950), HERBST (1953) und v. ZasTrRow (1953) zum Nachweis der
DNS und der RNS bei verschiedenen fédigen Cyanophyceen verwandt
wurden.

Nach PoLLISTER u. LEUCHTENBERGER (1949), Kurnick (1950) und KURNICK u.
Mirsky (1950) ist Methylgriin bei py 4,1 spezifisch fiir DN'S, Pyronin spezifisch fir
RNS (BracueT 1940). Bei Anwendung von Methylgriin erhielten wir jedoch eine
Griinfarbung des gesamten Plasmas. Eine Anderung des Fixierungsmittels (OsO,,
Athanol, Champy, Regaud), eine Vorbehandlung mit Lanthannitrat und eine Ver-
langerung der Farbezeit (bis 72 Std bei 4° C) fithrten zu keinem anderen Ergebnis.
Eine anfanglich zu beobachtende Blaugriinfirbung einzelner Granula (siehe auch
Brinemany 1950) lieB sich auf Reste von Methylviolett zuriickfithren, die beim
Ausschiitteln des Methylgriins zuriickgeblieben waren. Dieses Ergebnis bestatigt
die Untersuchungen von Avrrrr (1952) und SaxDRITTER u. DImFENBACH (siehe
SANDRITTER 1955), nach denen Methylgriin nicht mehr als allein spezifisch fiir DNS
angesehen werden kann. Denn es darf wohl mit Sicherheit angenommen werden, dafl
die DN'S nicht diffus im ganzen Plasma verteilt anzutreffen ist (DrawrrT 1949,
v. ZasTrow 1955), zumal auch Pyronin den gleichen Bezirk rot anfarbte. Nach
Ribonucleaseeinwirkung ist nur das Zentroplasma noch mit Methylgriin angefarbt.
Auch die Spezifitdt von Pyronin fir RNS muB nach unseren Erfahrungen in Frage
gestellt werden. Nach Alkoholfixierung und zum Teil anschlieendem 2stiindigem
Aufenthalt in Ather-Alkohol (2:1) zur Entfernung der eventuell stérenden Lipo-
proteide wurden die Cyanophyceen mit Trichloressigsiure (TCS, Zimmertemperatur,
42 Std) behandelt, um die RNS zu extrahieren (WinDER u. DENNENY, 1954). Doch
auch nach dieser Behandlung, wie auch nach Behandlung mit Ribonuclease, war
noch eine deutliche Rotfirbung zu beobachten.

Methylgrin und Pyronin eigneten sich also nicht zum ge-
trennten Nachweis der beiden Nucleinsduren. Giinstigere Re-
sultate konnten wir mit dem Oxazinfarbstoff Gallocyaninchrom-
alaun! (Erxarsow 1932, 1951 ; LAGERSTEDT 1948, 1949) erzielen. Dieser
Farbstoff wird von beiden Nucleinsduren quantitativ gebunden (Dig-
FENBACH u. SANDRITTER 1954; SANDRITTER 1954, 1955). Auch seine
Spezifitdt ist nur relativ. So firbt er z. B. Metaphosphate (SticH 1953).
Doch lassen sich diese Nebeneffekte durch entsprechende Vorbehandlung
einschrinken.

Wird Phormidium nach Alkoholfixierung in GCA. gegeben, so farbt sich das
gesamte Zentroplasma deutlich blau-violett an. Innerhalb des diffus tingierten
Bereichs erscheinen zahlreiche kleine und mehrere grofle Granula kriftig blaulich
oder mehr rotlich-violett angefarbt. Nach Fixierung mit OsO, oder Formol-Ca

1 Im folgenden als GCA bezeichnet.
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erhielten wir dhnliche Bilder; nur waren an der Peripherie des Zentroplasmas
noch kleine, ebenfalls gefarbte Granula zu beobachten. Die Ergebnissc der Farbung
mit GCA sind in der folgenden Tabelle zusammengefafit.

Wie noch nidher auszufithren sein wird, lassen sich mit
Gallocyaninchromalaun 3 Arten von Granula im diffus an.
gefarbten Zentroplasma darstellen:

1. Kleine, wahrscheinlich aggregierte, meist zentral gelegene Granula
(z. Gr.), 2. Granula, die auch ohne weitere Vorbehandlung nach der
Fiarbung vergrofert erscheinen und sich kréftig rot-violett anfirben
{gr. Gr.), 3.kleine, peripher gelegene Granula, die nach Alkohol-
fixierung nicht deutlich nachzuweisen sind (p. Gr.).

Nach Ribonucleasebehandlung (pg 6,4; 45° C; 30 min) und anschlieBen-
dem Aufenthalt in GCA ist die diffuse Anfirbung auf einen zentralen
Bezirk im Zentroplasma beschrinkt oder
fehlt ganz (Abb. 3). Die Granula sind eben-
falls angefarbt. Ihre Zahl scheint jedoch
hiufig verringert zu sein. Ein dhnliches Bild s d
ergibt sich nach Trichloressigsiure!-Extrak- ‘ ....."“
tion (20° C, 24 Std). Die RNS ist also

. iffus i -
sowohl diffus im Zentroplasma ver Abb. 3. Phormidium uncinatum,

teilt, wie auch moglicherweise an Fix.: Athanol, 95%ig.
: Gallocyaninchromalaunfirbung
einzelne Gran ula ge bunden. nach Ribonucleasebehandiung.

Die zentral gelegenen, auch nach Ribonu- 1650:1
cleasebehandlung tingierbaren Strukturen
enthalten DNS und eventuell noch andere, sich mit GCA firbende
Substanzen.

Nach Desoxyribonuclease-Einwirkung (0,05%ig, 37° C, pg 7,4) und
Farbung ist die zentrale, feine Kornelung (z. Gr., sishe oben) nicht mehr
zu beobachten, die diffuse Firbung und die Tingierbarkeit der iibrigen
Granula bleibt bestehen. Werden die Algen 7 min mit TCS bei 100° C
behandelt, so firbt sich in der Zelle nichts mehr an. Bei dieser Temperatur
werden mit Trichloressigsdure, RNS, DNS und kond. Phosphate extra-
hiert (EpeL 1952; WINDER u. DENNENY 1954). Aus dem Farbbild
nach Behandlung mit Fermenten bzw. TCS ergibt sich, dal
die kleinen,zumeist miteinander aggregierten Granula (z.Gr.)
DNS enthalten.

Zur Sicherung dieses Ergebnisses wurde die FRULGEN-Reaktion
durchgefiihrt.

Fix.: Athanol oder gepufferte OsO,-Losung, Hydrolyse 15 min bei 50° C oder
12 Std bei Zimmertemperatur; Firb. 4 Std, spillen 3mal 10 min in S8O,-haltigem
Wasser.

1TCS.
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In Ubereinstimmung mit PoLIaNsKY u. PETRUSCHEWSKT (1929) und
DrawerT (1949) erhielten wir nach beiden Fixierungen im Zentroplasma
eine Ansammlung zarter, granulirer Elemente, die haufig netzartig
verbunden sind ; aber auch einzelne gréfiere Granula, die miteinander in
Verbindung stehen, farbten sich rot an. Die von PETTER (1933) bei einer
Phormidium-Art erhaltene positive Reaktion in Gestalt paralleler,
anastomosierender Faden konnte niemals beobachtet werden. Gelegent-
lich zeigten die Trichome eine schwache, diffuse Rotfarbung im gesamten
Plasma, die auch nach Alkoholextraktion auftrat (siehe auch DRAWERT
1949). Die bei der FrureeENn-Reaktion sich anfirbende Substanz ent-
spricht hinsichtlich Gréfle und Lage dem Bereich, der sich nach TCS-
Extraktion mit GCA tingiert. Damit ist das Ergebnis der GCA-Firbung
bestétigt.

Sowohl nach Ribo- bzw. Desoxyribonucleasebehandlung, wie auch
nach Einwirkung beider Fermente (nacheinander) bleiben im Zentro-
plasma gelegene Granula (gr. Gr. u. p. Gr.) mit GCA fiarbbar. Auch
Pepsin, Trypsin und Papain haben auf die Anfirbbarkeit dieser Granula
keinen EinfluB.

Die nach GCA-Einwirkung sich vergréBernden Granula
(gr. Gr.) farben sich mit Methylenblau und Toluidinblau (Wiame 1947;
LixpeGREN 1950) metachromatisch. Es ist daher zu vermuten, daf an
ihrem Aufbau kondensierte Phosphate (Meta- oder Polyphosphate?)
beteiligt sind. Nach den Methoden von WACHSTEIN u. Pisavo (1950) und
WinpiscH u. Mitarb. (1954) lieBen sich in den Granula Phosphationen
nachweisen. Bel unfixiertem, sowie mit Alkohol oder Aceton fixiertem
Material wird der Phosphatnachweis nach WINDISCH negativ, wenn
vorher mit TCS (4 Std, 20° C) extrahiert wird. Es handelt sich also um
eine séureldsliche Phosphorverbindung. Nach dem negativen Ausfall des
Phospholipoidnachweises nach BARER (siehe Gomorr 1953), der Sudan-
schwarz B-Farbung und der PAS-Reaktion zum Nachweis von Kohlen-
hydraten (HoTorgiss 1948; McManus 1948) 148t sich ausschlieBen, daB
der Phosphor in diesen Granula an Lipoide als Phosphatid oder an
Kohlenhydrate gebunden auftritt. Es konnen jedoch in den meisten
Granula (gr. Gr.) Proteine nachgewiesen werden (Proteinnachweis nach
Mazra u. Mitarb. 1953). Es ist nach den vorliegenden Ergebnissen
anzunchmen, daf der Phosphor in diesen Granula (gr. Gr.) als
siurelésliches Phosphat -— wahrscheinlich Polyphosphat
(EBEL 1952) — auftritt.

Die dritte Gruppe der im Zentroplasma anzutreffenden
undsich mit GCAfirbenden Granula (p. Gr.) enthialt Phospha-
tide (Nachweis nach BaArER). Sie sind deutlich nur nach Formol-Ca-
Fixierung nachzuweisen und liegen, wie oben schon niher beschrieben,
peripher im Zentroplasma.

Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 24 11
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Tabelle zu den Farbungen

Zentroplagsma Chraomatoplasma
z. Gr. \ gr. Gr. \ p. Gr, Qu. Gr.
Frureew. . . . . . . + — — —
Gallocyaninchromalaun + + + (+)
n. Formol-Ca
GCA n. TCS (100°C) . —_ — — —
GCA n. TCS (20° C;
488td) ... ... + —_ — .
GCAn. RN-age . . . . + +
’ n. Formol-Ca
GCAn.DN-ase . . . . — + +
GCA n. Papain . . . . +
Phosphatidnachweis . . — — -+ +
PAS-Reaktion . . . . — — — _
P.-Nachweis
(WinpiscH) . . . . =+ + +
M.B. . ... .. .. + metachrom. 4
GIEMSA . . . . . . . -+ +
n. Formol-Ca
Thionin . . . . . . . blau rotlich
+ +
Stilben-TC . . . . . . — — _ +
Nadi-Reaktion . . . . — — - +
Januggrin B . . . . + diffus blaugrim +
rot

M. B. Methylenblaufirbung, PAS Perjodsaure-Schiff-Reaktion, GCA Gallocyanin-
chromalaunfirbung, TCS Trichloressigséure, 5%ig, Abkiirzung fur Zentroplasma
Granula siehe Text S. 152.

Zusammenfassend zeigt sich also nach den vorliegenden Ergeb-
nissen fiir den Aufbau des Zentroplasmas bel Phormidium uncinatum
folgendes Bild: Im gesamten Bereich des sich phasenoptisch hell dar-
stellenden Zentroplasmas liegt die RNS diffus verteilt. Die DNS ist an
relativ kleine, meist netzartig verkniipfte Granula (z. Gr.) gebunden, die
als ,,Chromidialapparat’ im Zentroplasma angeordnet sind. Weiterhin
sind im Zentroplasma phosphatidhaltige, peripher gelegene Granula
(p. Gr.) und Granula, an die eine siureldsliche Phosphorverbindung
(kondensierte Phosphate — THILO 1950, 1952) gekniipft ist (gr. Gr.),
anzutreffen. Wie weit auch die RNS am Aufbau einzelner Granula be-
teiligt ist, 148t sich noch nicht eindeutig entscheiden, da bei einer Ex-
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traktion der die RNS eventuell maskierenden kondensierten Phosphate
mittels TCS auch die RNS mit entfernt wird. Nach Behandlung mit der
zur Verfiigung stehenden Phosphatase liel sich keine Verinderung der
Granula beobachten.

Abb. 4. Phormidium uncinatum. Lingsschnitt. Elekironenmikroskopische Aufnahme.
QOriginalaufnahme 13000:1, nachvergrdBert

Elektronenmikroskopische Beobachtungen

In median gefilhrten Schnitten beobachtet man hellere Bezirke, die
von undeutlich begrenzten, kontrastreichen Strukturen durchsetzt sind
(Abb. 4). Diese helleren Bezirke lassen sich nicht scharf gegen das
Chromatoplasma abgrenzen. Lamellen werden in ihrem Bereich nicht
gefunden. Die kontrastreichen Strukturen bestehen aus faden- bis strang-
férmigen Gebilden, die von granuldren Elementen durchsetzt sind. Eine

11%*
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charakteristische Feinstruktur dieser Gebilde konnte nicht festgestellt
werden. Die Lage und Anordnung der stark elektronenstreuenden Sub-
stanz 140t nach Rekonstruktion der Ultradiinnschnitte und nach Ver-
gleich mit den lichtmikroskopischen Ergebnissen die Vermutung zu, dafi
es sich hier um die netzartig verkniipften, DNS-haltigen Strukturen
handelt. Verschiedentlich konnte eine Anhéufung von kontrastreichen run-
den oder weniger kontrastreich und unregelméfBig geformten Granula im
Zentroplasma beobachtet werden. Die kontrastreichen Granula (gr. Gr.)
zeigen nach starkem HlektronenbeschuB3 Sublimationserscheinungen,
wie sie wiederholt beschrieben wurden (Kénvic u. WINKLER 1948;
BrinamAanN 1950; NirLowitz u. DrEws 1955). Es liegt die Vermutung
nabe, dafl an ihrem Aufbau — wie auch die lichtmikroskopischen Unter-
suchungen ergeben haben — kondensierte Phosphate beteiligt sind. Eine
genauere Analyse der im Zentroplasma gelegenen Strukturen mu8 einer
spateren Untersuchung vorbehalten bleiben.

Granulire Einschliisse des Chromatoplasmas

Im phasenkontrastmikroskopischen Bild der lebenden Zelle erscheinen
im Bereich der Querwand Granula, die sich von dem sie umgebenden
Plasma deutlich abheben. Besser lassen sie sich darstellen, wenn man die
Zelle mit Formol-Ca fixiert und dann im Hellfeld betrachtet. Man erkennt
dann auf beiden Seiten der Querwand eine Reihe von Granula, die sich
oft genau gegeniiber liegen. AuBer diesen ,, Querwandgranula‘* liegen im
Chromatoplasma verstreut einzelne Granula, die keine bestimmte An-
ordnung erkennen lassen.

Nachweis von Redoxfermenten. Bigrie, KavuscHE und HAARDICK (1949) wandten
die auf KveN u. JErRcHEL (1941) zuriickgehende Methode der Triphenyl-Tetra-
zoliumchlorid-Reduktion durch lebende Zellen als cytochemischen Test bei Bak-
terien an. Seither konnte in zahlreichen Untersuchungen (Marrson 1947; Kuw
1951; BropIE u. Gors 1952; HauN 1952; PREUNER u. Mitarb. 1952; BurNs 1953;
KrrLENBERGER u. HuBER 1953; Parker 1953; Saro 1953; Somerson 1953,
ZiegLER 1953; Davis u. Mitarb. 1954; HarTtmany u. Liv 1954; Huco 1954;
Kuan u. Linxe 1954; NEvMANN u. KocH 1954) in vivo und in vitro nachgewiesen
werden, dafl verschiedene Dehydrasen Tetrazoliumsalz zu reduzieren vermégen,
djeses sich also zum Nachweis der genannten Fermente eignet. Nicht unwider-
sprochen blieb dagegen die von Breric u. Mitarb. (1949, 1952) vertretene Ansicht,
daf das Formazan am Orte seiner Bildung abgelagert wird und eine genaue Lokali-
sierung der Fermente ermdglicht (WeisvLL 1953 ; ZiEeLER 1953 u. a.). Als Haupt-
argument wird angefithrt, daB das Formazan im Plasma Kristalle bildet, die
Strukturen vortiuschen konnen, bzw. das Formazan des normalen TTC (2,3,5-Tri-
phenyltetrazoliumchlorid), welches gut fettloslich ist, sich sekundér in der lipoiden
Phase der Zelle anreichert.

Trotzdem erscheint es uns moglich, wie noch niher auszufithren sein wird, auf
Grund der Ablagerung von Stilben-TC cytologische Aussagen zu treffen. Fiir die
vorliegenden Untersuchnngen wurde fast ausschlieBlich das Stilben-TC verwandt,
dessen blaues Formazan sich kaum in den iiblichen Fettlosungsmitteln lost.
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Etwa 30 min nach Einbringen der Algen in die Stilben-TC-Losung
(Nahrisésung + 0,059, Stilben-TC, py 7,4; siche DrEws 1955b) lassen
sich die ersten Anzeichen einer deutlichen Reaktion beobachten: Granula,
die an den Querwinden und den Stellen der Lingswinde liegen, von
denen aus die Querwandbildung einsetzt (Qu. Gr.), farben sich dunkel-
blau an (Abb. 5). Es 146t sich wegen der Kleinheit der Granula nicht
entscheiden, ob es sich um eine Ein- oder Anlagerung des Formazans
handelt. Spéter tritt der Farbstoff auch noch in Form linglicher, nadel-
formiger Gebilde in Erscheinung. Lalt man die Blaualgen 12 oder mehr
Stunden in der Stilben-TC-Lésung, so kann
in einzelnen Féllen das gesamte Plasma blau
gefidrbt sein und an den Querwinden und

zentral gelegenen Granula die Ablagerung 3" F R T
von Formazan einsetzen, Zumeist bleibt aber a't l\ L
die Formazanablagerung auf die oben- EA —

genannten Querwandgranula und die ling-
lichen Gebilde beschrinkdt. ) i
Abb. 5. Phormidium uncinatwm.

Aus den hier geschilderten Beobachtungen — Lebend, Stilben-TC-Reduktion.
. .. Ablagerung des Formazan in den
darf wohl geschlossen werden, daB die primér Querwandgrantla, 1650:1
in den beschriebenen Granula beginnende
Stilben-TC-Reduktion auf die Tétigkeit von reduzierenden Fermenten
(Dehydrasen) zuriickgefithrt werden kann.

Die gleichen Strukturen, an denen Stilben-TC reduziert wird, firben
sich mit Janusgrin B (0,02%, in Acetat-Veronal-Puffer 0,0014 m,
35 min) kraftig blaugrin an. Bei bestimmten pg-Werten (z. B. px 5,0)
sind im schwach diffus blaugriingefarbtem Plasma an der Querwand
nach etwa 35 min deutlich rotgefdrbte Granula zu beobachten. Janus-
griin B ist also ausschlieflich im Bereich der Querwandgranula zum
roten Didthylsafranin reduziert worden (Lazarow u. COOPERSTEIN
1953). Auch aus dieser Beobachtung kann auf eine Beteiligung redu-
zierender Fermente am Aufbau der Querwandgranula geschlossen werden.

Die Nadi-Reaktion dient dem Nachweis der Cytochromoxydase
(ScHEUMMELFEDER 1949; Prrxer 1952; Bautz 1954). Beim Einbringen
der Blaualgen in das Reaktionsgemisch kann unter Umstinden schon
nach 5 min eine deutlich positive Reaktion beobachtet werden.

Die Zeit, die vom Einbringen der Blaualgen in die Versuchslésung bis zum Sicht-
barwerden der Reaktion vergeht, 148t eine Abhéingigkeit von der Konzentration
des Puffers erkennen. Bei Verwendung von 0,15 mol Phosphat-Puffer wird die
Reaktion rasch (5—10 min) in 0,015 mol nach 20 min und in 0,0075 mol nach etwa
60 min deutlich.

Die Reaktion wird durch KCN (1-10-3 mol) und H,8 vollstindig ge-
hemmt. Dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit PERNER und
188t auf ein schwermetallhaltiges Ferment schlieBen.
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Verfolgt man den Ablauf der Nadi-Reaktion mikroskopisch, go sieht
man, dafl das Indophenolblau zuerst im Bereich der Quer- und Léngs-
winde in auflerordentlich kleinen Granula gespeichert wird. Spéter ist der
Farbstoff auch an anderen Stellen im Chromatoplasma anzutreffen. Die
Bildung beginnt also in den gleichen Bezirken der Zelle, in denen primér
Formazan entsteht. Es besteht demnach die Méglichkeit, dal beide
Reaktionen an die gleichen Strukturen gekniipft sind. Da das bei der
Nadi-Reaktion entstehende Indophenolblau jedoch lipoidlsslich ist, muf3
man damit rechnen, dafl der Farb-
stoff sekundér in der lipoiden ~ ; pp—
Phage der Zelle angereichert wird. b/ ’*-, ‘ ‘1 “'
Dafiirsprichtauch,daf zumindest 3 i

Abb. 6. Phormidiumn uncinatuwm. Strukturierte Granula im Bereich der Querwand,
Originalaufnahme 13000:1, nachvergroBert. Elektronenmikroskopische Aufnahme

ein Teil der Querwandgranula Phospholipoide enthdlt (Nachweis nach
BaxEr, siche Gomort 1953, Sudanschwarz B-Farbung schwach positiv).
Dagegen 148t sich geltend machen, dal das Indophenolblau sehr rasch
in den Querwandgranula und erst spdter auch in anderen Granula er-
scheint. Es darf also wohl mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit an-
genommen werden, daBl in der Néhe der Querwinde in granuliren
Strukturen sowohl reduzierende wie auch oxydierende Fermentsysteme
lokalisiert sind. Es 146t sich aber lichtmikroskopisch nicht ausschlieBen,
daB im Bereich der Querwinde mehrere Arten von Granula vorhanden
sind.

Im Chromatoplasma liegen dort, wo eine junge Querwand angelegt
wird, oder sich junge Winde bilden, ebenfalls ,, Querwandgranula.
Vereinzelt trifft man im Chromatoplasma auch Granula, die aller Wahr-
scheinlichkeit nach kondensierte Phosphate enthalten. Sie verhielten
sich firberisch und nach TCS-Extraktion wie die entsprechenden Ge-
bilde im Zentroplasma (gr. Gr.).

Glykogen konnte niemals in Form von Granula beobachtet werden
(Perjodséure-Schiff-Reaktion, Jod-Jodkali). Wir beobachteten immer
eine diffuse Anfarbung des gesamten Plasmas, wie sie auch DrRAWERT
(1949) beschreibt.
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Im Elektronenmikroskop lassen sich an Hand von Schnitten
durch Phormidium uncinaium 2 Arten von Granula nachweisen {Abb. 4),
einmal kleine, stark osmiophile, die meist unmittelbar der Wand an-
liegen (Abb. 6), zum anderen grofere, strukturierte Granula (Abb. 6a).
Die grofien Granula messen bis 300 my Dicke, die kleinen (Abb. 6b)
haben einen Durchmesser von etwa 40 my und liegen damit unter der
Auflésungsgrenze des Lichtmikroskopes. Da aber im Lichtmikroskop
deutlich die Anlagerung von Formazan an Querwandgranula beobachtet
werden konnte, ist anzunehmen, dafl zumindest die Dehydrasen an die
groBen Granula gebunden sind. Dafirr spricht auch, daB die grofien
Granula strukturiert sind und somit in Aufbau und Funktion an pflanz-
liche und tierische Mitochondrien erinnern (Parapz 1953). Nach dem
lichtmikroskopischen Bild zu urteilen, ist die Nadi-Reaktion wahrschein-
lich an die gleichen Strukturen wie die TC-Reduktion gebunden. Es lafit
sich aber nicht ausschlieBlen, daf3 auch die kleinen Granula Triger von
Fermenten sind. In der GréBenordnung entsprechen sie den Mikrosomen.

Diskussion

Nach den vorliegenden Untersuchungen laft sich die Zelle von
Phormidiuwm uncinatum in ein phasenkontrastmikroskopisch hell er-
scheinendes Zentroplasma und in ein die iibrige Zelle ausfiillendes
Chromatoplasma, an das die Assimilationspigmente gebunden sind,
einteilen. Eine distinkte Grenze, etwa in Form einer Membran, besteht
nicht. Nach dem elektronenmikroskopischen Bild kann man das Zentro-
plasma auch als den zentralen Raum bezeichnen, der nicht von den
Lamellenpaketen des Chromatoplasmas, die die gesamte tbrige Zelle
durchziehen, durchsetzt ist. Mit der FrvLcEN-Reaktion konnten im
Bereich des Zentroplasmas DNS-haltige Strukturen nachgewiesen wer-
den, die eine recht mannigfaltige Anordnung zeigten (nach Fixierung mit
gepufferter OsO,-Losung). So waren ein Netzwerk mit granulaartigen
Verdickungen, vielfach gekriimmte Stringe oder wenige (meist 2) mit-
einander verkniipfte, gréfiere Granula zu beobachten. Nach Alkohol-
fixierung waren die Strukturen etwas gréber. Niemals traten jedoch bei
der FrurgeEN-Reaktion so kompakte Gebilde auf, wie sie BRINGMANN
(1950, 1952) an Lyngbia aerogineo-coerulen und v. ZastrRow (1953) an
Oscillatoria limosa als Karyoid bzw. Zentralsubstanz beschrieben haben.
Die Auffassung Bringmanys, dal DNS, RNS und Metaphosphate in
einem runden, granulaartigen Komplex (Karyoid) vereint sind, der in
Ein- oder Mehrzahl in der Zelle auftritt, liel sich fiir unser Objekt nicht
bestétigen, auch wenn man die Moglichkeit einer granuliren Zerteilung
des Zentroplasmas im Alter, wie sie von v. ZasTrow fiir verschiedene
Arten nachgewiesen wurde, mit beriicksichtigt. Nach den vorliegenden
Ergebnissen liefen sich zwar auch (wie von BRINGMANN 1950; Biswas
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1953; v. Zastrow 1953 und Hrrest 1954) DNS, RNS und Phosphat-
verbindungen im Zentroplasma nachweisen; sie waren aber auf ver-
schiedenen Strukturen angeordnet:

Im Bereich der diffus verteilten RNS lagen die nucleal-
positiven Strukturen und davon unabbhingig die verschie-
deren Phosphatgranula.

Es wire denkbar, die unterschiedliche Anordnung der DNS-haltigen
Substanz auf verschiedene Teilungsstadien zuriickzufithren. So lange
aber der Mechanismus dieser ,,Kern“-Teilung noch voéllig im Dunklen
liegt, mul diese Frage unbeantwortet bleiben.

Wie oben dargestellt, liegen im Bereich der Querwinde Granula, die
reich an reduzierenden und oxydierenden Fermenten sind. Sie lassen
sich schon in frithen Stadien der Querwandbildung nachweisen und
diirften eine Bedeutung fiir die stoffwechselphysiologischen Vorginge
bei der Bildung der Querwand besitzen.

Zusammeniassung

1. Das Zentroplasma von Phormidium uncinatum ist ein phasenoptisch
hell erscheinender, lacunenartig verzweigter Bezirk, der ohne scharfe Ab-
grenzung in das Chromatoplasma iibergeht.

2. In dieses Zentroplasma, das in diffuser Verteilung Ribonucleinséure
enthilt, sind drei verschiedene, granulaartige Elemente eingelagert:

a) kleine, meist netzartig verbundene, FRULGEN-positive Granula,

b) griBere, verstreut liegende Granula, die Phosphate, wahrscheinlich
kondensierte Phosphate (TEILO 1951, 1952) und eventuell auch RNS ent-
halten und

¢) kleine, peripher gelegene Granula, die Phospholipoide enthalten.

3. Elektronenoptisch erscheint das Zentroplasma als ein System
schmaler, unscharf gegen das lamelléire Chromatoplasma abgegrenzter
Bezirke. In diesem hell erscheinenden Zentroplasma liegen unregel-
miBig gestaltete, dunkel erscheinende Plasmapartien, in die zum Teil
Granula eingelagert sind.

4. Tm Bereich der Querwand konnten Granula mit Mitochondrien-
funktion nachgewiesen werden. Sie reduzieren Stilben-TC und Janus-
griin. Im Ultradiinnschnitt erweisen sie sich als strukturiert und besitzen
einen Durchmesser von etwa 300 my.

AuBer diesen groBen Granula lagen im Bereich der Querwand kleine
(Durchmesser 40 mu), stark osmiophile Granula. Uber die Funktion dieser
Granula 146t sich zur Zeit noch nichts aussagen.
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