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Die Cyanophyceen sind in den letzten Jahren wieder 6fters in cyto-
logischer Hinsicht untersucht worden. Die Frage nach den Kerndqui-
valenten und nach der Natur der Granula ist aber noch weitgehend un-
geklirt. Eine Zusammenfassung der &lteren Literatur findet sich bei
DrawerT (1949).

DRAWERT (1949) bestéitigte das bereits frither von verschiedener Seite
festgestellte Vorhandensein einer feulgenpositiven Substanz im zentralen
Bereich des Plasmas der Cyanophyceenzelle. Die Frage, ob die nach Fir-
bung mit basischen Farbstoffen neben dieser zentralen Substanz beson-
ders auffillig in Erscheinung tretenden sogenannten metachromatischen
Korperchen oder Volutinkérnchen préformierte Gebilde der Zelle oder
nur, wie CHOLNOKY (1937) annimmt, durch den Farbstoff herbeigefiihrte
Entmischungsprodukte des Plasmas sind, lit DRAWERT noch offen. Auf
Grund elektronenmikroskopischer und cytochemischer Untersuchungen
gelangt BRINGMANN (1950, 1952) zu der Auffassung, da in der Cyano-
phyceenzelle nur vollig gleichartig beschaffene Granula vorkommen. Sie
sollen Ribonucleinsiure, Desoxyribonucleinsdure und Phosphat besitzen.
BRINGMANN bezeichnet sie als Kerndquivalente oder Karyoide. Auch
HEerssT (1953, 1954) betrachtet die metachromatischen Korperchen als
Kerniquivalente. v. ZasTrRow (1953) weist jedoch wieder das Vorhanden-
sein feulgenpositiver Strukturen in der Zentralsubstanz nach (vgl. auch
DrAWERT u. METZXNER 1956). Die metachromatischen Kérperchen werden
von ihr als denaturierte Zentralsubstanz aufgefaBt. v. ZasTrRow vermutet,
daB unterschiedliche experimentelle Befunde auf die Untersuchung von
Objekten verschiedenen Alters und die Verwendung ungleicher Fixierungs-

* Dissertation der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultdt der Freien
Universitit Berlin, 1857.
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methoden zuriickzufiihren sind. Kriec (1954) sowie CasseL u. HuTcHIN-
SON (1954) vertreten wieder die alte Auffassung, wonach die metachroma-
tischen Kérperchen nichts mit einer im zentralen Bereich des Plasmas
gelegenen Substanz, welche Kernfunktion hat, gemein haben.

In Anbetracht dieser unterschiedlichen Auffassungen ergab sich die
Notwendigkeit, die Einschliisse im Plasma der Cyanophyceen erneut zu
untersuchen.

Nach Brixamanx (1952) fiarben sich die von ihm als Karyoide be-
zeichneten Gebilde mit Janusgriin. Diese Firbung gelingt nur bei Luft-
zutritt; es war deshalb von Interesse, auch das Verhalten der Cyano-
phyceen gegeniiber Redox-Indicatoren zu untersuchen. Nach Prit (1945)
treten bei Behandlung lebender Cyanophyceen mit Polyphenolen, Phe-
nylendiamin und Aminophenol dunkle Granulationen in den Zellen auf,
DrEws (1955) sowie DREWS u. NikLowITZ (1956) unterscheiden in den
Zellen von Phormidium uncinatum 5 verschiedene Arten von granuliren
Einschliissen. Im peripheren Bereich des Plasmas gelegene, im Elek-
tronenmikroskop strukturiert erscheinende Granula firben sich nach
ihren Angaben mit Redox-Indicatoren. Sie werden deshalb als Ferment-
zentren betrachtet.

1. Versuchsmaterial und Methodik

Als Untersuchungsobjekte dienten Vertreter der Gattungen Anabaena, Nostoc,
Cylindrospermum, Scytonema, Tolypothriz, Oscillatoria und Lyngbya. Die Cyano-
phyceen wurden in Petri-Schalen auf 19%igem mit XKnopscher Niahrlosung oder
Erddekokt bereitetem Agar (siche GErrLEr 1932) oder in Knopscher Nahrlsung
kultiviert. Fiir verschiedene Versuche wurden sie direkt ihrem natiirlichen Medium
aus dem Gewichshaus entnommen. Zur Fixierung dienten: absoluter und 96 % iger
Athylalkohol, 1%ige 0sO,-Losung sowie Formol (1: 10 mit aqua dest. verdiinnt).
An Farbstoffen wurden verwendet: Methylenblau (Griibler, Leipzig; Merek),
Toluidinblau (Bayer), beide 1: 10000 in Leitungswasser; Methylgriin (Merck)!
0,5% ig in aqua dest. cder in 0,5% iger Essigsiure; Pyronin stand. (Bayer) 0,5%ig
in aqua dest.; Parafuchsin (E. Leitz, Bln.) zur Bereitung des Schiffschen Reagenses;
Eisenhdmatoxylinlosung nach Heidenhain (Merck); Giemsa-Orig.-Stammlésung
{Hollborn, Lpzg.) 1: 30 in aqua dest.; Thionin (Merck); Sudan ITI, gesittigte Lo-
sung in Athylalkohol. Von Fermenten kamen zur Verwendung: Diastase (Merck) in
Phosphatpuffer mit pg 6,8; Trypsin (Merck) in Phosphatpuffer mit pg 8,6. Als
Redox-Indicatoren dienten: Thionin (Merck) 1 : 5000, Brillant-Kresylblau (Merck)2
1: 5000, Methylenblan (Merck) 1: 10000 in Leijtungswasser oder Phosphatpuffer-
lésung mit py 6,8; Nilblausulfat A (Gribler, Stuttg.) und Janusgriin B (1. G. Far-
ben, Leverk.) 1: 10000 in Leitungswasser; Amethystviolett (Bayer) und Methylen-
violett (Hollborn, Lpzg.) 1: 5000 in Leitungswasser oder Phosphatpufferlosung mit
pa 6,8; Neutralrot (Merck) 1:5000 in Phosphatpufferiosung mit py 6,6—8,8;
2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) (Merck), wenn nicht anders angegeben,

1 Methylviolett wurde durch Ausschiitteln mit Chloroform aus der Lsung ent-
fernt.

2 Dieses Brillant-Kresylblau ist nach Untersuchungen von DRAWERT u. METZNER
(1955) am besten als Redoxindicator geeignet, weil es im Gegensatz zu anderen
Praparaten nahezu frei von Nilrot ist.
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0,19, ig in Leitungswasser; zur Durchfithrung der Nadireaktion dienten «-Naphthol
(MercL) und Dimethyl-p-phenylendiamin (Merck); p-Phenylendiamin (Kahlbaum)
0,5%,jg in Leitungswasser.

Die Fixierungszeit betrug meist 30 min. Die Ausfithrung der Feulgenreaktion
geschah im wesentlichen nach den allgemeinen Vorschriften (JANRE 1946): Nach
der Fixierung in absolutem Alkohol (dieser hatte sich giinstiger als 96%;iger er-
wiesen) wurden die Blavalgen und die als Xontrolle dienenden Epidermishéutchen
von Allium cepa 10 min in n-HCI bei 60°C hydrolysiert und nach kurzem Waschen
in die mit Aktivkohle véllig entfirbte (LrLrie 1951) fuchsinschweflige Séure ge-
bracht. Gleichzeitig liefen stets Kontrollen von nichthydrolysiertem Material mit.
Nach 3stiindiger Firbezeit in dem Schiffschen Reagens wurde 3mal je 1/, Std in
SO,-haltigem Wasser und 3/, Std in aqua dest. gespiilt. Weitere in der vorliegenden
Arbeit angewandte Farbeverfahren sind die HCl-Giemsamethode (PiERARSET 1937
und Ropivow 1942), die Farbung mit Methylenblau u. Toluidinblau (1 Std auf dem
Objekttriager) nach vorangegangener Hydrolyse (10 min) in n-HCI bei 60°C, mit
Thionin + Thionylchlorid (DE Lamater u. Huxter 1951), mit Methylgrin
(v. PLotEO 1940, POLLISTER u. LEUCHTENBERGER 1949, KUurNIcK 1950) und an-
schlieBende Spiilung in n-Butylalkohol (Kurxick 1955) sowie die Farbung mit
Pyronin bzw. Methylgriinpyronin (BracHET 1940). Die mikroskopische Beobach-
tung erfolgte in Leitungswasser. Die Phosphatnachweise nach Macarruu (siche
Wem) und die Methode von Serra und LopeEz (Grick 1949) wurden nach
Vorschrift ausgefiihrt. Zur Fallung des Phosphats als Silberphosphat (BRINGMANN
1952) benutzte ich eine AgNO,-Losung. Bei der Ausfiihrung der Nadiréaktion hielt
ich mich an die Angaben von PErxER (1952), jedoch wurde x-Naphthol erst in
wenig 96%igem Athylalkohol gelsst und dann mit dest. Wasser aufgefiillt. Die
Nadi- und die TTC-Reaktion wurden im Dunkeln durchgefiihrt. Da das in die Zellen
eingedrungene TTC durch die Einwirkung des Lichtes unter dem Mikroskop relativ
schnell reduziert wird, beziehen sich die angefiihrten Ergebnisse auf das Farbungs-
bild sofort nach der mikroskopischen Einstellang des Priaparates. — Weitere
methodische Angaben werden — soweit notwendig — noch bei den einzelnen Ver-
suchen erwahnt.

II. Versuchsergebnisse
1. Die metachromatischen Korperchen (met K.)

In den fixierten Fiden aller fiir die Untersuchungen herangezogener
Cyanophyceenarten traten nach Firbung mit Methylenblau, Toluidin-
blau und Neutralrot ein oder mehrere intensiv gefédrbte Granula ver-
schiedener GréBe in den Zellen in Erscheinung. Aus ihrer Farbbarkeit
mit Methylenblau + H,SO, nach MEYER und ihrer Metachromasie mit
Toluidinblau war zu ersehen, daB es sich dabei um die in der Literatur
als ,,Metachromatin*- oder ,,Volutinkérperchen* bezeichneten Gebilde
handelte. Daneben waren in jiingeren Zellen auch weniger stark gefirbte
Strukturen im zentralen Bereich des Plasmas zu erkennen. In élteren
Zellen schienen die met. K. die einzigen basophilen Einschliisse im Plasma
zu sein. Sie waren auch in ungefirbten Zellen oft gut als lichtbrechende
Granula zu erkennen, und ihre Anfirbung konnte im Mikroskop verfolgt
werden. Im Phasenkontrast erschienen sie heller als das sie umgebende
Plasma. Es muB sich also um priformierte Gebilde der Zelle handeln

(vgl. auch HErBsT 1953, 1954).
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a) Die stoffliche Natur der metachromatischen Koérperchen
«) Versuche zum Nachweis von Desoxyribonucleinsédure (DNS)

Nach Durchfithrung der FeulgenschenNuclealreaktion blieben an Stelle
der met. K. auch nach Variierung der Hydrolysezeit und Anwendung
verschiedener Fixierungsmittel nur helle substanzfrei erscheinende
Flecken iibrig. Nur nach Fortlassung der Hydrolyse und Anwendung
eines nicht wasserklaren, sondern gelblichen Schiffschen Reagenses wiesen
einige der met. K. eine hellrote Farbung auf. Teilweise bewirkte aber
auch hier bereits die schweflige Sdure des Schiffschen Reagenses eine
Auflésung der met. K.

Die Unbestandigkeit der met. K. in verdiinnten Sduren ist bekannt,
deshalb wurde vielfach die Methylgriinfirbung zum Nachweis von DNS
bei Cyanophyceen angewandt (BrRINGMANN 1950, v.ZasTROW 1953,
HEerssT 1953, 1954, Biswas 1953).

Um das Verhalten echter Kerne bei der Methylgriinfirbung mit dem
der met. K. vergleichen zu konnen, firbte ich auch Epidermishiutchen
von Allium cepa. Die Kerne der Zwicbelzellen firbten sich stark, das
Plasma nur leicht blaugriin. Nach Waschen mit Butanol (KvrNIck 1955)
war das Plasma nahezu farblos, die Kerne behielten ihre Farbung. Anders
verhielten sich die Cyanophyceen. Die met. K. und das Plasma nahmen
den Farbstoff auf; aber nach Differenzierung mit Butanol entfirbten sich
die Zellen vollstindig. Auf Grund dieses unterschiedlichen Verhaltens
erschien es nicht ratsam, die Methylgriinfirbung zum Nachweis von
DNS bei Cyanophyceen anzuwenden.

Eine weitere Moglichkeit, die Auflésung der met. K. durch Séuren zu
verhindern, bestand darin, der Hydrolyse eine Behandlung mit Lanthan-
salz voranzustellen. — Nach dieser Methode war BriNnaMaNy (1950) die
Feulgenreaktion bei Lyngbyen gut gelungen. — Bei Anwendung dieses
Verfahrens blieben die met. K. nach der Hydrolyse zwar erhalten; aber
trotz Verlingerung der Hydrolysezeit und mehrstiindigen Aufenthaltes
der Fdden in dem Schiffschen Reagens erwiesen sich die met. K. als
feulgennegativ.

Es kann somit wohl als bewiesen gelten, da8 die met. K. keine DNS
enthalten und als Kerndquivalente nicht in Frage kommen.

p) Versuche zum Nachweis von Ribonucleinsdure (RNS)

Zum Nachweis von RNS konnte nur die Pyroninfirbung (BracmET
1940) angewandt werden. KurNIck (1952) weist darauf hin, daB nur mit
Pyronin Y einwandfreie Ergebnisse erzielt werden konnen. Da mir dieser
Farbstoff nicht zur Verfiigung stand, priifte ich einige andere Pyronine
auf ihre Verwendbarkeit. Mit Pyronin stand. Bayer firbten sich die
Nucleoli von Zwiebelepidermiszellen intensiv rot an, wihrend das Plasma

nur einen rosa Schimmer aufwies. Bei Cyanophyceen firbte sich aber die
28*
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ganze Zelle sehr stark. Es war deshalb nicht méglich, eine Aussage tiber
Vorkommen von RNS zu treffen.

Die Anwendung einer nach Vorschrift (siche BRACHET 1942) herge-
stellten Rinderpankreas-Bouillon, die Ribonuclease enthalten soll, hob
die Basophilie der met. K. auf. Die Spezifitit dieses Reagenses erschien
aber fraglich. Deshalb muf die Frage, ob in den met. K. RNS enthalten
ist, unbeantwortet bleiben.

y) Nachweis von Phosphat

Die MacarLvM-Reaktion und die Methode von SERRA und LOPEZ zum
Nachvweis von organischem Phosphat ergaben keine Farbung der met. K.
Die stark sauren Reagentien, die bei diesen Nachweisreaktionen ange-
wendet werden, hatten die met. K. zerstért. Es waren nur helle Flecken
an Stelle der met. K. im Plasma der Zellen zu erkennen. Im Umbkreis
dieser hellen Flecken war das Plasma aber recht intensiv blau gefirbt
(Molybdénblau). Das tibrige Plasma wies eine schwache Blaufiarbung auf.
Zellen, die keine met. K. besessen hatten, farbten sich homogen schwach
bldulich an. Die starke Blaufirbung um die hellen Flecken herum konnte
demnach nur durch Phosphat, das von den met. K. in das Plasma diffun-
diert war, verursacht worden sein. Bei Behandlung fixierter Cyanophyceen
mit AgNOQ, trat sofort nach dem Eindringen der Silbernitratldsung in die
Zellen eine Fillung in den met. K. ein, die im Mikroskop verfolgt werden
konnte. Schon BRINGMANN (1952) hat in den met. K. Phosphat als Silber-
phosphat nachgewiesen. Diese Beobachtungen sprechen wohl fiir die An-
wesenheit von Phosphat in den met. K.

0) Versuche zum Nachweis von Lipoiden, Kohlenhydraten

und Eiweiflen

Mit OsO,-Dampfen konnte keine Schwirzung der met. K. festgestellt
werden. Desgleichen firbten sie sich nicht mit Sudan III oder Indophenol-
blau (DieTrICH 1908),

Bei Behandlung lebender sowie fixierter Cyanophyceen mit Jod-Jod-
kalium blieben die met. K. farblos. Diastase hob ihre Farbbarkeit mit
basischen Farbstoffen nicht auf und bewirkte keine Verdnderung des
Phasenkontrastbildes der Korperchen.

Pepsin war zum Nachweis von Eiweilen unbrauchbar, da dieses Fer-
ment nur im stark sauren pg-Bereich wirksam ist. Eine Aufhebung des
hellen Phasenkontrastbildes der met. K. nach Behandlung mit Trypsin,
wie es BRINGMAXN (1950) angibt, konnte ich nicht beobachten. Die Nin-
hydrin- und die Biuretreaktion gaben negative Resultate. Nach beiden
Reaktionen waren an Stelle der met. K. wieder nur substanzfrei erschei-
nende helle Fiecken iibrig.

In den met. K. lassen sich also mit den benutzten Reagentien keine
Lipoide, kein Glykogen und keine Eiweille nachweisen.
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b) Abhingigkeit des Vorkommens von metachromatischen Korperchen
vom Lebenszustand und der Erndhrung der Zellen

Wilhrend die Fiden junger, aber nur langsam wachsender Kulturen
von Anabaena variabilis und Cylindrospermum licheniforme viele grofe
met. K. je Zelle besaflen, waren in den Zellen junger, lebhaft wachsender
Kulturen mehrere kleine met. K. vorhanden. Sehr grole met. K. traten
vor allem in den Zellen von Kulturen auf, die trotz ausreichend vorhan-
dener Nihrstoffe kein Wachstum zeigten. In édlteren Zellen von Kulturen,
die offensichtlich unter Néhrstoffmangel litten, waren keine met. K. vor-
handen.

Verschiedene Kulturversuche ergaben, daB das Vorkommen der met. K.
vor allem vom Phosphatgehalt des Nihrmediums abhingig ist und dafl
es sich nicht um lebensnotwendige Zellorganelle handeln kann.

Anabaena variabilis wurde auf Nahragar, dem kein Phosphat zugesetzt worden
war, gebracht. Am 15. Tage nach dem Beimpfen der Platten besaBen nur noch
wenige Faden met. K., wihrend die untersuchten Faden der Mutterplatte (Knop-
Agar) und die einer gleichaltrigen Kontrollplatte alle mehrere groSe met. K. ent-
hielten. Am 25. Tage nach der Beimpfung waren alle untersuchten Fiaden der Plat-
ten ohne Phosphatzusatz frei von met. K. In den Zellen waren aber sehr viele
Cyanophycinkérnchen vorhanden. Die Anabaena-Mangelkulturen verkiimmerten
von da an sehr rasch.

Oscillatorien, in fliissigem Medium ohne Phosphat gezogen, hatten am 30. Tage
nach der Beimpfung der Schalen ebenfalls keine met. K. mehr, wihrend im Kontroll-
versuch mit Phosphat viele met. K. vorkamen. Auch nach 4 Monaten waren die bei
Phosphatmangel kultivierten Oscillatorien ohne met. K. noch am Leben. Sie schie-
nen anspruchsloser zu sein als Anabaena.

¢) Die Firbung der metachromatischen Korperchen
mit bastschen Farbstoffen

Besonders aunffillig war die Erscheinung, daB die gréBeren met. K. im
gefirbten Zustand im optischen Schnitt stets die Form von Ringkérpern
zeigten. Auch GEITLER 1926, POLJANSKY u. PETRUSCHEWSKY 1929 u. a.
{s. DRAWERT 1949) haben diese Beobachtung gemacht. Sie schreiben den
met. K. deshalb eine Zweischichtigkeit zu. Ungefiarbte groBle met. K.
lieBen nach ihrem Aussehen im Phasenkontrast nie auf eine Zweischichtig-
keit schlieBen. Sie erschienen einheitlich heller als das sie umgebende
Plasma. Eine Gréfenzunahme der met. K. bei der Farbung ist des 6fteren
beschrieben worden (s. DRAWERT 1949). Diese Beobachtungen konnten
durch Messungen mit einem Schraubenocularmikrometer an met. K. von
Anabaena variabilis bestitigt werden (Tab. 1).

Da nach Ansicht GUILLIERMONDS (1925—1933) die met. K. Vacuolen
sein sollen, deren Inhalt, das ,,Metachromatin®’, durch basische Farbstoffe
ausgefillt wird, kénnte man das Auftreten gefirbter met. K. als Ringe
und ihre GréBenzunahme so erkliren, daB der Ring die ausgefillte Ver-
bindung und der ,,Kern‘‘ die iibrigbleibende Flissigkeit darstellen.
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Gegen diese Vorstellung sprechen aber folgende Beobachtungen: Bei
der Firbung lebender Cyanophyceenzellen mit Methylenblau war im
Mikroskop deutlich zu erkennen, wie ein groBer Teil des zuerst nur im
Plasma vorhandenen Farbstoffes nach einigen Sekunden, wie durch einen
Magnet angezogen, an die met. K. wanderte. Der Farbstoff drang in die
met. K. nicht ein, sondern lagerte sich als eine Hiille um diese herum.
Im optischen Schnitt erschien diese Hiille als Ring. Die so gefirbten
met. K. gaben wie zuvor ein helles Phasenkontrastbild. Ein dunkler Ring

Tabelle 1. Durchmesser der metachromatischen Kirperchen von Anabaena variabilis
tm ungefirbten und gefdirblen Zustand.
(Farbung mit Methylenblau und Differenzierung mit 19, H,SO,; MaBangabe in
Teilstrichen des Mikrometers. Die angegebenen Zahlen stellen Mittelwerte aus
mehreren Messungen dar)

TUngefirbt ! Ungeférbt Gefiirbt ohne H,S0, Gefdrbt + H,S0,
Hellfeld | Phako Hellfeld Hellfeld
32,9 ! 33,0 39,8 50,1
29,0 : 28,2 35,2 37,2
23,0 ; 23,0 28,7 32,9
22,9 X 22,5 30,0 33,6

umgab den hellen , Kern”. Wurde das Priparat dann durch Vaseline-
umrandung des Deckgléschens luftdicht abgeschlossen und der Farbstoff
durch die lebende Zelle reduziert, waren nach etwa 20 min die Farbstoff-
ringe verschwunden. Die met. K. lagen wie vor der Farbung unbeschidigt
und unverindert in der Zelle.

Um eine Fillungsreaktion in den met. K. kann es sich demnach nicht
handeln, denn der Farbstoff war, wie erwidhnt, in die Korperchen iiber-
haupt nicht eingedrungen. Dieses ergab sich auch aus der Beobachtung,
daB das Phasenkontrastbild des ,,Kernes gefirbter met. K. die gleiche
Helligkeit aufwies wie das eines ungefirbten Korperchens. Eine Auf-
hellung des Phasenkontrastbildes trat erst nach Zugabe von H,SO, ein.

DaB die met. K. selbst nach Zugabe von H,SO, ihre Fiarbung noch
behalten und sich nach Zufiigung von KOH entfirben, beruht, wie Dra-
WERT (1949) festgestellt hat, darauf, dafl sie einen sehr niedrigen IEP
haben. Die met. K. sind stets negativ geladen, so daBl es naheliegend ist
anzunehmen, daB basische Farbstoffe an der Oberfliche der met. K. elek-
troadsorptiv festgehalten werden.

Alle untersuchten basischen Farbstoffe wurden, selbst wenn sie nur
in Spuren vorhanden waren, sowohl in lebenden wie in fixierten Zellen
immer von den met. K. angelagert. Die kleinen met. K. erschienen im
Hellfeld oft einheitlich durchgefirbt. Doch auch sie gaben ein helles
Phasenkontrastbild, woraus zu ersehen ist, daB sich auch hier der Farb-
stoff nur an der Oberfliche der Xorperchen zu befinden scheint.
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2. Die desoxyribonucleinsiurehaltigen Strukturen
der Cyanophyceenzelle

Wihrend sich die met. K. nicht nach Feulgen firben lieBen, traten
bei dieser Reaktion Strukturen in den Cyanophyceenzellen zutage, wie
sie in letzter Zeit DRAWERT (1949), DRAWERT u. METzXER (1936), v. ZA-
STROW (1953), CassEL u. HurcrINsON (1954) und DREWS u. NIKLOWITZ
(1956) beschrieben haben. Die Feulgensche Nuclealreaktion gelang nur,
wenn das Schiffsche Reagens vollig farblos war.

Fiir die Gesamtheit der feulgenpositiven Strukturen der Blaualgenzelle
soll hier die alte Bezeichnung ,,Chromidialapparat” verwendet wer-
den. Es kann kein Zweifel mehr bestehen, dafl dieser die Aufgaben des
Kernes erfiillt. Die met. K. sind davon streng zu trennen. Der Chromidial-
apparat liegt im zentralen Bereich des Plasmas. Er kann bei den einzelnen
Arten und auch bei ein und derselben Art je nach Alter der Zellen recht
unterschiedlich gestaltet sein. Bei Anabaena variabilis aus alten Kulturen
lag er in der Mitte der Zelle als ein ovales, einem normalen Kern recht
dhnliches Giebilde, wihrend die Heterocysten ein quer durch die Zelle
verlaufendes feulgenpositives granuliertes Band aufwiesen. In jungen
Féden derselben Art bestand der Chromidialapparat dagegen aus einem
aufgelockerten, aus Fiden und Knoten sich zusammensetzenden Geriist-
werk. Die Heterocysten boten das gleiche Bild wie in den alten Kulturen.
Wie Anabaena variabilis verhielten sich die anderen untersuchten
Anabaena-, sowie Nostoc- und Cylindrospermum-Arten. Scytonema-,
Tolypothriz- und Calothriz-Arten zeigten immer mehr das Gertistwerk
der jungen Anabaena-Zellen, allerdings noch aufgelockerter. Bei den
Oscillatoria-Arten war der Chromidialapparat stark kornig und auf-
gelockert, quer iiber die Zellmitte verteilt oder mehr in der Langsachse
der Zelle angeordnet. Manche Oscillatoria-Arten zeigten auch mehr das
fir Lyngbya aerugineo-coerulea und L. amplivaginata typische Bild. Hier
waren meist nur zwei, stets in der Mitte der Zelle gelegene Granula zu
erkennen, die auch die Form eines achsialen Stabes annehmen konnten.
Die met. K. lagen bei diesen Formen im Gegensatz zu den zentralen
»Nuclealgranula® immer an den Polen der Zelle. Nach der Feulgen-
Reaktion waren an Stelle der met. K. nur helle Flecken zu erkennen. —
Auf Abbildungen kann verzichtet werden, da die eigenen Befunde mit
den von Casser u. HourcmHiNson (1954) gebrachten Bildern iiberein-
stimmen. Die Kontrollversuche ohne Hydrolyse ergaben keine Firbung
des Chromidialapparates.

Eine Firbung des Chromidialapparates wurde ferner erzielt mit Hima-
toxylin nach Heidenhain, Methylenblau, Toluidinblau, Giemsafarblésung
sowie Thionin <+ Thionylchlorid nach vorangegangener Hydrolyse
(10 min) in n HCl bei 60°C. Die Formen des Chromidialapparates waren
bei diesen Firbungen jeweils die gleichen wie bei der Feulgenreaktion,
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Besonders intensiv und deutlich firbte sich der Chromidialapparat in
unfixierten Zellen mit Nilblau und Janusgriin. In fixierten Zellen gelangen
diese Farbungen nicht.

Eine Zellteilung im Phasenkontrast zu verfolgen, gelang mir nicht.
Aus den Firbungsbildern konnte nur entnommen werden, daB der
Chromidialapparat bei der Zellteilung halbiert wird. Wenn er als mehr
oder weniger korniges, lockeres Geriistwerk in der Zelle vorlag, konnte
auch hier die Beobachtung gemacht werden, daB er vor der endgiiltigen
Ausbildung der Tochterzellen die Form einer Spindel annimmt. In den
Fillen, wo der Chromidialapparat eine kompakte zusammenhingende
Form besal (z. B. alte Anabaena-Fiden), waren keine Teilungszustinde
der Zellen zu erkennen. Die lockere Verteilung der DNS wies auf eine
stete Teilungsbereitschaft der Zellen hin. Bei den untersuchten Lyngbya-
Arten wird die neue Wand vermutlich zwischen den beiden ,,Nucleal-
granula‘ eingezogen.

3. Die Cyanophycinkdérnchen

Als ein weiterer granulirer Bestandteil der Cyanophyceenzelle sind die
Cyanophycinkérnchen zu nennen. Diese Kornchen, die als stark licht.
brechende Gebilde von unregelmiBiger Form in den Cyanophyceenzellen
oft vorkommen und kaum mit anderen Zelleinschliissen verwechselt wer-
den konnen, firbten sich mit keinem der fiir die vorgenannten Unter-
suchungen verwendeten Farbstoffe. In besonders groBer Zahl kamen sie
bei Anabaena variabilis in den Zellen vor, die keine met. K. enthielten.
Die Fiden degenerierter Kulturen besaien meist auch viele Cyanophycin-
kérnchen. Junge Zellen frischer Kulturen enthielten im allgemeinen,
wenn gutes Wachstum stattfand, keine oder nur sehr wenig Cyanophyein-
kérnchen.

4. Diskussion der Ergebnisse

Es konnte erneut bestiitigt werden, daB die Cyanophyceenzelle nor-
malerweise eine im zentralen Bereich des Plasmas gelegene Substanz,
welcher infolge jhres DNS-Gehaltes Kernfunktion zukommt und meta-
chromatische Kérperchen, die keine DNS enthalten, besitzt. Die als
Chromidialapparat bezeichnete zentrale Substanz ist immer vorhanden,
die metachromatischen Korperchen kénnen fehlen.

Der Chromidialapparat kann, wie in letzter Zeit auch v.ZasTrRow (1953)
festgestellt hat, je nach Alter und Art der Cyanophyceen verschiedene
Formen haben. In ilteren mit basischen Farbstoffen gefirbten Zellen ist
er oft schwer zu erkennen, weil er durch die met. K., die dort meist be-
sonders groB sind, verdeckt wird. Im einzelnen besteht der Chromidial-
apparat der untersuchten Arten aus 2 bis mehreren kleinen Kérnchen,
die entweder direkt oder durch Fiden miteinander verbunden sind.
Zahlreiche Autoren, u. a. PorLJANSKY u. PETRUSCHEWSKY (1929),
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GuiLLiERMOND (1926, 1933), DELAPORTE (1939/40), DRAWERT (1949),
Cassgr u. HurcHINsON (1954) sowie DREWS u. NIKLowITZ (1956) haben
die feulgenpositiven Strukturen der Cyanophyceenzelle so beschrieben,

Bei verschiedenen Gattungen, z. B. Anabaena, Nostoc, Cylindrosper-
mum, tritt mit dem Altern der Zellen eine Verdichtung in dem Chromidial-
apparat ein. Die einzelnen Granula sind dicht zusammengedringt. Da-
durch gewinnt der Chromidialapparat eine kompakte, oft ovale Form
und &hnelt einem echten Ruhekern. Zellen, die einen so beschaffenen
Chromidialapparat besitzen, lassen keine Teilungsstadien erkennen. Das
aufgelockerte, kornige Geriistwerk, das den Chromidialapparat in jiinge-
ren Zellen charakterisiert, konnte demzufolge mit einem Teilungskern
verglichen werden.

Die Beobachtungen von BrineMANN an Lyngbya amplivaginata und
L. aerugineo-coerulea konnten nicht bestétigt werden. Wie alle iibrigen
von mir untersuchten Arten enthalten auch die genannten Lyngbyen
einen Chromidialapparat und met. K. Der Chromidialapparat besteht
hier aus 2 Granula und befindet sich in der Mitte der Zelle. Die met. K.
sind an den Polen der einzelnen Zellen gelegen. Nach der Feulgenschen
Nuclealreaktion waren, wenn die Féden zuvor nicht mit LaNO, behandelt
worden waren, an Stelle der met. K. nur helle substanzfrei erscheinende
Flecken zu erkennen. Die , Nuclealgranula* waren dunkelrot gefirbt.
Eine Lanthannitratbehandlung verhinderte die Aufldsung der met. K.
durch die Salzséure. Sie reagierten aber nicht mit dem Schiffschen Reagens.
Auch in diesem Falle wiesen die ,,Nuclealgranula‘ die Rotfirbung auf. —
Fiir das Gelingen der Feulgenreaktion ist eine wasserklare fuchsin-
schweflige Séure wichtigste Voraussetzung. Mit Aktivkohle wurde die
vollstindige Entfirbung des Reagenses erzielt (Lmwrie 1951). Wenn das
Schiffsche Reagens mit einer gelblichen Firbung angewendet wurde,
farbten sich in den zuvor mit LaNO, behandelten Fiden die met. K.
hellrot an. Die ,,Nuclealgranula* waren nicht zu erkennen. Es wire mog-
lich, dafl BrineMANN (1950) nicht vollig farblose fuchsinschweflige Sdure

_benutzt hat und jhm deshalb bei seinen lichtmikroskopischen Unter-
suchungen die Anwesenheit der Nuclealgranula entgangen ist.

Auch nach HrrssT (1953, 1954) verhalten sich die met. K. feulgen-
negativ. Auf Grund einer positiven Methylgriinfarbung betrachtet er sie
aber doch als Kerndquivalente. Die Methylgriinfirbung ist zum Nachweis
von DNS bei Cyanophyceen aber nach meinen Untersuchungen nicht
geeignet (vgl. auch DREws u. N1kLOWITZ 1956). Die Firbung der met. K.
mit Methylgriin beruht vermutlich nur auf der Fihigkeit dieser Kérper-
chen, basische Farbstoffe an der Oberfliche anzureichern. Die von
HzresT (1954) beobachteten Teilungszustinde der met. K., die er ferner
als Beweis fiir die Kernfunktion dieser Granula heranzieht, k6nnen aber
wohl verschiedene Ursachen haben.
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Die met. K., die keine DNS enthalten, bestehen in der Hauptsache aus
Phosphat, das sich in Sduren, Laugen und heilem Wasser 16st. Lipoide
und Kohlenhydrate besitzen sie, wie in letzter Zeit auch DREWS u. NIKLO-
wITZ (1956) festgestellt haben, nicht. Es konnten von mir auch keine
Eiweile in ihnen nachgewiesen werden. DREws u. NIxLowirz haben
jedoch auBer Phosphat auch Proteine in den met. K. (die Autoren spre-
chen von ,,groBen Granula*) gefunden. Phosphat ist ferner von BRING-
MANN (1950, 1952) in seinen ,,Karyoiden’ nachgewiesen worden. Es ist
deshalb anzunehmen, daB es sich bei den von BRINGMANN beschriebenen
»Kerndquivalenten um met. K. handelt.

Da das Vorkommen von met. K. vom Phosphatgehalt des Nihr-
mediums abhingig ist (siehe auch NaGEL 1948), handelt es sich bei diesen
Korperchen der Cyanophyceen wohl wie bei bestimmten Granula der
Bakterien (KrU¢ER-THIEMER u. LEMBEE 1954) um Phosphatreserven,
die unter ungiinstigen Lebensbedingungen aufgezehrt werden.

Wie aus einem spiteren Abschnitt hervorgehen wird, besitzen die
met. K, der Cyanophyceen keine nachweisbaren Redox-Eigenschaften.

GurLLIERMOND bezeichnet die met. K. als Vacuolen. Von Vacuolen
sollte aber nicht gesprochen werden, denn es kénnte dann leicht eine Ver-
wechslung mit_,,echten Vacuolen“ der Cyanophyceen vorkommen, wie
sie in dlteren Zellen bekanntlich mitunter auftreten (DRAWERT 1949,
v. Zastrow 1953, DRAWERT u. METZNER 1956), die aber nicht mit Va-
cuolen hoher organisierter Planzen vergleichbar sind. v. ZasTrRow (1953)
vermutet, daB sie ihre Entstehung dem Ubergang des zentralen Plasmas
vom Gel- in den Solzustand zu verdanken haben. In diesen Vacuolen,
die sich mit Methylenblau, Toluidinblau und Neutralrot firben, kann es
zu Ausfillungen durch den Farbstoff kommen. Die dadurch entstehenden
Granula diirfen nicht mit met. K. verwechselt werden (DrawERT 1949).

Die Frage, ob in der Cyanophyceenzelle auch RNS vorkommt, kann
aus den eigenen Untersuchungen nicht beantwortet werden. Biswas
(1956) ist es aber gelungen, DNS und RNS von Nostoc muscorum zu iso-
lieren, und er konnte chromatographisch den Beweis erbringen, da8 die
DNS der Cyanophyceen mit der hoher organisierter Pflanzen identisch
ist und auch die RN'S nicht vom Normaltyp abweicht. DREws u. NIxro-
wrrz haben in Phormidium uncinatum diffus verteilte RNS im zentralen
Plasma nachgewiesen. Die DNS-haltigen Granula sind dort von RNS-
haltigem Plasma umgeben. Die Anwendung spezifischer Fermente wird
nétig sein, um Klarheit hinsichtlich der Verteilung der RNS in anderen
Arten zu schaffen.

Cyanophycinkornchen waren als stark lichtbrechende, unregelméifig
gestaltete Granula in besonders groSer Zahl in alternden Zellen, in
Zellen ohne met. K. und in Dauerzellen vorhanden. Junge, wohlgenéhrte
Zellen besaBen in der Regel keine oder héchstens sehr wenig Cyanophycin-
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kornchen. Sie scheinen also besonders dort aufzutreten, wo infolge un-
giinstiger Lebensbedingungen Verdnderungen in den Zellen einsetzen.
v. ZasTrOoWw (1953) berichtet von einer Zunahme dieser Kérnchen im
extrem sauren und alkalischen Bereich. Mit den eigenen Befunden liBt
sich diese Beobachtung gut in Einklang bringen, denn weder bei extrem
alkalischer noch bei extrem saurer Reaktion liegen gute Lebensbedingun-
gen fiir Cyanophyceen vor.

Die Cyanophycinkérnchen sollen aus Proteinkristalloiden (GEITLER
1932) oder Lipoproteiden (siche DRAWERT 1949) bestehen. Wieweit es
sich um reine Degenerationsprodukte oder um Reservestoffe handelt,
soll hier nicht weiter untersucht werden.

5. Das Verhalten einiger Cyanophyceen gegeniiber
Redoz-Indicatoren

a) Reduktion von 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)

Das bei der Reduktion von 2,3,5-TTC entstehende Formazan ist stark
lipophil (RIED 1952), deshalb gehen in der Frage nach dem Ort in der
Zelle, an dem die Reduktion erfolgt, die Meinungen der Autoren ausein-
ander. Vertreter der einen Richtung, zu der BreLic, KauscrE u. HaAR-
DICK {1949), BRINGMANN (1951, 1952b), PRENNER, V. PRITTWITZ u. GAFF-
ROX (1952), Hamx (1952), Davis, WINTERSCHEEID, HARTMANN u. MuDD
(1953), SaLL u. MupD (1955) gehoren, sehen in den mit Formazan sich
anfirbenden Zellbestandteilen die Reduktionsorte selbst. DRAWERT
(1953, 1954) u. ZIEGLER (1953) vertreten aber die Auffassung, daB das
Formazan nicht unbedingt Reduktionsorte anzeigt, sondern sich auf
Grund seiner starken Lipophilie in Lipoiden anreichert.

Nachdem Cyanophyceenfiden eine gewisse Zeit in einer TTC-Losung
gelegen hatten, konnten iiber die einzelnen Zellen unregelmiBig verteilte,
rot gefiirbte Granula festgestellt werden. Nach einem léngeren Aufent-
halt in dem Reagens traten neben diesen Granula oftmals groBe rote
Formazankristalle auf. Die met. K. waren immer ungefirbt. Wie phasen-
kontrastmikroskopische Untersuchungen ergaben, handelt es sich um die
Anfirbung praformierter Granula, die bei Hellfeldbeobachtung meist nur
schwer von den iibrigen Einschliissen der Cyanophyceenzellen zu unter-
scheiden waren. In besonders groBer Zahl kamen diese Granula bei einer
Nostoc-Art vor. Sie waren bei dieser Art auch im normalen Lichtmikro-
skop deutlich als lichtbrechende Kérnchen zu erkennen. Ihre Anfirbung
mit Formazan konnte deshalb im Mikroskop verfolgt werden. Besafen
die Zellen viele dieser Granula, konnte kaum eine Kristallbildung beob-
achtet werden. Bei Anabaena variabilis dagegen waren nur wenig Granula,
aber oft sehr groBe Formazankristalle in den Zellen vorhanden.

Diese Beobachtungen weisen darauf hin, da die Granula viel Lipoide
enthalten, in denen das Formazan gespeichert werden kann. Sind nur
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wenige Granula vorhanden, so fillt das tiberschiissige Formazan in Form
von Kristallen aus. Die Stirke der Formazanbildung ist von der Anzahl der
vorhandenen Granula unabhingig.

Der physiologische Zustand der Zellen ist fiir das Zustandekommen der
TTC-Reduktion von grofer Bedeutung, wie aus einer Reihe von Beob-
achtungen hervorging und auch zu erwarten war. Das Alter und der
Lebenszustand der Zellen bzw. Fiden spielen dabei eine Rolle, wie Tab. 2
fiir Anabaena variabilis belegt.

Tabelle 2. Das Auftreten von Formazan tn den vegetativen Zellen von Anabaena varia-
bilis in Abhdngigheit vom Aller und vom Zustand der Fiden.
(Angabe der Zeit vom Einlegen der Faden in TTC bis zum Sichtbarwerden des
Formazans)

l Zeit in Minuten

Keimende Dauerzellen und die darans hervorgegangenen

erstenZellen . . . . .. ... .00 000 20
Junge, zarte Faden 3—4 Wochen alter Kulturen . . . . |keine Reduktion
Gut wachsende Kulturen (2—3 Monatealt) . . . . . . | 30—35
Zellen mit Degenerationserscheinungen . . . . . . . . ' 55—60

Ferner war es, wie auch DrREWs (1955) festgestellt hat, mitunter von
Bedeutung, in welchem Lésungsmittel das TTC geboten wurde. So redu-
zierte z. B. Anabaena variabilis zeitweilig nicht das TTC, wenn dijeses in
aqua dest. anstatt in Leitungswasser zur Anwendung kam. Daf} diese Er-
scheinung ebenfalls nur auf Verdnderungen des physiologischen Zustan-
des der Zellen zuriickzufiihren ist, geht darans hervor, daB bei Unter-
suchungen zu einem anderen Zeitpunkt Anabaena variabilis in aqua dest.
gelostes TTC genau so gut reduzierte wie solches in Leitungswasser.

Ein eigentiimliches Verhalten gegeniiber TTC konnte bei einer noch nicht naher
bestimmten 4Anabaena-Art beobachtet werden. Die Reduktionskraft dieser Art sank
stark ab, wenn die Fiden nach Entnahme aus dem Gewichshaus, wo sie auf
Hydromystria-Blattern wuchsen, ins Labor gebracht und dort auf ebensolchen
Blittern in einem Schilchen mit Wasser aus dem Gewichshausbecken anfbewahrt
wurden. Das Reduktionsvermogen von Cylindrospermum stagnale verinderte sich
dagegen in der gleichen Zeit bei gleicher Behandlung der Fiden nur geringfiigig,
wie aus Tab. 3 hervorgeht.

Fiir dieses Verhalten scheinen die anderen Lichtverhaltnisse im Laboratorium
verantwortlich zu sein. Es ergab sich namlich, da8 nach Ubertragung der Faden aus
dem Gewichshaus in einen Raum, in dem wie im Gewichshaus einige Leuchtstoff-
rohren brannten, keine Abnahme des Reduktionsvermogens auftrat.

Eine Portion Anabaena-Fiden aus dem Gewichshaus wurde auf 4 Schilchen
verteilt. Die Zellen der frisch entnommenen Féden reduzierten TTC sehr gut.
Zwei der Schilchen blieben im Laboratorium stehen, 2 wurden in die obengenannte,
mit Leuchtstoffirohren versehene Kammer gebracht. Bei Untersuchung der Objekte
nach 24 Std ergab sich, daB die Faden aus dem Laboratorium nicht mehr fihig
waren, TTC zu reduzieren, wogegen diejenigen aus der Kammer mit Zusatzbeleuch-
tung das gleiche starke Reduktionsvermogen besaBen wie am Tage zuvor nach der
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Entnahme aus dem Gewichshaus. Die Standorte der Schillchen wurden sodann

- vertauscht. Nach weiteren 24 Std wurde wieder eine Untersuchung vorgenommen.
Nun ergab sich, daB die Faden, die am Tage zuvor kein Formazan mehr bilden
konnten (Laboratorium), ihr fritheres Reduktionsvermogen wiedergewonnen und
die anderen es verloren hatten.

Wahrscheinlich spielen auier dem Licht auch noch andere, unbekannte Faktoren
dabei eine Rolle. Die Beobachtungen zeigen aber, wie schon geringfiigige Verande-
rungen des physiologischen Zustandes der Zellen den Ausgang der Untersuchungen
beeinflussen und die Ursache unterschiedlicher Ergebnisse sein konnen.

Tabelle 3. Abnrakme des TTC-Reduktionsvermiogens einer Anabaena-Art und von
Cylindrospermum stagnale bei Aufenthalt im Laboratorium.
(TTCin Leitungswasser gelost, mikroskopische Beobachtung nach 35 min Verweilen
der Faden in der Losung)

Zeit des Aufenthaltes ! Cylindrospermum

im Laboratorium 1{ Anabacna spec. ) | stagnale
Frisch aus dem Gewéchs- |

haus i +++ | +4+
2 8td ] ++ f' +4+
4 ,, i ++ i +++

6 , ) - + o+

22 ,, 1 — ++

48 ,, i — ++

72, ! — ++

b) Das Verhalten der Cyanophyceen gegeniiber dem Nadireagens

Das bei der Nadireaktion entstehende Indophenolblau ist ebenfalls
stark lipoididslich, so daB es vielfach als Nachweismittel fiir Fette benutzt
worden ist. Das Reagens wird aber auch zum Nachweis von Oxydasen
verwendet. Wihrend PERNER (1952) u. a. aus der Anfirbung mit Indo-
phenolblau auf den Ort der Oxydationsreaktion schlieBen, wird von
anderer Seite (DRAWERT 1953) die Ansicht vertreten, daB diese SchiuB-
folgerung nicht statthaft ist. Auf Grund der Lipophilie des Indophenol-
blaues kann iiber den Ort in der Zelle, an dem dessen Bildung erfolgt,
genau so wie beim Formazan, keine Aussage gemacht werden. Die Fir-
bung bestimmter Zellbestandteile mit Indophenolblau bei der Nadi-
reaktion ist wohl ein sicheres Zeichen fiir deren Lipoidreichtum, kann
aber nicht als Beweis dafiir gelten, dall diese Zelleinschliisse die Rolle von
Fermenttragern spielen.

Bei cytologischen Untersuchungen an Cyanophyceen diente das Nadi-
gemisch zum Nachweis von Lipoiden. GuiLriermoxD (1926, 1933) und
DELAPORTE (1939/40) beobachteten nach Behandiung einiger Cyano-
Phyceenarten mit diesem Reagens in den Zellen dunkel gefarbte Granula,
die, wie GUILLIERMOND angibt, in lebenden Zellen nur schwer sichtbar
waren, Als Indicator fir Oxydasereaktionen ist das Nadigemisch bei
Cyanophyceen von DrEWs u. N1gLowrrz (1956) bei Phormidium uncina-
tum benutzt worden.
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In den eigenen Versuchen rief die Behandlung der Cyanophyceen mit
dem Nadireagens eine dunkelblaue bis violette Granulafirbung in den
Zellen hervor. Die so mit Indophenolblau gefirbten Granula waren, wie
aus ihrer Form und Verteilung hervorging, mit den durch Formazan firb-
baren identisch. Die metachromatischen Kérperchen blieben ebenso wie
die Cyanophycinkérnchen ungefirbt.

Wihrend in lebenden Zellen die Indophenolblaubildung nicht immer
beobachtet werden konnte, sondern sich auch hier eine Abhingigkeit der
Reaktion vom jeweiligen physiologischen Zustand der Zellen bemerkbar
machte, traten in bereits toten oder durch Formolfixierung bzw. durch
Behandlung mit heilem Wasser vor der Einbringung in das Nadigemisch
abgetteten Zellen stets viele dunkelblau oder violett gefirbte Granula auf.
Die Zahl dieser Granula war in toten Zellen grofBer als in lebenden Es lief
sich aber nicht mit Sicherheit feststellen, ob es sich in toten Zellen durchweg
um geféirbte priformierte Granula handelte oder ob neben einer Firbung
der bekannten Granula eine Ausfillung des Farbstoffes eingetreten war.

Bei den toten Zellen handelt es sich um eine reine Fettreaktion. In
lebenden Cyanophyceenfiden aber ist die Aktivitdt der Zellen fiir den
Ausgang der Reaktion mit verantwortlich. Ich stellte fest, dal} in Zellen
von Kulturen, die TTC besonders schnell zu reduzieren vermochten, ent-
weder gar keine Granulafdrbung mit Indophenolblau eintrat oder eine
sehr lange Reaktionszeit dafiir erforderlich war. Auch der umgekehrte
Fall konnte beobachtet werden, wie aus Tab. 4 hervorgeht.

Tabelle 4. Vergleich von T'TC-Reduktions- und Nadi-Oxydationsvermdgen einiger
unlersuchter Cyanophyceenarten an ein und demselben Versuchstage.
Auftreten der Granulafarbung nach Minuten

Art ' TTC Nadi

Anabaena variabilis, keimende Dauerzellen,
erste vegetative Zellen . . . . . . .. 20 —_
Anabaena variabilis (2—3 Monate alt) . . . 35 35
Anabaena spec. . . . . . . . . . ... s — 20
Oscillatoriaspec. . . . . . . . . .« . . — 120
Oscillatoria spee. . . . . . . . . . . .. — 83
Oscillatoria spec. . . . . « « o . . . . 15 —
Oscillatoria spec. . . . . v « v o o o 4 . — 20

Einen Hinweis auf den Lokalisationsort der Oxydasen, welche die Nadi-
reaktion beschleunigen, konnten die Versuche nicht geben.

¢) Reduktion von Nilblau A und Janusgriin B
(fluorescenzmikroskopische Untersuchungen)
Auf nihere Angaben iiber diese beiden Farbstoffe und deren Anwen-
dung als Redox-Indicatoren bei cytologischen Untersuchungen soll hier
unter Hinweis auf die Arbeiten von DRAWERT (1952, 1953), DRAWERT u.
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Gurz (1953) und Gurz (1956) sowie die dort zitierte Literatur verzichtet

werden.

Die Firbung kleiner Cyanophyceenwatten erfolgte in Farblosungen, die kurz vor
dem Versuch aus einer Stammlosung auf 1: 10000 mit Leitungswasser verdiinnt
wurden. Eine Firbezeit von 3—5 min, in der nur die Randfiden der Watten den
Farbstoff in sichtbaren Konzentrationen aufgenommen hatten, war am giinstigsten.
Nach luftdichterm AbschluB durch Vaselineumrandung der Deckglischen wurden
die Priparate in einem geschlossenen Kasten, vor direktem Lichteinfall geschiitzt,
eine Zeit lang liegen gelassen.

Bei Farbung mit Nilblau und Janusgriin traten, wie schon friiher er-
wahnt wurde, Strukturen im zentralen Bereich des Plasmas auf, welche
nach Form und Lage als Chromidialapparat angesprochen werden konn-
ten. Bei der oben angegebenen Firbezeit lieBen jedoch nur die Randfiden
der Watten eine Firbung des Chromidialapparates der Zellen erkennen.
Diese Fiarbung muB aber als postvital angesehen werden. Die Zellen der
im mittleren Bereich der Watten gelegenen Fiden wiesen zunichst keine
sichtbare Farbung auf. Erst bei fluorescenzmikroskopischer Unter-
suchung der unter Luftabschluf gehaltenen Objekte war in den Zellen
dieser Fiden eine gelbe Granulafluorescenz zu erkennen. Diese Granula
waren nicht wie die durch Formazan und Indophenolblau firbbaren iiber
die ganze Zelle verteilt, sondern befanden sich nur im zentralen Bereich
des Plasmas. Sie waren auBerdem auch wesentlich kleiner als jene. Ferner
trat die Granulafluorescenz nur in den Zellen der im Hellfeld keine Fir-
bung zeigenden Fiden auf. In den stark gefirbten, geschidigten Rand-
fiden der Watten war diese Granulafluorescenz nicht zu beobachten. Die
Granulafluorescenz erlosch, wenn H,0, zugegeben wurde.

Es muB jedoch erwihnt werden, daBl die Fluorescenz dieser kleinen
Granula nach Firbung mit Nilblau und Janusgriin nicht regeiméBig ein-
trat. Die einzige Form, die nahezu immer gute Ergebnisse lieferte, war
eine Nostoc-Art. RegelméBigere Ergebnisse zeigten auch die Heterocysten,
in denen die fluorescierenden Granula in dem durch feulgenpositive
" Strukturen gekennzeichneten Mittelstreifen lagen. Nur noch voll vitale
Zellen waren in der Lage, die Farbstoffe zu reduzieren. Sowohl Nilblau
wie Janusgriin erwiesen sich aber als recht giftig fiir die Blaualgen. Die
guten Ergebnisse mit Nostoc sind wohl darauf zuriickzufithren, da8l die
ausgeprigten Gallerthiillen bei dieser Art nur eine langsame Diffusion der
Farbstoffe in die Zellen zulieBen und so eine zu schnelle Schiadigung ver-
hinderten.

Die metachromatischen Koérperchen wiesen niemals eine Fluorescenz
auf.

Aufler der beschriebenen Granulafluorescenz war nach Firbung mit
Nilblau und Janusgriin auch eine Fluorescenz des gesamten Plasmas zu
beobachten, welche manchmal in den Heterocysten die Fluorescenz der
kleinen Granula tberdeckte.
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Die Beobachtung der Granulafluorescenz in den mit Nilblau gefirbten
Objekten war oft erschwert durch eine einheitliche Fluorescenz des gan-
zen Priparates, die vermutlich vom Nilrot, das als Verunreinigung im
Nilblau vorkommt (GuTtz 1956), herstammte. Klarere Bilder lieferte
immer die Janusgriinfirbung.

Nicht verwechselt werden darf die hier geschilderte Granulafluorescenz
mit einer anderen, ebenfalls in Form von Granula auftretenden Fluores-
cenzerscheinung, die aber nach DrRAwWERT (miindliche Mitteilung) durch
gewisse Verdnderungen des Farbstoffes und wohl auch des Plasmas infolge
der intensiven Bestrahlung wéihrend der Beobachtung hervorgerufen
wird. Sie trat nach lingerer Beobachtung der Priparate unter dem Fluo-
rescenzmikroskop besonders auch in den toten Randfiden auf und war
durch H,0, nicht beeinfluBbar. Diese Granula waren orangegelb gefirbt,
tiber die ganze Zelle verteilt und von unregelmiBiger Gestalt. — AuBer-
dem kommt eine orangegelbe Eigenfluorescenz nekrotischer Zellen vor,
die auch v. ZasTrROW (1953) erwihnt. Mitunter konnte nach Fiarbung mit
Nilblau oder Janusgriin auch eine Fluorescenz der an den Heterocysten
von Cylindrospermum-Arten sitzenden Bakterien beobachtet werden.

d) Diskussion

AuBer metachromatischen Korperchen, Cyanophycinkdrnchen und
desoxyribonucleinsdurehaltigen Strukturen konnten noch zwei weitere
Arten von Granula in der Cyanophyceenzelle beobachtet werden. Auf jhr
Vorhandensein haben erst die Versuche mit Redox-Indicatoren aufmerk-
sam gemacht, denn diese Granula sind dadurch gekennzeichnet, da8 sie
sich im Unterschied zu den bekannten granuliren Einschliissen der
Cyanophyceenzelle mit den Oxydations- bzw. Reduktionsprodukten ver-
schiedener Redox-Indicatoren anfirben. Die beiden Granulaarten unter-
scheiden sich in ihrem Verhalten gegeniiber TTC und dem Nadigemisch
einerseits und Nilblau und Janusgriin andererseits sowie durch ihre
GroBe und unterschiedliche Lage in der Zelle. Die gréBieren Granula sind
iiber die ganze Zelle verteilt oder treten an den Zellwinden gehduft auf
und férben sich mit dem durch Reduktions- bzw. Oxydationsvorginge in
der Zelle entstehenden Formazan oder Indophenolblau. Die kleineren,
nur im zentralen Bereich des Plasmas gelegenen Granula sind erst als gelb
fluorescierende Kdrnchen im Fluorescenzmikroskop zu beobachten, wenn
die Zellen in geringen Konzentrationen aufgenommenes Nilblau oder
Janusgriin B reduziert haben. Wihrend die groBeren Granula im Phasen-
kontrastmikroskop und in einzelnen Arten auch im normalen Licht-
mikroskop ungefirbt zu erkennen waren, konnten die kleinen also nur im
gefirbten Zustand wahrgenommen werden.

Drews u. NIkrowrrz (1956) wiesen in Phormidium wuncinatum finf
verschiedene granuldre Einschlisse nach: 1. im ,,Centroplasma® gelegene,
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DNS-haltige Granula, 2. im gesamten Plasma vorhandene grofie Gra-
‘nula, die Phosphat besitzen, 3. im peripheren Bereich des ,,Centro-
plasmas‘‘ gelegene, Phosphatide enthaltende Granula, die erst nach
Formol-Ca-Fixierung deutlich nachweisbar sind und sich wie die beiden
ersten Arten mit Gallocyaninehromalaun firben; schlieBlich im Bereich
der Quer- und Lingswiinde und verstreut auch im ,,Chromatoplasma‘
vorhandene Granula, die sich mit Formazan (Stilben-TC), Indophenol-
blau (Nadi) und Janusgriin, welches dort zum Didthylsafranin reduziert
wird, firben. Die elektronenmikroskopische Untersuchung ergab, dall es
sich bei den im Bereich der Zellwiinde gelegenen Granula um zwei ver-
schiedene Arten handelt: 1. groBe, strukturiert erscheinende Granula
und 2. kleine, stark osmiophile Granula. Die Anfirbung der gréBeren
Granula konnten die Autoren im Lichtmikroskop verfolgen.

Es soll nun versucht werden, die von DREws u. NIkLow1TZ gefundenen
Granula mit den von mir nachgewiesenen zu identifizieren. — Die DNS-
haltigen Granula im zentralen Plasma stellen in ihrer Gesamtheit den
Chromidialapparat dar. Die groen Phosphatgranula werden in der vor-
liegenden Arbeit als metachromatische Kérperchen bezeichnet. Die 3. Art
von Granula, die sich nach DREws u. NIKLOWTTZ mit Gallocyaninchrom-
alaun farbt, muB der Lage und GréBenbeschreibung nach mit den von
mir beobachteten, mit Leukonilblau und -janusgriin fluorochromierbaren
Granula identisch sein. Die mit Formazan und Indophenolblau tingier-
baren, strukturierten Granula miifiten den von mir gefundenen, auf
gleiche Weise firbbaren gleichzusetzen sein. Allerdings konnte ich nicht
beobachten, daB sie sich mit Janusgriin fairben. AuBerdem ist darauf hin-
zuweisen, daB DREws u. NIKLowITZ ein anderes Tetrazoliumsalz, und
zwar Stilben-TC, fiir ihre Untersuchungen benutzt haben. Es blieben
nun noch die kleinen, osmiophilen Granula nach DrEws u. NIELOWITZ
sowie die Cyanophycinkérnchen iibrig. Die ersten liegen nach DREWS u.
Nimxrowrrz in ihrer GroBenordnung unter dem Auflosungsvermogen des
Lichtmikroskopes, so daB ich sie gar nicht wahrnehmen konnte. DaB die
zweiten von DREws u. NIKLOWITZ nicht erwihnt werden, kann darauf
zuriickzufiihren sein, dall Phormidium uncinatum keine Cyanophycin-
kérnchen besaB. Auch ich konnte diese Kérnchen ja meist nur in Zellen,
die schon Degenerationserscheinungen zeigten, in gréferer Zahl finden.

DrEews u. NIxrowrrz betrachten die groBen, strukturierten Granula
als Fermentzentren, da nach ihren Beobachtungen an diesen Granula
Janusgrin zum Diithylsafranin reduziert wurde und Formazan aus
Stilben-TC zuerst an diesen Granula auftrat. Die Autoren halten es
dariiber hinaus nicht fiir ausgeschlossen, dall auch die kleinen osmiophi-
len Granula Fermenttriger sind.

Man kann aber die Granulafirbung mit Formazan (TTC) und Indo-
phenolblau nicht als endgiiltigen Beweis fiir das Vorhandensein von
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Fermenten an diesen Granula ansehen. Bei meinen Untersuchungen han-
delt es sich in beiden Fillen um stark lipophile Verbindungen, die zundchst
nur den Lipoidcharakter der mit diesen Farbstoffen farbbaren Zellein-
schliisse anzeigen. Eine Farbung der grofileren Granula mit Janusgriin
konnte ich nicht beobachten. Wie ich feststellte, ist die Stirke der For-
mazanbildung von der Anzahl der in der Zelle vorhandenen Granula
unabhingig; sie richtet sich nach dem physiologischen Zustand der
Zellen. Wo die Reduktion des TTC erfolgt, kann also nicht gesagt werden.
Es muB} auch die Frage nach dem Sitz von Oxydasen offen bleiben.

Nach DrawerrT (1954) ist fiir die Verteilung eines Farbstoffes das Ver-
héltnis der lipophilen zu den hydrophilen Gruppen der jeweiligen Zell-
bestandteile oder -einschliisse und des Farbstoffes verantwortlich. Auf
Reduktions- oder Oxydationsorte kann man aus der Farbstoffverteilung
nicht ohne weiteres schlieBen. Es kann deshalb die durch reduziertes
Nilblau oder reduziertes Janusgriin bedingte Fluorescenz der kleinen, im
zentralen Plasma gelegenen Granula auch nicht als Beweis fiir das Vor-
handensein von Dehydrasen in diesen Granula angesehen werden. Eine
derartige SchluBlfolgerung wire erst dann statthaft, wenn es geldnge, eine
direkte Umférbung dieser Granula zu beobachten. Wegen der Kleinheit
dieser Kornchen ist es jedoch schwierig festzustellen, ob sie sich bereits
mit den oxydierten Stufen der Farbstoffe anfirben. Meine Untersuchun-
gen in dieser Hinsicht schlugen fehl. — Nach den Angaben von DREWSs u.
NixrLowrrz soll zwar das Formazan des von ihnen benutzten Stilben-TC
nicht lipoidldslich sein, aber weitere Versuche miissen erst kléren, inwie-
weit bei den Cyanophyceen bestimmte Granulatypen als Fermentzentren
in Betracht kommen. '

6. Das Verhalten der Heterocysten (Het.)
Uber die Bedeutung und die Funktion der Heterocysten wissen wir
praktisch noch nichts. Zwar bestehen mancherlei Theorien iber ihre

Funktion, doch sind diese untereinander sehr verschieden.

So vermutete man, daB die Aufgabe der Heterocysten darin besteht, die Durch-
trennung des Fadens fiir die Vermehrung zu erleichtern. Sie wurden lange als riick-
gebildete, nicht mehr teilungs- bzw. keimungsfihige Zellen angesehen. GETTLER
(1921), SeratT (1911), STEINECKE (1932) und Foac (1949) haben jedoch ein Aus-
keimen von Het. beobachten konnen.

GEITLER stellte phylogenetische Spekulationen tiber die Natur der Heterocysten
an und kem zu der Auffassung, daB sie ,,rudimentére Fortpflanzungszellen sind,
die ,,im Laufe der phylogenetischen Entwicklung ihre eigentliche Funktion verloren
haben®. Nur unter bestimmten Bedingungen kann noch ein Auskeimen erfolgen.

DaB die Het. genau wie die vegetativen Zellen eine feulgenpositive Substanz
besitzen, erwihnenunter anderenvox Zastrow (1953), CasseL u. HurcHINSON (1954).
Auch Foea (1951) hat mit verschiedenen Kernfirbemethoden eine positive Far-
bung in den Het. von Anabaena cylindrica erhalten.

Foaa (1944, 1949, 1951) hat umfangreiche Untersuchungen iiber die Entstehung
der Het. aus vegetativen Zellen durchgefithrt und festgestellt, daB sich die Het. von
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Anabaena cylindrica dann bilden, wenn der Gehalt des Nihrmediums an stickstoff-
haltigen Substanzen uaterbalb einer bestimmten Grenze liegt. Auf Grund dieser
Beobachtungen in Verbindung mit cytologischen Untersuchungen wird angenom-
men, daB bei Stickstoffmangel einige Zellen eines Fadens zur Rettung der itbrigen
aufgegeben und ausgezehrt werden. Die aufgebrauchten Zellen stellen dann die
Het. dar. Fertig ausgebildete Het. hatten demnach keine Funktion mehr.

Im Zusammenhang mit den eigenen Untersuchungen sind die Beobachtungen
von CANABAEUS (1929) bemerkenswert. Sie stellte fest, daf die GroBe und die
Anzahl der Het. einer Kultur in engem Zusammenhang mit dem Nahrmedium
stehen. Da sich die Het. bei Zusatz von verschiedenen Alkali- und Erdalkalihalo-
geniden vergroBerten und bei Zufiigung von Fe-, Co- und Ni-Salzen zum Nahr-
substrat verkleinerten, wurden sie von ihr als ,,Enzymspeicher* gedeutet.

Bei der Behandlung der Cyanophyceen mit Redox-Indicatoren haben
wir gewisse Unterschiede zwischen vegetativen Zellen und Het. fest-
gestellt (DRAWERT u. T1scHER 1956). Im folgenden soll iiber die Ergeb-

nisse eingehender berichtet werden.

a) Das unterschiedliche Verhalten von vegetativen Zellen und
Heterocysten gegeniiber T'TC und verschiedenen Redox-Farbstoffen

Es wurde festgestellt, dafl die Reduktion von TTC in den Het. bedeu-
tend {frither erfolgte als in den veget. Z. Bereits nach 5 min waren bei
Anabaena variabilis und Cylindrospermum licheniforme in den Het. rot
gefirbte Granula vorhanden, wihrend in den veget. Z. erst nach 30 oder
35 min eine Granulafirbung sichtbar wurde. Bereits nach 7 min traten
in den Het. neben den gefirbten Granula groBe rote Formazankristalle
auf. Auch bei anderen Arten ergaben sich dhnliche zeitliche Differenzen,
- 50 daB ganz allgemein in den Het. das Formazan 20—35 min frither zu
erkennen war als in den vegetativen Zellen.

Zunichst lag die Vermutung nahe, daB angesichts des unterschiedlichen
Baues von vegetativen Zellen und Het. Permeabilititsunterschiede die
Ursache fiir diese Erscheinung seien. Es ergab sich jedoch bald, daf diese
Annahme nicht zutraf.

So wurde festgestellt, daB auch in vegetativen Zellen zahlreiche groBe
Formazankristalle binnenkurzer Zeit auftraten, wenn das zn untersuchende
Préparat dem Licht ausgesetzt wurde. Daraus konnte geschlossen werden,
daB das TTCin die vegetativen Zellen ebenso schnell eindringt, wie in die
Heterocysten, denn es ist wohl kaum anzunehmen, daB das Licht in so
kurzer Zeit die Permeabilitdt der vegetativen Zellen grundlegend #indert.

Mit Neutralrot (in Phosphatpuffer mit py 6,6-—6,8) firbten sich die
vegetativen Zellen frither als die Het., was auch darauf hindeutet, daB
die Het. nicht permeabler sind als die vegetativen Zellen. Daf Neutralrot
durch die Het. reduziert werden konnte, war in Anbetracht des hohen
Redoxpotentials dieses Farbstoffes nicht anzunehmen. Allerdings kann
man nicht ohne weiteres das Verhalten der Zellen gegeniiber TTC mit dem
gegeniiber Neutralrot vergleichen, solange wir iiber die Art und Weise

29*
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der Stoffaufnahme durch die lebende Zelle nicht genau unterrichtet sind.
Wiihrend TTC in der Lésung wohl vorwiegend in Form von Ionen vor-
liegt, diirfte eine Neutralrotlosung bei py 6,6—6,8 bereits viele Farb-
basenmolekiile enthalten (DrRAWERT, 1940). Methylenblau eignete sich
besser fiir Vergleichsuntersuchungen. Dieser Farbstoff, der bei pg ~ 7
(Leitungswasser) noch weitgehend dissoziiert ist, wird nur sehr langsam
von den Het. aufgenommen. Bei einer Firbezeit, in der die vegetativen
Zellen deutlich geféirbt waren, gelang es nie, eine Anfirbung der lebenden,
intakten Het. mit Methylenblau zu erzielen. Dies schien nicht auf eine
Reduktion des Farbstoffes in den Het. zuriickzufiihren zu sein, da der
Farbstoff sich auch nicht nach Zugabe von H,0, zum Priparat oder mit
Hilfe fluorescenzmikroskopischer Untersuchungen in den Het. nach-
weisen lieB. Lage eine Reduktion des Farbstoffes vor, hitten die Het. sich
mit H,0, blau firben, bzw. hitten sie die Fluorescenz des reduzierten
Methylenblaus zeigen miissen.

Das verschiedene Verhalten von Neutralrot und Methylenblau diirfte
aber auch kaum auf die unterschiedliche Dissoziation dieser beiden Farb-
stoffe und damit auf Permeabilititsunterschiede zurickzufiihren sein;
denn selbst bei pg 8,8 und 10,7 firbten sich die Het. mit Methylenblau
schwerer als mit Neutralrot bei py 6,8. Es wurden deshalb mit verschie-
denen Redox-Farbstoffen Firbungen vorgenommen.

Tabelle 5. Farbung der Helerocysten mit verschiedenen Redox-Farbstoffen

" (Die Angaben beziehen sich nur auf die Het. von Faden, deren vegetative Zellen
gefirbt waren)

- a . i;
Farbtor e

Thionin . . . . ... ... .. . + 0,06 —
Brillant-Kresylblaw . . . . . . . . -+ 0,04 —_—
Methylenblau. . . . . . .. . .. + 0,01 —_—
NilblawnA . ... ........ — 0,12 30
JanusgrimB . . . . . ... ... —0,22 30—40
Amethystviolett . . . . . . . .. — 0,25 60
Methylenviolett . . . . . . ... - 0,26 60
Neutralrot . . . . . . . .. ... — 0,34 80

Die dabei erzielten Ergebnisse bestitigten die Vermutung, da dem
Redoxpotential der Farbstoffe hier doch eine Bedeutung zukommen mu8.
Es stellte sich heraus, daB schwer reduzierbare Farbstoffe die Het.
schneller anfirbten als leicht reduzierbare (Tab. 5). Bei den vegetativen
Zellen konnten derartige Unterschiede nicht beobachtet werden. Beriick-
sichtigen wir ferner noch das ,anscheinende Reduktionspotential
(JERCHEL u. MOHLE, 1944) vom 2,3,5-TTC mit E, = —0,083 Volt bei
Pr 6,7, 5o kann der Unterschied zwischen Het. und vegetativen Zellen
nur auf das stirkere Reduktionsvermégen der Het. zurtickgefiihrt wer-
den. Ungeklirt bleibt allerdings die Tatsache, da8 sich die reduzierte
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Stufe der ersten 3 der in Tab. 5 aufgefithrten Farbstoffe weder mit H,0,
noch fluorescenzmikroskopisch (Methylenblau) in den Het. nachweisen
14Bt.

Es kann sich bei den Het. also nicht nur um morphologisch von den
vegetativen Zellen abweichend gestaltete Zellen handeln, sondern auch
in physiologischer Hinsicht miissen bedeutende Unterschiede vorliegen.

b) Unterschiede zwischen vegetativen Zellen und Heterocysten
bei der Nadireaktion

Von besonderem Interesse ist aber noch die Tatsache, daB auch die
Granulafirbung mit Indophenolblau in den Het. frither auftrat als in den
vegetativen Zellen. Die durchschnittliche Differenz betrug wiederum
30 min.

¢) Ozydation von p-Phenylendiamin

Aus der Reihe der von PriT (1945) benutzten Verbindungen wurde
p-Phenylendiamin, das bei Gegenwart von Sauerstoff und vermutlich
,, Phenylenaminasen (PRAT 1945) in eine chinoide Verbindung itbergeht,
fiir die Untersuchungen herangezogen. Das von PrRAT ebenfalls benutzte
Pyrogallol erwies sich als ungeeignet, weil sich die Losung bereits nach
kurzem Aufenthalt an der Luft stark braun verfiarbte. Die p-Phenylen-
diamin-Losung behielt dagegen lange Zeit nur einen rosa Schimmer.

Die Cyanophyceen wurden in das Reagens (0,5%ig in Leitungswasser) gebracht,
im Dunkeln gehalten und nach einiger Zeit in einem Tropfen Leitungswasser im
Mikroskop untersucht.

Die Oxydation von p-Phenylendiamin erforderte allgemein eine lingere
Reaktionszeit. Die Het. bewiesen aber auch hier ihre besonderen Fihig-
keiten. Wihrend die vegetativen Zellen mit Ausnahme der Het.-freien

Tabelle 6. Oxydation von p-Phenylendiamin, Nadireaktion und Reduktion von
TTC in vegetativen Zellen und in Heterocysten einiger Cyanophyceen

(Reaktionszeiten in Minuten, die Prozentzahl neben der Zeitangabe stellt die un.

gefihre Anzahl der Het. eines Praparates dar, die eine Granulafirbung zeigten)

Art p-Phenylendiamin Nadi TTC
I

veget.z.! Het. veget.Z.J Het. |veget. Z.! Het.
Anabaena variabilis . . . . . —_ 30 (109% 35 10 30 5
Anabaena spec. 3 . . . . . . —_ 25 (10%) 40 15 25 5
Anabaena spee. 5 . . . . . . —_ - - 40 20 35 5
Nostoc Kihlmani, Hormogonienj — —_ - — —_ 40 10
Nostoc spec. 0 . . . . . . . — —_ — — — 30 5
Nostoc spee.d, . . . . . . . — 40 (109,) 40 10 30 5
Cylindrospermum stagnale . .| — 90 (59%,) 50 10 25 5
Cylindrosp. licheniforme . . .| — 30 (8% 30 10 23 5
Tolypothriz spec. X . . . . . — 90 (109, 60 10 35 10
Tolypothriz spec. ¥ . . . . . — - - 40 — 40 13
Oscillatoria spec. 2. . . . . . 20 60 13
Oscillatoria spec. 3. . . . . . 30 20 —
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Oscillatorien meist nicht in der Lage waren, das p-Phenylendiamin zu
oxydieren, konnte in einem Teil der Heterocysten eine dunkelbraune
Granulafirbung beobachtet werden (Tab. 6). Es handelte sich um die
gleichen Granula, die sich auch mit Formazan und Indophenolblan an-
firbten.

d) Auftreten der Granulafluorescenz nach Firbung mit Nilblau A
und Janusgriin B in vegetativen Zellen und Heterocysten

Auch bei den fluorescenzmikroskopischen Untersuchungen nach Fir-
bung mit Nilblau und Janusgriin zeichneten sich die Het. dadurch aus,
daB zuerst und manchmal nur in diesen die bereits beschriebene Granula-
fluorescenz zu erkennen war. Die Unterschiede betrugen hier bis zu
55 min. Entsprechend der Giftigkeit dieser Farbstoffe (siehe S.415) waren
die erzielten Ergebnisse aber recht uneinheitlich.

¢) Vergleich zwischen Stirke des Redox-Vermigens und Alter der
Heterocysten

Da nach der Theorie von Foge (1951) die Entstehung der Het. auf
eine Mobilisierung lebensnotwendiger Baustoffe in einzelnen vegetativen
Zellen zuriickzufiihren ist, war es von Interesse, das Redox-Vermdogen
von Het. verschiedenen Alters und Entwicklungsgrades zu priifen. Die
hohe stoffwechselphysiologische Aktivitit der Het., die sich in der Fihig-
keit, rasch mit Redoxindicatoren in Reaktion zu treten, duBert, wiirde
fiir die vorgenannte Theorie sprechen, wenn junge, noch nicht vollstéindig
ausgebildete Het. die stirksten Redoxleistungen vollbrichten und mit
zunehmender Ausdifferenzierung eine Abnahme des Redox-Vermdgens
eintrite.

‘Wie die daraufhin durchgefiihrten Untersuchungen ergaben, ist jedoch
das Gegenteil der Fall. In Entstehung begriffene Het. verhielten sich wie
die vegetativen Zellen. Mitunter blieb die Granulafirbung in solchen
jungen Het. auch vollstindig aus. Die Stirke des Redox-Vermdgens
wuchs mit dem Grade der Ausdifferenzierung und war am groBten in
vollstindig entwickelten Het. Nach einer gewissen Zeit sterben allerdings
die Het. ab. Sie bleiben noch im Verbande des Fadens, zeigen aber keine
Redox-Reaktionen mehr. Im allgemeinen wird dann eine benachbarte
vegetative Zelle in eine neue Het. umgewandelt.

f) Diskussion
Ubereinstimmend hat sich aus allen Versuchen ergeben, daf die Het. in
der Lage sind, mit Redox-Indicatoren schneller in Reaktion zu treten als die
vegetativen Zellen. Eine bessere Permeabilitit der Het. kann dafiir kaum
verantwortlich sein. Allem Anschein nach besitzen die Het. eine hohere
Stoffwechselaktivitit als die vegetativen Zellen (DRAWERT u. TISCHER,



Untersuchungen {ber die granuliren Einschliisse der Cyanophyceen 423

1956). Nach meinen Beobachtungen wird stets die erste Zelle eines jun-
-gen, noch von der Dauerzellenwand umgebenen ¥adens von Anabaena
variabilis eine Het. Wenig &ltere Fiden sind dagegen meist heterocysten-
frei. Erst spiter wandeln sich wieder vegetative Zellen in Het. um. In
diesem Zusammenhang muf auch an die Hormogonien von Nostoc-Arten
erinnert werden, die an beiden Enden eine kleine und in einem reiferen
Stadium noch eine dritte, grofiere, fast genau in der Mitte gelegene Het.
besitzen. Het. kommen also bereits in den frilhesten Jugendstadien eines
Cyanophyceenfadens vor.

Die Het. besitzen zwar noch die wesentlichsten Bestandteile, welche
die vegetativen Zellen auszeichnen ; metachromatische Kérperchen fehlen
aber in der Regel. Nur selten kommen solche vor. Sie sind hchstens in
sehr jungen Het. anzutreffen. Da die metachromatischen Korperchen als
Reservestoffe aufzufassen sind, ist ihr Fehlen in den Het. verstandlich.
Die Het. haben noch die Fihigkeit, auszukeimen, wie GEITLER u. a. be-
schrieben haben; sie tun es aber in der Regel nicht. Nach einem gewissen
Zeitraum sind ihre Fihigkeiten erschopft, und sie sterben ab. Eine ihnen
benachbarte vegetative Zelle wird dann meist zu einer neuen Het. — Von
zwei nebeneinander gelegenen Het. gab meist nur eine die beschriebenen
Redox-Reaktionen. An Nostoc-Hormogonien trat dann, wenn die mittlere
Het. gebildet war, in den kleinen Endheterocysten keine Granulafirbung
mehr auf, sondern diese war beschriinkt auf die neue Het. in der Mitte. —
Bei Arten mit terminalen Het. bilden oft alte funktionslose Het. die Spitze
des Fadens. Treten die Het. intercalar auf, kommt es bei ihrem Absterben
hiufig zu einem ZerreiBen des Fadens.

Bekannt ist ferner, daB sich an Heterocysten hiufig Bakterien an-
siedeln. Die Het. einiger Cylindrospermum-Arten erhalten ja durch sie ihr
charakteristisches Aussehen. Offenbar finden die Bakterien an den
Heterocysten besonders gute Lebensbedingungen vor.

Die Annahme, daB die Het. lediglich deshalb vorhanden sind, damit
die Durchtrennung eines Fadens zum Zwecke der Vermehrung erleichtert
wird, muB bereits durch das Vorkommen von nur terminalen Het., z. B.
bei Cylindrospermum- und Gloeotrichia-Arten, als widerlegt gelten. Die
Durchtrennung oder Scheinverzweigung eines Fadens findet allerdings
hiufig an einer Het. statt.

Nach der Theorie von Focc (1951) miissen fertig ausgebildete Het. als
funktionslos angesehen werden, denn sie werden ja als das Endprodukt
eines Abbauprozesses, der in einzelnen vegetativen Zellen bei Stickstoff-
mangel einsetzt, gedeutet. In einer in Entstehung begriffenen Het. wiir-
den also rasche Ab- und Umbauprozesse ablaufen. Die eigenen Ergebnisse
der Versuche mit Redox-Indicatoren weisen auch auf rasche Umsetzungs-
prozesse in den Het. hin; wihrend aber nach der Theorie von Foae doch
zu fordern wiire, dal junge, noch nicht vollstindig ausgebildete Het. die
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grofiten Redox-Leistungen vollbringen, bewiesen die eigenen Ergebnisse
das Gegenteil. Das Redox-Vermdgen der Het. wichst mit dem Grade
ihrer Ausdifferenzierung. In einer vollentwickelten Het. lduft die Re-
duktion bzw. Oxydation gebotener Indicatoren am schnellsten ab.
Wenn die Het. allerdings dann allmihlich auch absterben, kann ich
doch in dieser Erscheinung keine Bestétigung der Auslegung von Foge
sehen.

DaB eine Beziehung zwischen Heterocystenbildung und Zusammen-
setzung des Néhrsubstrates besteht, hat auch CaANABAEUS (1929) fest-
gestellt. Eigene, bei der Kultur der Cyanophyceen gemachte Erfahrungen
lieBen derartige Zusammenhinge ebenfalls erkennen. Es fanden sich
jedoch keine so strenge GesetzmiBigkeiten, wie sie Foga (1949, 1951)
und CANABAEUS (1929) beobachtet haben.

GEITLERS (1921, 1932) phylogenetische Deutung der Het. kann durch
die eigenen Untersuchungen weder bestiitigt noch widerlegt werden. Der
Autor erwihnt selbst, daB es sich um eine reine Spekulation handelt. Das
mitunter beobachtete Auskeimen der Het. kann nicht als Beweis fiir
die Annahme gelten, dafl es sich bei den Het. um Relikte fritherer
Fortpflanzungszellen handelt, die im Laufe der phylogenetischen Ent-
wicklung eine Umbildung erfahren haben. Dal die Het. noch aus-
keimen konnen, ist auf Grund des Vorhandenseins kernihnlicher Struk-
turen im Plasma ohne weiteres erklirlich. Als Dauerzellen kdnnen die
Het. keinesfalls betrachtet werden. Het. haben nur eine sehr begrenzte
Lebensdauer.

Es bleibt noch die von CaNaBAEUS (1929) vertretene Auffassung iiber
die Funktion der Het. zu erwiihnen. Die Autorin deutete die Het. als
»Enzymspeicher’, weil sie bei Kulturversuchen feststellte, dall die Het.
bei Anwesenheit von Alkali- und Erdalkalihalogeniden sehr klein waren
und sich vergréBerten, wenn Fe-, Co- oder Ni-Salze dem Néhrsubstrat
zugesetzt wurden. Die Bezeichnung ,,Enzymspeicher” muB abgelehnt
werden. Der Grundgedanke aber, der zu dieser Auffassung gefiihrt hat,
wird durch die eigenen Beobachtungen bestitigt. Auch ich komme zu der
SchluBfolgerung, dal die Het. eine Funktion im Rahmen des Stoff-
wechselgeschehens eines Fadens ausiiben. Die Het. sind umgestaltete
vegetative Zellen, deren Hauptaufgabe in der Bereitstellung bestimmter
Stoffe fiir die Gibrigen Zellen besteht. Sie besitzen in besonders reichem
MaBe physiologisch aktive Stoffe, weshalb sie in der Lage sind, mit ge-
botenen Redox-Indicatoren rasch in Reaktion zu treten. Die Frage, was
den vegetativen Zellen geliefert wird, kann vorerst nicht beantwortet
werden. Nach einer bestimmten Zeit sterben die alten Het. ab und neue
haben ihre Aufgaben iibernommen. Ob von den Het. gebildete Stoffe von
Zelle zu Zelle weitergegeben oder durch Ausscheidung nach auflen den
vegetativen Zellen dienlich werden, muf eine Frage fiir spitere Unter-
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suchungen bleiben. Die Ansiedlung von Bakterien auf bestimmten Het.
spricht allerdings dafiir, daB gewisse Stoffe nach aullen abgeschieden
werden.

111. Zusammenfassung

Es wird auf Grund der Untersuchung von 18 verschiedenen Cyano-
phyceenarten aus der Reihe der Hormogonales bestitigt, dal die Cyano-
phyceenzelle eine feulgenpositive Substanz im zentralen Bereich des
Plasmas besitzt und metachromatische Kérperchen, die von dieser unab-
héngig sind. Die feulgenpositiven Strukturen, die in ihrer Gesamtheit
als Chromidialapparat bezeichnet werden, haben Kernfunktion.

Die Methylgriinfirbung ist zum Nachweis von DN bei Cyanophyceen
ungeeignet.

Die metachromatischen Kérperchen bestehen in der Hauptsache aus
Phosphat. Sie enthalten keine DNS, keine Lipoide und keine Kohlen-
hydrate (Glykogen). Es konnten in ihnen auch keine Eiweifle nachgewie-
sen werden.

Kulturversuche haben bestitigt, da8 die Anwesenheit von metachro-
matischen Korperchen vom Lebenszustand der Zellen und vom Phosphat-
gehalt des Nahrmediums abhiingig ist. Die metachromatischen XKéorper-
chen der Cyanophyceen stellen vermutlich Phosphatreserven dar.

Eine nach Firbung mit basischen Farbstoffen zn beobachtende ,,Zwei-
schichtigkeit' der metachromatischen K&rperchen beruht auf einer Farb-
stoffanreicherung an ihrer Oberfliche.

Versuche mit Redox-Indicatoren ergaben, daB die Cyanophyceenzelle
aufler metachromatischen Kérperchen, feulgenpositiven Strukturen und
Cyanophycinkérnchen noch zwei weitere Arten von Granula enthilt:
1. Uber die gesamte Zelle verteilte und an den Zellwinden gehduft auf.
tretende grofere Granula, die sich mit Formazan und Indophenolblau
férben; 2. wesentlich kleinere, nur im zentralen Bereich des Plasmas vor-
handene, mit reduziertem Nilblau und reduziertem Janusgriin fluoro-
chromierbare Granula. .

Fiir das Zustandekommen dieser Firbungen ist der jeweilige physio-
logische Zustand der Zellen von groBSer Bedeutung.

Uber den Ort, an dem die Reduktion bzw. Oxydation der gebotenen
Indicatoren in der Zelle erfolgt, kann keine Aussage gemacht werden.

Es wurde festgestellt, dall simtliche Redox-Reaktionen in den Hetero-
cysten schnelier ablaufen als in den vegetativen Zellen. Die Heterocysten
besitzen demnach eine hdhere Stoffwechselaktivitiit als die vegetativen
Zellen. Es wird vermutet, daf} die Heterocysten im fertig ausgebildeten
Zustande eine bestimmte Funktion im Rahmen des Stoffwechsel-
geschehens eines Fadens ausiiben.

Herrn Prof. Dr. H. DrawerT danke ich fiir die Anregung der Arbeit.
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