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Zentroplasma und granul~ire Einschliisse yon Phormidium uncinatum 

Von 
G. DREWS und W. 2gIKLOWITZ 

Mit 6 Textubbildungen 

(Eingegangen am 18. 2govember 1955) 

In  seiner, den eigenen Untersuchungen vorangestellt~en Literatur- 
fibersieht zeigt DnAW~T (1949), dab aus den bis zu diesem Zeitpunkt  
vorliegenden Arbeiten kein einheitliehes Bild yon der Organisation der 
Cyunophyeeenzelle resultiert. In  den folgenden Jahren wurde daher ver- 
sueht, mi t  Hilfe spezifiseher tParbreaktionen, der UV-Mikroskopie und 
dem Phasenkontrastmikroskop neue Erkenntnisse fiber Anordnung und 
stoffliehe Natur  der Zelleinsehliisse zu gewinnen. Ubereinsgimmend 
ergibt sieh aus diesen, wie aueh verschiedenen ~lteren Arbeiten, dM~ im 
Zentroplasma 1 basophile Substanz angeordnet ist, die eine kernghnliehe 
Funktion ausiiben soll (BI~INGMA~ 1950, 1952; ]~IS~u 1953; ]-IERBST 
1953, 1954; V. ZASTROW 1953 und CASSEL u. HUTCHINSON 1954). Nach 
den Untersuehungen yon ]~RINGMANN, HERBST und v. ZASTROW sind 
sowohl Desoxyribonueleins~ure ~ wie aueh l~ibonueleins~iure ~ am Aufbau 
dieser basophilen Zellbestand~eile beteiligt. Aueh Volutin (HEaBST 1953, 
Bm~GMAN~ 1950, CASS~L u. I-IuTcHINSON 1954) und eine Quellsubstanz 
(DRAW~T 1949) werden im Zentroplasma naehgewiesen. Hinsiehtlich 
Form und GrSBe und auch hinsichtlich der genaueren ehemisehen 
Zusammensetzung der fiir den Bereieh des Zentroplasmas besehriebenen 
Strukturen bestehen jedoch recht untersehiedliehe Aussagen. Diese 
lassen sieh naeh den verg]eiehenden Untersuchungen v. ZASTaOWS 
einmM auf die verschiedene systematisehe Zugeh6rigkei~ der einzelnen 
Objekte, zum anderen auf die beim Altern versehiedentlieh zu beob- 
aehtende Vaeuolenbildung oder Zerteilung der Zentralsubstanz in zahl- 
reiehe Granula zurfiekfiihren. It~ufig sind diese Differenzen aber aueh 
durch untersehiedliehe Fixierungs- (siehe aueh v. ZAST~OW) und Fgrbe- 
methoden bedingt, t t inzu kommt,  dab die angewandten l~/~rbungen 

1 Siehe die im Kapitel Zeatroplasma. gegebene Definition. 
2 DNS. 
s RNS. 
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vielfach unspezifisch sind bzw. ihre Spezifit/~t nach den heute vorliegen- 
den Untersuchungen in Frage gestellt werden mull (siehe unten). 

In der vorliegenden Untersuchung wird daher das durch die Lebend- 
beobachtung im Phasenkontrastmikroskop gewonnene Bild yore Aufbau 
der Zelle den Ergebnissen f~rberischer und cytochemischer Nachweise 
und elektronenmikroskopischer Beobachtung (Ultradiinnschnitte) gegen- 
fibergestellt, um so einen Beitrag zur Kl~rung der Natur  des Zentro- 
plasmas geben zu kSnnen. Im Vordergrund steht dabei die Frage, ob die 
bei verschiedenen Autoren (unter anderem BRI~GMA~ 1950 ; V. ZAST~OW 
1953; CASSnL u. HVTCm~SO~ 1954) abgebildete und mit basischen Farben 
darstellbare Zentralsubstanz ein einheitlieher KSrper ist oder sieh in 
morphologisch und chemiseh differenzierbare Bestandtefle aufteilen l~Bt. 

lqeben den im Zentroplasma gelegenen Strukturen sollen auch die im 
Chromatoplasma enthaltenen Granula untersucht werden. Besonders 
sehiea uns der Nachweis yon Redoxfermenten yon Interesse. Diese sind 
nach den vorliegenden Untersuehungen an tierisehen und pflanzlichen 
Objekten an cellul/~re Strukturen (Mitoehondrien, Mikrosomen) gebunden. 
Bisher wurden sic bei Blaualgen nieht besehrieben. 

Material und Methoden 

Ftir die vorliegcnde Arbeit wurde als Untersuchungsob]ekt Phormidium unci- 
nature Gore. verwandt. Die Algen wurden auf Glasfilterplatten in mineralischer 
N~hrlSsung kultivier~ (D:~Ews 1955a). 

A]s Fixierungsmittel dienten: 96~o iger Athylalkoho]; gepufferte, 1% ige OsO~- 
LSsung (siehe N~LOWITZ n. DREws, 1. Mitt.) oder Formol (neutral)-aqua dest. 
1 : 10 unter Zusatz yon 1% CaC] 2. 

Folgende Farbstoffe bzw. Farbl6sungen fanden Verwendung: Acridinorange 
(Bayer) in gepufferter, w/~Briger L6sung I : I0000; GIE•SA (Griibler, Lpz.), Stamm- 
]Ssung 1 : 50 verdiinnt mit Veronal-Acetatpuffer (0,0014 mol) PH 6,8 ; Pararosanilin, 
aeridinffei, ,,stand". (Bayer) zur FEVLOE~-Reaktion, Ansatz nach ST~FFE~; 
Gallocyanin (Hollborn) ftir die Gallocyaninchromalaunfi~rbung (EI~ARSON 1951); 
Thionin (Bayer) nach MAYER (RoMEIS, w 1752); Methylgriin (Merck) 1, 0,5%ig in 
0,1 n Acetatpuffer, PH 4,1; Pyronin (Grfibler), 0,5%ige w~l]rige L6sung; Methylen- 
blau (Bayer), Trypaflavin (Bayer) zum Phosphatnaehweis nach WINDISC~ u. 
Mitarb. (1954); Toluidinblau (Griibler) nach LINDEGREI~- (]950) oder 0,5%ig 
w/~Brig; Azur I (Merck), 0,25~ w~i]rige LSsung; Sudanschwarz B, ges/~ttigte 
L6sung in Diacetin ~. 

Fiir die Verdauungsversuche dienten folgende 1%rmente: Pepsin DAB 6 (Pepton- 
Atarost-Werke, Rostock), 0,05--0,1% ig in n/100 1~C1; Papain (Rostock), 0,05~ 
in Kaliumbiphtalat- bzw. Acetatpuffer pH 5,0 + 0,002 mol Cystein (Merck); 
Trypsin puriss. (Rostock); Ribonuelease (kristall., salz- und proteasefrei, Light 
& Co., England, bzw. ein im Institut hergest. Praparat8 ; Desoxyribonuclease, krist., 
Inst. pr~p.). Trypsin, RN-ase u. DN-ase wurden in Aeetat-Veronal-Puffer gelSst. 

1 Zur Entfernung des Methylvioletts etwa 8ma] mit Chloroform ausgeschtittelt. 
2 Fiir die Unterstiitzung bei den technisehen Arbeiten danken wir Frl. GIEBLER. 

Fiir die Iterstellung und freundliche (~bcrlassung des Praparates danken 
wir Herrn Dr. VEN~EI~. 
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Als Redoxfarbstoffe dienten 5,5 r, 3,3r-Tetraphenyl 2,21-Di-p-stflbenditetra - 
zoliumchlorid 1 (in der Arbei~ als Stflben-TC bezeichne~), ftir Vergleichsuntersuchun- 
gen 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC-Merck) und Janusgriin B. TTC und 
StilbemTc wurden in 0,05--0,1~oiger Konzentration in gepufferter N/~hrlSsung 
angesetzt (DREwS 1955b). W~hrend der Reaktion standen die G1/~schen mit der 
FarblSsung im Dunkeln. Die mikroskopische Beobachtung des l~eduktionsverlaufes 
wurde zun~ehs~ nur bei t~otlich~ durchgefiihrt, um eine Umwandlung des Farb- 
stoffs im blauen Lieht zu -zerhindern. Vergleichsuntersuchungen ]leBen jedoch 
keinen st6renden EinfluB auf die Reaktion mit Stilben-TC erkennen. - -  Ftir die 
Nadi-Reaktion verwendeten wir .~-Naphtol (Schering, Adlershof) und Dimethyl-p- 
phenylendiaminhydroehlorid (Merck). Beim Ansetzen der L6sungen richteten wir 
uns im wesentlichen naeh den Angaben yon PmZ~E~ (1952). Naeh unseren Erfah- 
rungen wird aber die 1%eaktion nicht beeintrachtigt, wenn man das Naphtol in einer 
geringen Menge J~thanol 16st und dann mit aqua dest. aufftillt. - -  Zur Bewegungs- 
hemmung dienten in einigen F~llen sehwache Dosen yon 2,4-DinRrophenol oder H~O~. 

Die Einbettung der Objek~e und die Herstellung yon SchnRten ftir die elek- 
tronemmikroskopische Beobachtung sind in der 1. Mitt. ausfiihrlich beschrieben. 
Auf diese Darstellung wird verwiesen. 

Ergebnisse  

Zentroplasma 
Lebendbeobachtung 

Die lebende Zelle yon Phormidium uncinatum zeig~ bei  der  Bet rach-  
tung  im P h a s e n k o n t r a s t m i k r o s k o p  einen hellen, zent ra l  gelegenen Bezirk  
yon  unrege lm~] ige r  GestMt und  GrSBe (Abb. 1). Zumeis t  bes teh t  dieser  

aus e inem Sys t em yon ]acunen- 
a r t igen  Ver~istelungen, die v o n d e r  
Ze l lmi t te  aus bis in die Per ipher ie  
auss t rah len  (Abb. 2). Die einzelnen 
Lacunen  sind oft  nur  0 ,5- -1 ,0 /~  
breit ,  t t~ufig beobach te t  man  auch 

Abb. 1. Pho~midium uncinatum. Lebend, Phasen- Abb. 2. Phormidium uncinatum. 
kontrastaufi~ahme. Normale Einstellung des Tubus. Lebend, Phaseukontrastaufnahme. 
Verschiedene Formen des Zentroplasmas. Lumipan, ]tohe Einstellung des Tubus. 1300:1 
Obj.: H I  PH 90, Ok.: ProL 6,3, nachvergr, auf 1300:1 

einen re l a t iv  groBen Zent ra lbez i rk ,  d e r n u r  wenig verzweigt  ist. Diese 
hier  beschr iebenen,  n ich t  schar f  gegen das  per iphere  P l a s m a  abgegrenz ten  
, ,Hel lzonen"  en tsprechen  hinsicht l ich ihrer  Lage  dem in der  L i t e r a t u r  als 

1 Yiir die Herstetlung und freundliche Oberlassung des Pr/~parates danken wir 
Herrn Dipl. chem. HERB. 
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Zentroplasma, ZentralkSrper oder Zentralsubstanz bezeiehneten Bezirk 
(DRAwERT 1949, CASS~L u. HUTChinSON 1954). Wenn im folgenden der 
Ausdruck Z e n t r o p l a s m a  ffir diesen zentralen Bezirk gebraueht wird, 
so soll er in dem aufgezeigten Sinn verstanden werden, n~mlich rein 
deskriptiv als topographisehe Bezeichnung ffir die zentralen, nicht 
seharf gegen die peripheren Tefle der Zelle abgegrenzten Bezirke, ohne 
damit  zun~chst etwas fiber Aufbau und Funktion anssagen zu wollen. 

I m  Zentroplasma liegen mehrere bis zahlreiche Granula, die h~ufig 
netzartig miteinander verkniipft oder auf langen Plasmaverdiehtungen 
angeordnet sind. Auch einzelne, relativ groBe und scharf gegen das 
Plasma abgegrenzte Granula sind im Zentroplasma anzutreffen. Die 
Einschlfisse lassen bei normaler mikroskopischer Beobachtung keine 
Bewegung erkennen. Peripher yore Zentroplasm~ liegt das Chromato- 
plasma. 

C~SS~L u. HUTCHINSON (1954) bringen in ihrer Arbeit Phasenkontrast- 
aufnahmen yon Microcoleus. Diese Abbildungen zeigen ebenfalls ein hell 
erscheinendes Zentroplasma, das granulate Einschlfisse enth&lt. 

Fgrbungen und cytochemische Nachweise 

Der im Phasenkontrast  hell erscheinende Bezirk der lebenden Phor- 
midium-Zelle (Zentroplasma) l~l~t sich auch f~rberisch darstellen. Mit 
Aeridinorange (1:10000) angef~rbt, fluoresciert das Zentroplasma 
leuchtend gelb-grfin. Diese kr~ftige Fluorescenz konnten auch v. ZA- 
ST~OW (1953) und KRIEG (1955) an Oscillatorien beobachten. 

v. Z~ST~OW bezeichnet diesen Bezirk als Zentralsubstanz Die von ibr gegebene 
zeichnerische Darstellung der sich bei Phormidium uncinatum mit Acridinorange 
gelb-grtin f~rbenden Bezirke entspricht im wesentlichen den eigenen Beobachtun- 
gen: Die feine, im Phasenkontrastmikroskop deutlich werdende G]iederung geht 
verloren und es erscheint ein relativ kompaktes und nur schwach verzweigtes 
Zentroplasma. Wahrscheinlich ist dafiir die gegenseitige Uberlagerung und I)ber- 
strahlung der in verschiedenen Ebenen liegenden, fluoreszierenden Bezirke ver- 
~ntwortlich zu machen. Die Fluorescenz des Zentroplasmas konnte vom schwach 
Sauren bis ins stark Alkalische (pH 10,0) hinein beobachtet werden. 

Das Chromatoplasmu fluorescierte schwach bis deutlich rot. Diese Erscheimmg 
ist zum groBen Tefl dutch die Eigenfluorescenz des Chromatoplasmas bedingt. 

Eine Abgrenzung yon Chromato- und Zentroplasma, wie sie dureh die 
Behandlung mit Acridinorange zu erhalten war, wird auch nach F~r~ 
b u n g  m i t  GIEI~SA (Alkoholfixierung) deutlich. Die gesamte Zelle f~rbt 
sich violett an, das Zentroplasm~ jedoch kr~ftiger~ das Chromatoplasma 
hingegen nur schwaeh. Ahnliche Ergebnisse erhglt man mit  Thionin und 
Azur I. Eine schgrfere Abgrenzung des Zentroplasmas ist durch Tannin- 
sguredifferenzierung nach GiE~sa-Fgrbung zu erhalten (CAssEL u. 
HUTOHI~SO~ 1954). Die auf diese Weise durchgeffihrten Fgrbungen 
entsprechen den bei CASSEL u. Mitarb. verSffentlichten Abbildungen von 
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Phormidium. D i e  Z e l l e  y o n  P h o r m i d i u m  u n c i n a t u m  l~13t a l s o  
e i n e n  z e n t r a l e n ,  i m  P h a s e n k o n t r a s t  h e l l  e r s c h e i n e n d e n  u n d  
m i t  b a s i s c h e n  F a r b s t o f f e n  d a r s t e l l b a r e n  B e z i r k  ( Z e n t r o -  
p l a s m a )  e r k e n n e n .  

Nach  diesen or ien t ie renden  Versuehen und  den Erf~hrungen  der  
L i t e r a t u r  dur f te  e rwar t e t  werden,  dab  im Zen t rop la sma  Nucle ins~uren 
en tha l t en  sind. U m  diese ge t r enn t  nachzuweisen,  wurde zun~chs~ mi t  
M e t h y l g r f i n  und  P y r o n i n  gef~rbt ,  d a  diese ~arbs tof fe  yon  B~I~C- 
MA~N (1950), HE~BST (1953) und v. ZAST~OW (1953) zum Nachweis  der  
D N S  und  der  R N S  bei verschiedenen f~digen Cyanophyceen  v e r w a n d t  
wurden.  

~&ch POLLISTER U. LEUCttTEiNBERGER (1949), KO~ICK (1950) und KV~ICK u. 
MllCSKu (1950) ist Methylgriin bei PH 4,1 spezifisch fiir DNS, Pyronin spezifisch fiir 
RNS (BI~ACItET 1940). Bei Anwendung yon Methylgriin erhielten wir jedoch eine 
Griinfarbung des gesamten Plasmas. Eine J~nderung des Fixierungsmittels (Os04, 
Athanol, Champy, Regaud), eine Vorbehandiung mit Lanthannitrat und eine Ver- 
li~ngerung der F~rbezeit (bis 72 Std bei 4 ~ C) fiihrten zu keinem anderen Ergebnis. 
Eine anf~nglich zu beob~chtende Blaugriinf~rbung einzelner Granula (siehe auch 
BgIXG~IAN~ 1950) lieB sich auf Reste yon Methylviolett zuriickfiihren, die beim 
Ausschiitteln des Methylgrtins zuriickgeblieben waren. Dieses Ergebnis best~tigt 
die Untersuchungen yon AL~m~T (1952) und SA~DRITTEI~ U. DI~F~I~BACH (siehe 
SANDRITTER 1955), n~ch denen Methylgriin nicht mehr als allein spezifisch fiir DNS 
angesehen werden kann. Denn es darf wohl mit Sicherheit ~ngenommen werden, d ~  
die DNS nicht diffus im g~nzen Plasma verteflt anzutreffen ist (D~wEJaT 1949, 
v. ZASTROW 1955), zumal ~uch Pyronin den gleichen Bezirk rot anf~rbte. Nach 
Ribonucleaseeinwirkung ist nur das Zentropl~sma noch mit Methyigriin angefi~rbt. 
Auch die Spezifit~t yon Pyronin fiir RNS mul~ nach unseren Erfahrungen in Fr~ge 
gestell~ werden, l~ach Alkoholfixierung und zum Tefl anschlieGendem 2stiindigem 
Aufenthalt in ~ther-Alkohol (2:1) zur Entfernung der eventtmll st5renden Lipo- 
proteide wurden di~ Cyanophyceen mit Trichloressigs~ure (TCS, Zimmertemperatur~ 
42 Std) behandelt, um die I%NS zu extr~hieren (WI~])E~ ~. D ~ Y ,  1954). Doch 
auch nach dieser Behandlung, wie auch nuch Behandlung mit Ribonuc]ease, war 
noch eine deutliche l~otf~rbung zu beobachten. 

M e t h y l g r i i n  u n d  P y r o n i n  e i g n e t e n  s i c h  a l s o  n i e h t  z u m  g e -  
t r e n n t e n  N a c h w e i s  d e r  b e i d e n  N u c l e i n s ~ u r e n .  Gfinstigere Re- 
sul t~te  k o n n t e n  wir  mi t  dem Ox~zinfarbstoff  G a l l o e y a n i n c h r o m -  
a l ~ u n  ~ ( E ~ A ~ s o ~  ]932, 1951; L~G~RSTEDT 1948, 1949) erzielen. Dieser  
F a r b s t o f f  wird  yon be iden  Nuele ins~uren quun t i t a t i v  gebunden  ( D ~ -  
FEN]~ACI:][ U. SAI~IDI~ITTEI% 1954; SAlXIDRITTEI% 1954, 1955). Auch seine 
Spezifi t~t  ist. nur  re la t iv .  So fi~rbt er z. B. Me taphospha t e  (ST~c~{ 1953). 
Doch lassen sich diese Nebeneffekte  dureh  en tspreehende  Vorbehand lung  
einschrs  

Wird Phormidium nach Alkoholfixierung in GCA gegeben, so fiirbt sich das 
gesamte Zentroplasm~ deutlich b]~u-violett an. Innerhalb des diffus tingierten 
Bereiehs erscheinen zahlreiche kleine und mehrere groi~e Granul~ kr&ftig b]&ulich 
oder mehr rStlich-violett ~ngef~rbt. lk<ach Fixierung mit OsO~ oder Formol-Ca 

1 Im folgenden als GCA bezeichnet. 
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erhielten wir ~hnliche Bilder; nur waren an der Peripherie des Zentroplasmas 
noch kleine, ebenfalls gefgrbte Granula zu beobachten. Die Ergebnissc der F/~rbung 
mit GCA sind in der folgenden Tabelle zusammengefal]t. 

Wie n o c h  n/~her a u s z u f f i h r e n  se in  wird ,  l a s s e n  s ieh  m i t  
G ~ l l o c y a n i n c h r o m a l a u n  3 A r t e n  y o n  G r a n u l a  im d i f f u s a n -  
ge f /~ rb t en  Z e n t r o p l a s m ~  d a r s t e l l e n :  

1. Kleine, w~hrscheinlieh aggregierte, meist zentral gelegene Gr~nula 
(z. Gr.), 2. Granula, die auch ohne weitere Vorbehandlung naeh der 
F/~rbung vergrS~ert erscheinen und sich krgftig rot-violett anf/~rben 
(gr.  Gr.), 3. k]eine, peripher gelegene Granula, die nach Alkohol- 
fixierung nicht deutlich nachzuweisen siud (p. Gr.). 

Nach Ribonueleasebehandlung (pH 6,4 ; 45 ~ C ; 30 rain) und ~nschlief~en- 
dem Aufenthalt in GCA ist die diffuse Anf~trbung auf einen zentralen 
Bezirk im Zentroplasma beschr/s oder 
fehlt ganz (Abb. 3). Die Granula sind eben- 
falls angef~trbt. Ihre Zahl scheint jedoch 
h~ufig verringert zu sein. Ein ~hnliches Bild 
ergibt sieh nach Trichloressigs~urel-Extrak- 
tion (20 ~ C, 24 Std). Die  R N S  i s t  a lso  

s o w o h l  d i f f u s  im Z e n t r o p l ~ s m a  ve t -  Abb. 3. P]torrnidium u~cinatum. 

t e i l t ,  wie  a u c h  m S g l i c h e r w e i s e  an  Fix.: :4thanol, 95%ig. 
e i n z e l n e  G r a n u l a  g e b u n d e n .  Gallocyaninchromalaunf/s 

nach YLibonucleasebehandlung, 
Die zentrM ge]egenen, aueh naeh Ribonu- la5o:1 

cleasebehandlung tingierbaren Strukturen 
enthalten DNS und eventuell noch andere, sich mit GCA f~rbende 
Substanzen. 

Nach Desoxyribonuclease-Einwirkung (0,05%ig, 37 ~ C, pH 7,4) und 
F~rbung ist die zentrale, feine KSrnelung (z. Gr., siehe oben) nicht mehr 
zu beobachten, die diffuse F/~rbung und die Tingierbarkeit der fibrigen 
Granula bleibt bestehen. Werden die Algen 7 rain mit TCS bei 100~ 
behandelt, so f~rbt sich in der Zelle nichts mehr an. Bei dieser Temperatur 
werden mit Triehloressigs~ure, RNS, DNS und kond. Phosphate extra- 
hiert ( E ~ L  1952; WI~D]~ u. D ~ E ~ u  1954). Aus  d e m  F a r b b i l d  
n a e h  B e h ~ n d l u n g  m i t  F e r m e n t e n  bzw. TCS e r g i b t  s ieh ,  dal~ 
die  k l e i n e n ,  z u m e i s t  m i t e i n a n d e r  a g g r e g i e r t e n  G r a n u l a  (z.Gr.) 
D N S  e n t h a l t e n .  

Zur Sicherung dieses Ergebnisses wurde die FEv~,GE~c-Reaktion 
durchgefiihrt. 

Fix.: _~thanol oder gepufferte OsO4-LSsung, Hydrolyse 15 rain bei 50~ oder 
12 Std bei Zimmertemperatur; F~rb. 4 Std, spi~len 3real 10 rain in S02-haltigem 
Wasser. 

1 TCS. 
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In Ubereinstimmung mit POLffANSKY U. PET]gUSOHEWSKI (1929) und 
DRAWERT (1949) erhielten wir naeh beiden Fixierungen im Zentroplasma 
eine Ansammlung zarter, granulgrer Elemente, die hgufig netzartig 
verbunden sind; aber aueh einzelne gr5gere Granula, die miteinander in 
Verbindung stehen, fgrbten sich rot an. Die yon PETTER (1933) bei einer 
Phormidium-Art erhaltene positive Reaktion in Gestalt paralleler, 
anastomosierender Fgden konnte niemals beobaehtet werden. Gelegent- 
lieh zeigten die Triehome eine sehwaehe, diffuse I~otfgrbung im gesamten 
Plasma, die aueh naeh Alkoholextraktion auf~r~t (siehe aueh DI~AWE~T 
1949). Die bei der FEULGE~-l~eaktion sieh anfgrbende Substanz ent- 
sprieht hinsiehtlieh GrSl3e und Lage dem Bereieh, der sieh naeh TCS- 
Extraktion mit GCA tingiert. Damit ist das Ergebnis der GCA-F/irbung 
bestgtigt. 

Sowohl naeh Ribo- bzw. Desoxyribonueleasebehandlung, wie aueh 
naeh Einwirkung beider Fermente (naeheinander) bleiben im Zentro- 
plasma gelegene Granula (gr. Gr. u. p. Gr.) mit GCA f~rbbar. Aueh 
Pepsin, Trypsin nnd Papain haben auf die Anf~rbbarkeit dieser Granula 
keinen EinfluB. 

Die naeh  G C A - E i n w i r k u n g  sieh v e r g r S g e r n d e n  G r a n u l a  
(gr. Gr.) f~rben sieh mit Methylenblau und Toluidinblau (WIA•E 1947; 
LI~DEGRE~ 1950) metaehromatiseh. Es ist daher zu vermuten, dal3 an 
ihrem Aufbau kondensierte Phosphate (Meta-oder Polyphosphate?) 
beteiligt sin& Naeh den Methoden yon WAO~ISTEm U. PISA~O (1950) und 
WINDISOK U. Mitarb. (1954) liegen sieh in den Granula Phosphat~ionen 
naehweisen. Bei unfixiertem, sowie mit Alkohol oder Aeeton fixiertem 
Material wird der Phosphatnachweis naeh WINDISCK negativ, wenn 
vorher mit TCS (4 Std, 20 ~ C) extrahiert wird. Es handelt sieh also um 
eine sgurelSsliehe Phosphorverbindung. Naeh dem negativen Ausfall ~des 
Phospholipoidnaehweises nach BAI~ER (siehe Go~ol~I 1953), der Sudan- 
sehwarz B-Fgrbnng und der PAS-Reaktion znm Naehweis yon Kohlen- 
hydraten (HoToI~KlSS 1948; McMA~us 1948) lggt sieh ausschliegen, dag 
der Phosphor in diesen Granula an Lipoide als Phosphatid oder an 
Kohlenhydrate gebunden auftritt. Es k6nnen jedoeh in den meisten 
Granula (gr. Gr.) Proteine naehgewiesen werden (Proteinnachweis naeh 
MAZlA u. Mitarb. 1953). Es ist naeh den vorliegenden Ergebnissen 
anzunehmen, dab der  P h o s p h o r  in d iesen  G r a n u l a  (gr. Gr.) als 
sgu re l6 s l i ehes  P h o s p h a t  - -  w a h r s e h e i n l i e h  P o l y p h o s p h a t  
(EBEL 1952) -- auftritt. 

Die dritte Gruppe der im Zentroplasma anzutreffenden 
und sieh mit GCA fgrbenden Granula (p. Gr.) enthglt Phospha- 
tide (Nachweis naeh BAKE~). Sie sind deutlieh nnr nach Formoi-Ca- 
Fixierung naehzuweisen und ]iegen, wie oben sehon ngher besehrieben, 
peripher im Zentroplasma. 

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

F E U L G E N  . . . . . .  

G a l l o c y a n i n c h r o m a l a u n  

GCA n. TCS (100 ~ C) 

GCA n. TCS (20 ~ C; 
48 Std) . . . . .  

GCAn. RN-ase . . . 

GCAn. DN-ase . . . 

GCAn. Papain . . . 

Phosphatidnaehweis . 

PAS-Reaktion . . . 

P.-Nachweis 
(WI~DIsc~) . . . 

M . B  . . . . . . . .  

G I E M S •  . . . . . .  

T h i o n i n  . . . . . .  

S t i l b e n - T C  . . . . .  

N a d i - R e a k t i o n  . . . 

J a n u s g r i i n  :B  . . . 

Z. Gr. 

§ 

§ 

§ 

§ 

• 
§ 

§ 

b l a u  

§ 

§ 

Z e n t r o p l a s m a  

gr. Gr. p .  G r .  

§ § 
n. Formol-Ca 

§ 

n. Formol-Ca 
§ § 

§ 

-- 4. 

+ § 

metachrom. § 

§ § 
n. Formol-Ca 

rStlich 
§ 

d i f f u s  b l a u g r u n  

C h r o m a t o p l a s m a  

Qll. Gr. 

(+) 

• 

§ 

§ 

§ 
ro t5  

M. B. Methylenbl~ufirbung, PAS Perjodsi~ure-Schiff-Reaktion, GCA Galloeyanin- 
chromal~unf~rbung, TCS Triehloressigs~ure, 5%ig, Abkiirzung fiir Zentroplasma 
Granula siehe Text S. 152. 

Z u s a m m e n f a s s e n d  zeigt sich also nach den vorl iegenden Ergeb- 
nissen fiir den Aufbau  des Zentroplasmas bei Phormidium uncinatum 
folgendes Bild: I m  gesamten Bereich des sich phasenoptisch hell dar- 
s tel lenden Zentroplasmas liegt die I=tNS diffus verteil t .  Die DNS ist an  
re la t iv  ldeine, meist  netzar t ig  verknfipfte Granule  (z. Gr.) gebunden,  die 
als , ,Chromidi~l~ppar~t" im Zentroplasm~ angeordnet  sind. Wei~erhin 
sind im Zentroplasma phosphatidhaltige, peripher ge]egene Granula  
(p. Gr.) und  Granule,  an die eine s~urel6sHche Phosphorverb indung  
(kondensierte Phosphate  - -  TH~LO 1950, 1952) gekniipft  ist (gr. Gr.), 
anzutreffen. Wie welt auch die RNS  am Aufbau  einzelner Granule  be- 
teiligt ist, l~13t sich noch n icht  eindeutig entscheiden, da bei einer Ex- 
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traktion der die I~NS eventuell maskierenden kondensierten Phosphate 
mittels TCS auch die RNS mi~ entfernt wird. Naeh Behandlung mit der 
zur Verf/igung stehenden Phosphatase liel~ sich keine Vergnderung der 
Granulg beob~chten. 

Abb. 4. Phormidium uncinatum. L~ngsschnitt .  Elektronenmikroskopische Aufnahme. 
OriginMaufnahme 13000:1, nachvergrSB err 

Ele~tronenmikroslcopische Beobachtungen 
In median geffihrten Schnitten beobachtet man hellere Bezirke, die 

yon undeutlich begrenzten, kontr~streichen Strukturen durchsetzt sind 
(Abb. 4). Diese helleren Bezirke lassen sich nicht sch~rf gegen das 
Chrom~toplasma abgrenzen. L~mellen werden in ihrem Bereich nicht 
gefunden. Die kontr~streichen S~rukturen bestehen bus f~den- bis str~ng- 
fSrmigen Gebilden, die yon gr~nul~ren Elementen durehsetzt sind. Eine 

11" 



156 G. DRaws und W, I~IKLOWITZ: 

charakter i s t i sehe  F e i n s t r u k t u r  dieser Gebilde konn te  n icht  fes tgestel l t  
werden.  Die Lage  und  Anordnung  der  s t a rk  e lek t ronens t reuenden  Sub- 
s tanz lal~t nach  R e k o n s t r u k t i o n  der  Ul t r ad i innschn i t t e  und  nach  Ver- 
gleich mi t  den ] iehtmikroskopischen Ergebnissen  die Vermutung  zu, dal~ 
es sieh hier  um die ne tza r t ig  verknf ipf ten,  DNS-ha l t i gen  S t ruk tu r e n  
handel t .  Versehiedent l ich konnte  eine Anhaufung  yon  kon t ras t re ichen  run- 
den oder  weniger  kon t ra s t r e i ch  und  unrege]m/~ltig geformten  Granu la  im 
Zen t rop lasma  beobaeh te t  werden.  Die kon t ras t re iehen  Granu la  (gr. Gr.) 
zeigen naeh  s t a r k e m  Elektronenbesehul3 Subl imat ionsersche inungen ,  
wie sie wiederhol t  beschr ieben  wurden  (KGNIG u. WINI(L~a 1948; 
BRJNG~aNN 1950; NI~OWITZ u. DREWS 1955). Es l iegt  die Vermutung  
nahe,  dal3 an  ihrem A u f b a u  - -  wie auch die l i ch tmikroskopischen  Unter -  
suchungen ergeben haben  - -  kondens ie r te  Phospha t e  be te i l ig t  sind. Eine  
genauere  Analyse  der  im Zen t rop lasma  gelegenen S t ruk tu r e n  mug einer 
spa te ren  Unte r suehung  vorbeha l t en  bleiben.  

Granuldire E i n s c h l i i s s e  des C h r o m a t o p l a s m a s  

I m  phasenkon t ra s tmik roskop i schen  Bi ld  der  l ebenden  Zelle erseheinen 
im Bereich der  Querwand Granula ,  die sieh yon  dem sie umgebenden  
P l a s m a  deut l ieh  abheben.  Besser ]assen sie sich dars te l len,  wenn man  die 
Zelle mi t  Formol -Ca  f ixiert  und  dann  im Hel l fe ld  be t rach te t .  Man e rkenn t  
d a n n  auf  be iden  Sei ten der  Querwand eine Reihe  yon  Granula ,  die sieh 
oft  genau gegenfiber liegen. AuBer diesen ,, Que rwandgranu la"  l iegen im 
Chroma top la sma  ve r s t r eu t  einzelne Granula ,  die keine be s t immte  An- 
ordnung erkennen lassen. 

Nachweis yon Redox/ermenten. BIELIO, •AUSCHE und HAARDICK (1949) wandten 
die auf K v I ~  u. JEtCCHEL (1941) zuriickgehende Methode der Tripheny]-Tetra- 
zoliumchlorid-Reduktion durch lebende Zellen Ms cytochemischen Test bei Bak- 
terien an. Seither konnte in zahlreichen Untersuchungen (M~TTSO~ 1947; Ku~ 
]951; BI~ODIE U. GeTS 1952; t t ~  1952; P]~EUN~R U. Mitarb. 1952; BURNS 1953; 
KELLENBERGER 11. HUBER 1953; PAI~KER 1953; SATe 1953; SOlYIEI%SO)I 1953; 
ZIEGLE~ 1953; D~WS u. Mitarb. 1954; ~IART~A:~N U. LIU 1954; HUGO 1954; 
KUHN U. LINKE 1954; NEUMANN U. KOCH ]954) in r ive und in vitro nachgewiescn 
werden, dab verschiedene Dehydr~sen Tetrazoliumsatz zu reduzieren vermSgen, 
dieses sich ~lso zum Nachweis der gen~nnten Fermente eignet. Nicht unwider- 
sprochen blieb dagegen die yon BIELIr u. Mitarb. (1949, 1952) vertretene Ansicht, 
dal~ das Formaz~n am Orte seiner Bildung abgelagert wird und eine genaue Lokali- 
sierung der Fermente ermTglich~ (WEIBULr~ 1953; ZIECLER 1953 U. a.). Als Haupt- 
argument wird angefiihrt, dab d~s Form&zan im Plasma Kristalle bildet, die 
Strukturen vortauschen kSnnen, bzw. das Formazan des normalen TTC (2,3,5-Tri- 
phenyltetrazoliumchlorid), welches gut fetttTslich ist, sich sekundar in der lipoiden 
Phase der Zelle anreichert. 

Trotzdem erscheint es uns mTglich, wie noch naher auszufiihren sein wird, auf 
Grund der Ablagerung yon Stilben-TC cytologische Aussagen zu treffen. Fiir die 
vorliegenden Untersuchnngen wurde fast ausschliel~lich das Stilben-TC verwandt, 
dessen blaues Formazan sich kaum in den tiblichen FettlSsungsmitteln 15st. 
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Etwa 30 min nach Einbringen der Algen in die Stilben-TC-L6sung 
(N~hrl6sung § 0,05% Stilben-TC, lo~ 7,4; siehe DRaws 1955b) lassen 
sich die ersten Anzeichen einer deutlichen Reaktion beobachten: Granula, 
die an den Querw~nden und den Stellen der L~ngsw~nde liegen, von 
denen aus die Querwandbildung einsetzt (Qu. Gr.), f~rben sich dunkel- 
blau an (Abb. 5). Es l~Bt sieh wegen der Kleinheit der Granula nicht 
entseheiden, ob es sich um eine Ein- oder Anlagerung des Formaz~ns 
handelt. Slo~ter t r i t t  der Farbstoff aueh noch in Form l~nglicher, nadel- 
fSrmiger Gebilde in Erscheinung. L ~ t  man die Bl~uMgen 12 oder mehr 
Stunden in der Stilben-TC-L6sung, so kann 
in einzelnen F~llen das gesamte Plasma blau 
gef~rbt sein und an den Querw~nden und 
zentral gelegenen Granu]a die Ablagerung 
von Formazan einsetzen. Zumeist bleibt aber 
die Formazanablagerung ~uf die oben- 
genannten Querwandgranu]a und die l~ng- 
lichen Gebilde beschr~inkt. 

Abb, 5. Phormidium uncinatum. 
Aus den hier geschilderten Beobachtungen Lebend, Stilben-TC-l~eduktion. 

Ablagerung  des F o r m a z a n  in den 
darf  woh] geschlossen werden, dab die lorimiir Querwandgranula. 1650:1 
in den beschriebenen Grgnulg beginnende 
Stilben-TC-Reduktion auf die T~itigkeit yon reduzierenden Fermenten 
(Dehydrasen) zuriickgefiihrt werden kann. 

Die gleichen Strukturen, an denen Stflben-TC reduziert wird, fgrben 
sich mit  J a n u s g r i i n  B (0,02%, in Acetat-Veronal-Puffer 0,0014 m, 
35 rain) kr~ftig blaugriin an. Bei best immten pmWerten  (z. B. log 5,0) 
sind im sehwach diffus blaugrfingef~rbtem Plasma an der Querwand 
naeh etwa 35 min deutlieh rotgefgrbte Gr~nula zu beobachten. Janus- 
grfin B i s t  also ausschlieBlich im Bereich der Querwandgranul~ zum 
roten Digthylsafranin reduziert worden (LAzAROW U. COOPERSTEI~ 
1953). Auch aus dieser Beobachtung kann auf eine Beteiligung redu- 
zierender Fermente am Aufbau der Querwandgranula geschlossen werden. 

Die N a d i - l g e a k t i o n  dient dem Nachweis der Cytochromoxydase 
(Scg~ELFED~I~  1949; PERkeR 1952; BAVTZ 1954). Beim Einbringen 
der Blaualgen in das Reaktionsgemisch kann unter Umstgnden schon 
nach 5 rain eine deutlich positive lgeaktion beobachtet  werden. 

Die Zeit, die vom Einbringen der BlguMgen in die Versuchsl6sung bis zum Sicht- 
barwerden der Reaktion vergeht, lgBt eine Abhgngigkeit yon der Konzentration 
des Puffers erkennen. Bei Verwendung yon 0,15 tool Phosphor-Puffer wird die 
Reaktion rasch (5--10 rain) in 0,015 tool nach 20 min und in 0,0075 tool nach etwa 
60 rain deutlich. 

Die Reaktion wird dureh KCN (1.10 -a mol) und H2S vollst~ndig ge- 
hemmt.  Dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit  PE~NEE und 
l~gt auf  ein schwermetallhaltiges Ferment  schliegen. 
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Verfolgt man den Ablauf der Nadi-t~eaktion mikroskopisch, so sieht 
man, dab das Indophenolblau zuerst im Bereieh der Quer- und Lgngs- 
wgnde in auBerordentlich kleinen Granula gespeichert wird. Sp/iter ist der 
l%rbstoff aueh an anderen Stellen im Chromatop]asma anzutreffen. Die 
Bi]dung beginnt also in den g]eiehen Bezirken der Zelle, in denen primer 
l~ormazan entsteht. Es besteht demnach die MSgliehkeit, dab beide 
Reaktionen an die gleiehen Strukturen gekntipft sind. Da das bei der 
Nadi-l~eaktion entstehende Indophenolblau jedoeh lipoidlSslieh ist, mug 
man damit reehnen, dab der Farb- 
sgoff sekund/~r in der lipoiden 
Phase der Zelle angereiehert wird. 
Dafiir sprieht aueh, dab zumindest 

Abb. 6. Phormidium uncinatum. Strukturierte Granula im Bereich der Querwand. 
Originalaufnahme 13 000:1, nachvergrSl3ert. EIektronenmikroskopische Aufnahme 

ein Tell der Querwandgranula Phospholipoide enth~lt (Naehweis nach 
BAXE~, siehe GoMo~I 1953, Sudanschwarz B-F/~rbung sehwach positiv). 
Dagegen lgBg sich geltend maehen, dab das Indophenolblau sehr raseh 
in den Querwandgranula und erst sparer aueh in anderen Granula er- 
seheint. Es darf also wohl mit einer gewissen Wahrseheinliehkeit an- 
genommen werden, dab in der N~he der Querwgnde in granul~tren 
Strukturen sowohl reduzierende wie aueh oxydierende Fermentsysteme 
lokalisiert sind. Es 1/~l?t sieh abet lichtmikroskopiseh nieht aussehlieBen, 
dal~ im Bereieh tier Querw/~nde mehrere Arten yon Granul~ vorhanden 
sind. 

Im Chromatoplasma liegen dort, wo eine junge Querwand angelegt 
wird, oder sieh junge W/~nde bflden, ebenfMls ,,Querwandgranula". 
Vereinzelt trifft man im Chromatoplasma aueh Granula, die aller Wahr- 
seheinliehkeit naeh kondensierte Phosphate enthMten. Sie verhielten 
sieh fgrberiseh und naeh TCS-Extraktion wie die entspreehenden Ge- 
bilde im Zentroplasma (gr. Gr.). 

G l y k o g e n  konnte niemals in Form yon Granula beobaehtet werden 
(Perjods~ure-Sehiff-ReM~tion, Jod-Jodkali). Wit beobaehteten immer 
eine diffuse Anf/~rbung des gesamten Plasmas, Me sie aueh ])~AWEI~T 
(1949) besehreibt. 
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Im E l e k t r o n e n m i k r o s k o p  lassen sieh an Hand yon Sehnitten 
dutch Phormidium uneinatum 2 Arten yon Granula nachweisen (Abb. 40, 
einmal kleine, stark osmiophile, die meist unmittelbar der Wand an- 
liegen (Abb. 6), zum anderen grSBere, strukturierte Granula (Abb. 6a). 
Die grogen Granula messen bis 300 m# Dieke, die kleinen (Abb. 6b) 
haben einen Durehmesser yon etwa 40 m# und liegen damit unter der 
AuflSsungsgrenze des Liehtmikroskopes. Da abet im Liehtmikroskop 
deutlieh die Anlagerung von Formazan an Querwandgranula beobaehtet 
werden konnte, ist anzunehmen, dab zumindest die Dehydrasen an die 
grogen Granula gebunden sind. Dafiir spricht aueh, dab die groBen 
Granula strukturiert  sind und somit in Aufbau und Funktion an pflanz- 
liehe und tierisehe Mitoehondrien erinnern (PALADE 1953). Naeh dem 
lichtmikroskopisehen Bild zu urteilen, ist die Nadi-Reaktion wahrsehein- 
lieh an die gleiehen Strukturen wie die TC-Reduktion gebunden. Es 1/~fit 
sieh aber nieht aussehlieBen, dab aueh die kleinen Granula Tr~ger yon 
Fermenten sind. In der GrSgenordnung entspreehen sie den Mikrosomen. 

Diskussion 
Naeh den vorliegenden Untersuehungen lgBt sich die Zelle yon 

Phormidium uncinatum in ein phasenkontrastmikroskopisch hell er- 
seheinendes 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 
nieht. Naeh dem elektronenmikroskopisehen Bild kann man das Zentro- 
plasma aueh Ms den zentralen R~um bezeiehnen, der nicht von den 
Lamellenpaketen des Chromatoplasmas, die die gesamte iibrige Zelle 
durehziehen, durchsetzt ist. Nit  der FsUnGEX-I~eaktion konnten im 
Bereieh des Zentroplasmas DNS-hMtige Strukturen nachgewiesen wet- 
den, die eine recht mannigfaltige Anordnung zeigten (nach Fixierung mit 
gepnfferter OsO4-L6sung ). So waren ein Netzwerk mi~ granulaartigen 
Verdickungen, vielfaeh gekriimmte Str/inge oder wenige (meist 2) mit- 
einander verkniipfte, grSBere Granula zu beobgchten. Nach Alkohol- 
fixierung waren die Strukturen etwas grSber. Niemals traten jedoch bei 
der FEuLGEN-l~eaktion so kompakte Gebilde auf, wie sie BI~INGMANN 
(1950, 1952) an Lyngbia aerogineo-eoerulea und v. ZAST~OW (1953) an 
Oscillatoria limosa als Karyoid bzw. Zentralsubstanz beschrieben haben. 
Die Auffassung B~ING~AN~S, dab DNS, lgNS und Metaphosphate in 
einem runden, granulaartigen Komplex (Karyoid) vereint sind, der in 
Ein- oder Mehrzahl in der Zelle auftritt,  lieg sieh fiir unser Objekt nicht 
best/~tigen, auch wenn man die MSglichkeit einer granul~ren Zerteilung 
des Zentroplasmas im Alter, wie sie yon v. ZAST~OW fiir verschiedene 
Arten naehgewiesen wurde, mit beriieksichtigt. Naeh den vorliegenden 
Ergebnissen lieBen sieh zwar auch (wie yon tlI~INGMANN 1950; BISWAS 
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1953; v. ZASTgOW 1953 und I:[EI~BST 1954) DNS, RNS und Phosphat- 
verbindungen im Zentroplasma naehweisen; sie waren aber auf ver- 
schiedenen Strukturen angeordnet : 

Im Bere ich  der d i f fus  v e r t e i l t e n  I~NS lagen die nuc]eal-  
pos i t i ven  S t r u k t u r e n  a n d  davon  unabbhi tng ig  die versehie-  
denen  P h o s p h a t g r a n u l a .  

Es w~ire denkbar, die unterschiedliche Anordnung der DNS-haltigen 
Substanz auf verschiedene Teflungsstadien zuriickzuffihren. So lange 
aber der Meehanismus dieser ,,Kern"-Teilung noch vSllig im Dunklen 
liegt, mul~ diese Frage unbeantwortet bleiben. 

Wie oben dargestellt, liegen im Bereich der Querw~nde Granula, die 
reich an reduzierenden und oxydierenden Fermenten sind. Sie lassen 
sich schon in frfihen Stadien der Querwandbildung nachweisen und 
dfirften eine Bedeutung ffir die stoffwechselphysiologischen Vorginge 
bei der Bildung der Querwand besitzen. 

Zusammenfassung 

1. Das Zentroplasma yon Phormidium uncinatum ist ein phasenoptisch 
hell erscheinender, lacunenartig verzwe~g~er Bezirk, der ohne scharfe Ab- 
grenzung in das Chromatoplasma fibergeht. 

2. In dieses Zentroplasma, das in diffuser Verteflung l~ibonucleins~ure 
enthiilt, sind drei verschiedene, granulaartige Elemente eingelagert : 

a) kleine, racist netzartig verbundene, FEvLGn~-positive Granula, 

b) grSl3ere, verstreut liegende Granula, die Phosphate, wahrscheinlich 
kondensierte Phosphate (THILO 1951, 1952) und even~uell auch RNS ent- 
halten und 

c) ldeine, peripher gelegene Granula, die Phospholipoide enthalten. 

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

4. Im Bereich der Querwand konnten Gr~nul~ mit Mitochondrien- 
funktion nachgewiesen werden. Sic reduzieren Stilben-TC und Janus- 
griin. Im Ultradfinnschnitt erweisen sic sich als strukturiert und besitzen 
einen Durchmesser yon etwa 300 m#. 

Auller diesen groilen Granu]~ ]agen im Bereich der Querwand kleine 
(Durchmesser 40 mju), stark osmiophile Granule. ~ber die Funktion dieser 
Granula litl~t sich zur Zeit noch nichts aussagen. 
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