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Die Cyanophyceen sind in den letzten Jahren wieder 5fters in cyto- 
logischer Hinsicht untersucht worden. Die Frage nach den Kern/iqui- 
valenten und nach der Natur der Granula ist aber noch weitgehend un- 
gekl~rt. Eine Zusammenfassung der ~lteren Literatur finder sich bei 
D~AW~nT (1949). 

D~tAWEI~T (1949) best~tigte das bereits friiher yon versehiedener Seite 
festgestellte Vorhandensein einer feulgenpositiven Substanz im zentralen 
Bereich des Plasmas der Cyanophyeeenzelle. Die Frage, ob die naeh Fgr- 
bung mit basischen Farbstoften neben dieser zentralen Substanz beson- 
ders auff~l]ig in ]~rscheinung tretenden sogenannten metachromatischen 
KSrperchen oder VolutinkSrnehen pr~formierte Gebilde der Zelle oder 
nur, wie CHOL_~OKY (1937) annimmt, dutch den Farbstoft herbeigefiihrte 
Entmischungsprodukte des Plasmas sind, l~6t DRAW~.I~T noch often. Auf 
Grund elektronenmikroskopischer und cytoehemischer Untersuehungen 
gelangt BRr~GMAX~ (1950, 1952) ZU der Auffassung, dab in der Cyano- 
phyceenzelle nur vSllig gleichartig beschaftene Granula vorkommen. Sie 
sollen Ribonuc|eins/iure, Desoxyribonuclein~ure und Phosphat besitzen. 
BRr~G~IA~ bezeichnet sie als Kern~quivalente oder Karyoide. Aueh 
HERBST (1953, 1954) betraehtet die metachromatischen KSrperehen als 
Kern~iquivalente. v. ZASTROW (1953) weist jedoeh wieder das Vorhanden- 
sein feulgenpositiver Strukturen in der Zentralsubstanz naeh (vgl. auch 
DRAWERT U. M~.TZ~XER 1956). Die metaehromatischen KSrperehen werden 
yon ihr als denaturierte Zentralsubstanz aufgefal3t, v. ZASTROW vermutet, 
dab unterschiedliche experiment~lle Befunde auf die Untersuehung yon 
Objekten verschiedenen Alters und die Verwendung ungleieher Fixierungs- 

* Dissertation der ~Iathematisch-Naturwissenschaftliehen Fakult~t der Freien 
Universit~t Berlin, 1957. 
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methoden zuriickzufiihren sind. KRIEG (1954) sowie CASSEL U. HUTCHLN- 
SO~ ~ (1954) vertreten wieder die atte Auffassung, wonach die metachroma- 
tischen KSrperchen nichts mit  einer im zentra|en Bereich des Plasmas 
gelegenen Substanz, welehe Kernfunktion hat, gemein haben. 

In  Anbetracht  dieser unterschied|ichen Auffassungen ergab sieh die 
Notwendigkeit, die Einsehliisse ira Plasma der Cyanophyceen erneut zu 
untersuchen. 

Naeh BRrNG~IA~'I~ (1952) fiirben sich die yon ihm als Karyoide be- 
zeiehneten Gebilde mit  Janusgriin. Diese tTiirbung gelingt nut  bei Luft- 
zutr i t t ;  es war deshalb yon Interesse, auch das Verhalten der Cyano- 
phyceen gegeniiber Redox-Indicatoren zu untersuchen. Nach PRs (1945) 
treten bei Behandlung lebender Cyanophyceen mit Polyphenolen, Phe- 
nylendiamin und Aminophenol dunkle Granulationen in den Zellen auf. 
DI~EWS (1955) sowie BREWS u. NIKLOWITZ (1956) unterseheiden in den 
ZeUen yon Phormidium uncinatum 5 verschiedene Arten yon granuli~ren 
Einschliissen. I m  peripheren Bereich des Plasmas gelegene, im Elek- 
tronenmikroskop strukturiert  erscheinende Granula fiirben sich naeh 
ihren Angaben mit  Redox-Indieatoren. Sie werden deshalb als Ferment-  
zentren betrachtet.  

I. Yersuchsmaterial und l~Iethodik 
Als Untersuchungsobjekte dienten Vertreter der Gattungen Anabaena, ~Vo~toc, 

Cylindro~permum, Scytonema, Tolypothrix, 08cillatoria und Lyngbya. Die Cyauo- 
phyceen wurden in Petri-Schalen auf l~ mit Knopscher N~hrl~sung oder 
Erddekokt bereitetem Agar (siehe GzrrLER 1932) oder in Knopscher N~,hrlSsung 
kultiviert. Fiir verschiedene Versuche wurden sie direkt ihrem natiirlichen Medium 
aus dem Gew~chshaus entnommen. Zur Fixierung dienten: absoluter und 96~/oiger 
~thylalkohol, l~ OsO4-LSsung sowie Formol (1 : 10 mit aqua dest. verdilnnt). 
An Farbstoffen wurden verwendet: Methylenblau (Griibler, Leipzig; Merck), 
Toluidinblau (Bayer), beide 1:10000 in Leitungswasser; Methylgriin (Merck)l 
0,5~ in aqua dest. oder in 0,5~oiger Essigs~ure; Pyronin stand. (Bayer) 0,5%ig 
in aqua dest.; Parafuchsin (E. Leitz, Bin.) zur Bereitung des Schiffschen Reagenses; 
Eisenh~matoxylinl0sung nach Heidenhain (Merck); Giemsa-Orig.-Stamml5sung 
(Hollborn, Lpzg.) 1 : 30 in aqua dest.; Thionin (Merck); Sudan HI, ges~ttigte LS- 
sung in Athylalkohol. Von Fermenten kamen zur Verwendang: Diastase (Merck) in 
Phosphatpuffer mit p~6,8; Trypsin (Merck) in Phosphatpuffer mit Ps 8,6. Als 
Redox.Indieatoren dienten: Thionin (Merck) 1 : 5000, BriUant-Kresy|blau (Merck)2 
1 : 5000, Methylenblau (Merck) 1 : 10000 in Leitungswasser oder Phosphatpuffer- 
15sung mit PH 6,8; Nilbhmsulfat A (GrfLbler, Stuttg.) und JanusgTiin B (I. G. Far- 
ben, Leverk.) 1 : 10000 in Leitungswasser; Amethystviolett (Bayer) und Methylen- 
violett (Hollborn, Lpzg.) 1 : 5000 in Leitungswasser oder Phosphatpufferl0sung mit 
pH6,8; s (Merck) 1:5000 in PhosphatpufferlSsung mit p~6,6--6,8; 
2,3,5-Triphenyltetrazoliumehlorid (TTC) (Merck), wenn nicht anders angegeben, 

i Methylviolett wurde durch Ausschiitteln mit Chloroform aus der LSsung ent- 
fernt. 

: Dieses Brillant-Kresylblau ist nach Untersuchungen yon DRAWERT U. ~[ETZNER 
(1955) am besten als Redoxindicator geeignet, weil es ira Gegensatz zu anderen 
Pr~paraten nahezu frei yon Nilrot ist. 
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0,1% Jg in Leitungswasser; zur Durchfiihrung der Nadireaktion dienten ~-l~aphthol 
(SIerck) und Dimethyl-p-phenylendlamin (.Merck); p-Phenylendiamin (Kahlbaum) 

O /  " 0,5/o~g in Leitungswasser. 
Die Fixierungszeit betrug meist 30 rain. Die Ausfiihrung der Feu]genreaktion 

geschah im wescntlichen nach den allgemeinen Vorschriften (JAl~. 1946): l~ach 
der Fixierung in abso]utem Alkohol (dieser hatte sich giinstiger als 96%iger er- 
wiesen) wurden die Blaualgcn und die als :Kontrolle dienenden Epidennishautchen 
yon Allium ce~a 10 rain in n-HC1 bei 60~ hydro]ysiert und nach kurzem Waschen 
in die mit Aktivkohle v611ig entf~rbte ( L ~  1951) fuchsinschweflige S~ure ge- 
bracht. Gleichzeitig liefen stets Kontrol]en yon nichthydrolysiertem Material mit. 
:Nach 3stiindiger Firbezeit in dem Schiffschen Reagens wurde 3real je 1 h Std in 
SO~-haltigem Wasser und 114 Std in aqua dest. gespiilt. Weitere in tier vorliegenden 
Arbeit angewandte F$irbeverfahren sind die HCl-Giemsamethode (PIzxA~slu 1937 
und Ro~n~ow 1942), die F~rbung ,nit Methylenblau u. Toluidinblau (1 Std auf dem 
Objekttr~ger) nach vorangegangener Hydrolyse (10 rain) in n-HC1 bei 60~ mit 
Thionin-~-Thionylchlorid (DEL,~rATER u. HU~'TEI~ 1951), mit MethyJgriin 
(v. PLo~o 1940, PO~STm~ u. L~VCST~BF-~OER 1949, KVB~ICX 1950) und an- 
schliel3ende Spiilung in n.Butylalkohol ( K v ~ c x  1955) sowie die F~rbung mit 
Pyronin bzw. Methylgriinpyronin (BRackET 1940). Die milrroskopische Beobach- 
tung erfolgte in Leitungswasser. Die Phosphatnachweise nach MaCAr.rlr~ (siehe 
WEIL) und die Methode yon S E ~  und LOrEZ (GLIcK 1949) wurden nach 
Vorschrift ausgefiihrt. Zur F~nung des Phcsphats als Silberphosphat (Bm-No~lv~ 
1952) benutzte ich eine Agl~O~-LSsung. Bei der Ausfiihrung der N ~ i o n  hielt 
ich reich an die Angaben yon PEZl~Z (1952), jedoch wurde =-Naphthol erst in 
wenig 96~ ~thylalkohol gelSst und dann mit de.at. Wasser aufgef'tillt. Die 
Nadi- und die TTC.Reaktion wurden im Dunkeln durchgefiihrt. Da dss in die Zellen 
eingedrungene TTC dutch die Einwirkung des Lichtes unter dem Mikroskop reIativ 
schnell reduziert wird, beziehen sich die angefiihrten :Ergebnisse auf das F~rbungs- 
bild sofort nach der mikroskopischen Einste]lung des Pr~parates. - -  Weitere 
methodische Angaben werden ~ soweit notwendig ~ noch bei den einzelnen Ver- 
suchen erw~lmt. 

II.  Yersuchsergebnisse 

1. Die metachromati~chen K6rperchen (met .K.)  

In  den fixierten F~den aUer ffir die Untersuchungen herangezogener 
Cyanophyceenarten t ra ten nach F~rbung *nit l%Iethylenblau, Toluidin- 
b]au und :Neutralrot ein oder mehrere intensiv gef~irbte Granula ver- 
schiedener Gr61]e in den Zellen in Erscheinung. Aus ihrer F~rbbarkeit  
*nit ~[ethylenblau ~- H~SO, nach MZY~'R und ihrer Metachromasie ,nit 
Toluidinblau war zu ersehen, dab es sich dabei tun die in der Li teratur  
als , ,Metachromatin". oder ,,VolutinkSrperchen" bezeichneten Gebilde 
handelte. Daneben waren in jiingeren ZeUen auch weniger stark geFarbte 
Strukturen im zentralen Bereich des Plasmas zu erkennen. In  ~ilteren 
Zellen scbdenen die met.  K.  die einzigen basophilen Einschlfisse im Plasma 
zu sein. Sie waren auch in unget'~irbten Zellen oft gut als lichtbrechende 
Granula zu erkennen, und ihre Anf~irbung konnte im l%Iikroskop verfolgt 
werden. I m  Phasenkontrast  erschienen sie heIler als das sie umgebende 
Plasma. Es mu~ sich also um pr~formierte Gebilde der Zelle handeln 
(vg]. auch H ~ B S T  1953, 1954). 
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a) Die sto/]liche Natur der metachrornatischen KSrperchen 
a) Versuche zum Nachweis  v o n D e s o x y r i b o n u c l e i n s / i u r e  (DNS) 

Nach Durchffihrung der Feulgenschen.-N'uelealreaktion blieben an Stelle 
der met. K. aueh naeh Variierung der Hydrolysezeit und Anwendung 
versehiedener :Fixierungsmittel nur helle substanzfrei erscheinende 
Fleeken iibrig. Nur naeh Fortlassung der Hydrolyse und Anwendung 
eines nieht wasserklaren, sondern gelblichen Schiffschen Reagenses x~iesen 
einige der met. K. eine hellrote F/irbung sue Teilweise bewirkte aber 
such hier bereits die schweflige Siiure des Schiffschen Reagenses eine 
Aufl5sung der met. K. 

Die Unbest/indigkeit der met. K. in verdiinnten S~uren ist bekannt, 
deshalb wurde vieffaeh die MethylgTiinfiirbung zum Naehweis yon DNS 
bei Cyanophycee'n angewandt (BRr~O.)IA.~ 1950, V. ZAS~OW 1953, 
Hv.~]3ST 1953, 1954, BIswas 1953). 

Um das Verhalten echter Kerne bei der Methylgriinf~trbung mit dem 
der met. K. vergleiehen zu kSnnen, F~rbte ich such Epidermishi/utehen 
yon Allium cepa. Die Kerne der ZwiebelzeUen f~rbten sich stark, das 
Plasma nut leicht blaugriin, lqach Wasehen mit Butanol (KURNICK 1955) 
war das Plasma nahezu farblos, die Kerne behielten ihre l~iirbung. Anders 
verhietten sich die Cyanophyceen. Die met. K. und das Plasma nahmen 
den Farbstoff auf; aber nach Differenzierung mit Butanol entfiirbten sich 
die ZeUen vollst~ndig. Auf Grund dieses unterschiecllichen Verhaltens 
erschien es nicht ratsam, die Methylgrfinf~rbung zum Naehweis yon 
DNS bei Cyanophyceen anzuwenden. 

Eine weitere MSgliehkeit, die AuflSsung der met. K. durch S~uren zu 
verhindern, bestand darin, der Hydrolyse eine Behandlung mit Lanthan- 
salz voranzustellen. - -  Nach dieser Methode war BRI~G,~rA~ (1950) die 
Feulgenreaktion bei Lyngbyen gut gelungen. ~ ]Jei Anwendung dieses 
Veffahrens blieben die met. K. nach der Hydrolyse zwar erhalten; aber 
trotz u der Hydrolysezeit und mehrstiindigen Aufenthaltes 
der :Fiiden in dem Schiffsehen Reagens erwiesen sieh die met. K. als 
feulgennegativ. 

Es kann somit wohl als bewiesen gelten, da~ die met. K. keine DNS 
enthalten und als Kern~quivalente nicht in l~rage kommen. 

fl) Versuche  zum Nachweis  yon  R ibonuc le ins~ure  (RI~S) 
Zum !~aehweis yon RNS konnte nur die Pyroninf~rbung (BRACHET 

1940) angewandt werden. KUR.~UCK (1952) weist darauf hin, dab nur mit 
Pyronin Y einwandfreie Ergebnisse erzielt werden kSnnen. Da mir dieser 
Farbstoff nieht zur Veffiigung stand, priifte ich einige andere Pyronine 
auf ihre Verwendbarkeit. Mit Pyronin stand. Bayer f~irbten sieh die 
l~ucleoli yon Zwiebelepidermiszellen intensiv rot an, w~ihrend das Plasma 
nur einen rosa Schimmer aufwies. Bei Cyanophyceen f~rbte sich abet die 

28* 
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ganze Zelle sehr stark. Es war deshalb nicht mSglich, eine Aussage fiber 
Vorkommen yon RNS zu treffen. 

DiG Anwendung einer nach Vorschrift (siehe BRACHET 1942) herge- 
stellten Rinderpankreas-Bouillon, die Ribonuclease enthalten soll, hob 
dig Basophilie der met. K. auf. Die Spezifiti/t dieses Reagenses erschien 
aber ffaglich. Deshalb mu] die Frage, ob in den met. K. RNS enthalten 
ist, unbeantwortet bleiben. 

?) Nachwe i s  yon  P h o s p h a t  
Die l~hCnLLTZ~.Reaktion und die Methode yon SERRA und LoPEz zum 

Naehweis von organischem Phosphat ergaben keine F~rbung der met. K. 
Die stark sauren Reagentien, die bei diesen :Nachweisreaktionen ange- 
wendet werden, hatten die met. K. zerstSrt. Es waren nur helle Fleeken 
an Stelle der met. K. im Plasma der Zellen zu erkennen. Im Umkreis 
dieser hellen Flecken war das Plasma aber recht intensiv blau gefiirbt 
(Molybd~nblau). Das iibrige Plasma wies eine schwache Blauf~rbung aus 
Zellen, die keine met. K. besessen hattmn, f/irbten sieh homogen sehwach 
hl~ulich an. Die starke Blauf~rbung um die hellen Fleeken herum konnte 
demnach nur durch Phosphat, das yon den met. K. in das Plasma diffun. 
diert war, verursacht worden sein. BeiBehandlung fixierter Cyanophyceen 
mit AgNOs trat sofort nach dem Eindringen der Sflbernitratl6sung in die 
ZeUen eine F~llung in den met. K. ein, die im Mikroskop verfolgt werden 
konnte. Schon BRI~GM*~ (1952) hat in den met. K. Phosphat als Silber- 
phosphat naehgewiesen. Diese Beobaehtungen sprechen wohl ffir die An- 
wesenheit yon Phosphat in den met. K. 

6) Ver suche  zum Nachwei s  yon  L i p o i d e n ,  K o h l e n h y d r a t e n  
und  EiweiBen  

Mit Os04.Diimpfen konnte keine Schw~irzung der met. K. festgestellt 
werden. Desgleichen f~irbten sie sich nicht mit Sudan HI  oder Indophenol- 
blau (:DIETRICH 1908). 

Bei ]~ehandlung lebender sowie fixierter Cyanophyeeen mit Jod.Jod- 
kalium blieben die met. K. farblos. Diastase hob ihre Fs mit 
basischen Farbstoffen nicht auf und be~irkte keine Verfinderung des 
Phasenkontrastbildes der KSrperchen. 

Pepsin war zum Nachweis yon EiweiBen unbrauchbar, da dieses Fer- 
ment nur im stark sauren pH-Bereieh wirksam ist. Eine Aufhebung des 
hellen Phasenkontrastbildes der met. K. naeh Behandlung mit Trypsin, 
~ie es Bl~n~G~_~-x (1950) angibt, konnte ich nieht beobaehten. Die Nin. 
hydrin- und die Biuretreaktion gaben negative Resultate. Nach beiden 
Reaktionen waren an Stelle der met. K. wieder nur substanzfrei erschei- 
nende helle Fleeken fibrig. 

In den met. K. lassen sigh also mit den benutzten Reagentien keine 
I,ipoide, kein Glykogen und keine Eiweifie nachweisen. 
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b) Abh~ingigh'eit d~s Vorkommens yon metachromatischen K6rperchen 
yam Lebenszusta~zd und der Er~dhrung der Zellen 

~Viihrend die Fiiden junger, aber nut langsam wachsender Kulturen 
yon Anabaena variabilis und Cylindrosperrnum liche~i/orme viele grofle 
met. K. je Zelle besai3en, waren in den Zellen junger, lebhaft wachsender 
Kulturen mehrere kleine met. K. vorhanden. Sehr groBe met. K. traten 
vor allem in den Zellen yon Kulturen auf, die trotz ausreichend vorhan- 
dener :Niihrstoffe kein Wachstum zeigten. In ~lteren Zellen yon Kulturen, 
die offensichtlich unter Niihrstoffmangel litten, waren keine met. K. vor- 
handen. 

Verschiedene Kulturversuche ergaben, dal3 das Vorkommen der met. K. 
vor allem vom Phosphatgehalt des N~hrmediums abh~ngig ist und dab 
es sieh nicht um lebensnotwendige Zellorganelle handeln kann. 

Anabaena varlabil~s wurde auf ~hragar, dem kein Phosphat zugesetzt worden 
war, gebracht. Am 15. Tage nach dem Beimpfen der Platten besaBen nur noch 
wenige Faden met. K., w~hrend die untersuchten F~den der Mutterplatte (Knop- 
Agar) und die einer gleichaltrigen Kontrollplatte alle mehrere grol3e met. K. ent- 
hielten. Am 25. Tage nach der Beimpfung waren alle untersuchten ~'~den der Plat- 
ten ohne Phosphatzusatz frei yon met. K. In den Zellen waren aber sehr viele 
CyanophyeinkSrnehen vorhanden. Die Anabaena.Mangelkulturen verkiimmerten 
yon da an sehr raseh. 

0sciUatorien, in fliissigem ~Iedium ohne Phosphat gezogen, hatten am 30. Tage 
nach der Behnpfung der Schalen ebenfalls keine met. K. mehr, w~hrend im Kontroll- 
versuch mit Phosphat viele met. K. vorkamen. Auch naeh 4 Monaten waren die bei 
Phosphatmangel kultivierten 0seillatorien ohne met. K. noch am Leben. Sic sehie- 
nen anspruehsloser z u  se /n  als  Anabaena. 

c) .Die .Fdrbung der metachromatischen KSrperchen 
mit basischen .Farbsto//en 

Besonders auffiillig war die Erscheinung, daB die grSl3eren met. K. im 
gefiirbten Zustand im optisehen Schnitt stets die Form yon Ringk6rpern 
zeigten. Aueh G~rrLv.R 1926, POLa~SKY U. PETRUSCH~WSKY 1929 U. a. 
(s. DRAWZRT 1949) haben diese Beobaehtung gemaeht. Sie sehreiben den 
met. K. deshalb eine Zweischiehtigkeit zu. Ungefiirbte grol3e met. K. 
lieBen nach ihrem Aussehen im Phasenkontrast nie auf eine Zweisehiehtig- 
keit sehliel3en. Sie ersehienen einheitlieh heller als das sie umgebende 
Plasma. Eine GrSBenzunahme der met. K. bei der Fiirbung ist des 5fteren 
beschrieben worden (s. DRAWV.RT 1949). Diese Beobachtungen konnten 
dureh Messungen mit einem Schraubenocularmikrometer an met. K. yon 
Anabaena variabilis best~tigt werden (Tab. 1). 

Da nach Ansicht GUILLIER~IO~DS (1925--1933) die met. K. Vacuolen 
sein sollen, deren Inhalt,  das,,Metaehromatin", dureh basische Farbstoffe 
ausgefiillt wird, kSnnte man das Auftreten gef~rbter met. K. als Ringe 
und ihre GrSBenzunahme so erkl~iren, dab der Ring die ausgefi~llte Ver- 
bindung und der ,,Kern" die iibrigbleibende Fliissigkeit darstellen. 
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Gegen diese Vorstellung sprechen aber folgende Beobachtungen: Bei 
der Fiirbung lebender Cyanophyceenzellen mit Methylenblau war im 
Mikroskop deutlich zu erkennen, ~vie ein grol]er Tell des zuerst nur im 
Plasma vorhandenen Farbstoffes nach einigen Sekunden, wie durch einen 
Magnet angezogen, an die met. K. wanderte. Der Farbstoff drang ha die 
met. K. nicht ein, sondern lagerte sich als eine Hiille mn diese herum. 
Im optischen Schnitt erschien diese Hfille als Ring. Die so gefiirbten 
met. K. gaben wie zuvor ein helles Phasenkontrastbild. Ein dunkler Ring 

Tabelle 1. Durchmesser der rnetachromatiscl~en K6rperchen yon Anabaena variabili8 
im u~ge]r und ge]drbten Zusrand. 

(F~rbung mit Methylenblau und Differenzierung mit 1~ H2S04; MaBangabe in 
Teilstrichen des Mikrometers. Die angegebenen Zahlen stellen Mittelwerte aus 

mehreren ~Iessungen dar) 

Ungef~rbt Ungefiirbt Gefiirbt ohne HsSO~ Gefarbt + HffiSO. 
Hel]feld Phako Hellfetd Hellfeld 

32,9 
29,0 
23,0 
22,9 

33,0 
28,2 
23,0 
22,5 

39,8 
35,2 
28,7 
30,0 

50,1 
37,2 
32,9 
33,6 

umgab den hellen ,,Kern". Wurde das Pr~parat dann durch Vaseline- 
11mrandung des Deckgliischens luftdicht abgeschlossen und der I~arbstoff 
durch die lebende Zelle reduziert, waren nach etwa 20 rain die Parbstoff- 
ringe versehwunden. Die met. K. lagen wie vor der l~rbung unbesch//digt 
und unveri/ndert in der Zelle. 

Um eine l~illungsreaktion in den met. K. kann es sieh demnach nicht 
handeln, denn der Farbstoff war, wie erw~hnt, in die KSrperchen iiber- 
haupt nicht eingedrungen. I)ieses ergab sich auch aus der Beobachtung, 
da6 das Phasenkontrastbfld des ,,Kernes" gef/irbter met. K. die gleiehe 
Helligkeit auf~es wie das eines ungef~rbten KSrperchens. Eine Auf- 
he]lung des Phasenkontrastbildes trat  erst nach Zugabe yon H2SO 4 ein. 

Da6 die met. K. selbst nach Zugabe yon H~S04 flare l~rbung noeh 
behalten und sich nach Zufiigung yon KOH entf~rben, beruht, wie DRA- 
WEI~T (1949) festgesteUt hat, darauf, dab sie einen sehr niedrigen IEP 
haben. Die met. K. sind stets negativ geladen, so dal] es naheliegend ist 
anzunehmen, da6 basisehe l~arbstoffe an der Oberfl~che der met. K. elek- 
troadsorptiv festgehalten werden. 

Alle untersuchten basischen l~arbstoffe wurden, selbst wenn sie nur 
in Spuren vorhanden waren, sowohl in lebenden wie in fixierten Zellen 
immer yon den met. K. angelagert. Die kleinen met. K. erschienen im 
Hellfeld oft einheitlich durehgef~irbt. Doeh auch sie gaben ein belles 
Phasenkontrastbild, woraus zu ersehen ist, dal] sich auch hier der Farb- 
stoff nur an der 0berfl~ehe der KSrperchen zu befinden scheint. 
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2. Die desoxyribonucleinsSurehalt igen Strltkturen 
der Cyanophyceenzelle 

W~hrend sich die met. K. nicht nach Feulgell fiirben lie6en, traten 
bei dieser Reaktion Strukturen in den Cyanophyceenzellen zutage, wie 
sie in letzter Zeit D~AWERT (1949), Dm~W~RT U. M~.TZ.~m~ (1956), V. ZA- 
STROW (1953), CASSEL U. HUTCKI~SON (1954) und DRaws u. NIKUowrrz 
(1956) beschrieben haben. Die Feulgensehe Nuclealreaktion gelang nur, 
wenn das Sehiffsche Reagens vSllig farblos war. 

Fiir die Gesamtheit der feulgenpositiven Strukturen der Blaualgenzelle 
so]] bier die alte Bezeichnung , ,Chromid ia l appa ra t "  verwendet wer- 
den. Es karm kein Zweffel mehr bestehen, dab 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 aueh bei ein und derselben Art je naeh Alter der Zellen recht 
untersehiedlich gestaltet sein. Bei Anabaena variabilis aus alten Kulturen 
lag er in der Mitre der Zelle als ein ovales, einem normalen Kern recht 
s Gebilde, w~hrend die Heteroeysten ein quer durch die Zelle 
verlaufendes feulgenpositives granuliertes Band aufwiesen. In jungen 
F/iden derselben Art bestand der Chromidialapparat dagegen aus einem 
aufgeloekerten, aus FRden trod Knoten sieh zusammensetzenden Gerfist- 
werk. Die Heteroeysten boten das gleiche Bfld wie in den alten Kulturen. 
Wie Anabaena variabilis verhielten sich die anderen untersuchten 
Anabaena-, sowie _hrostoc- und Cylindrospermum.Arten. Scytonema-, 
Tolypothrix- und Galothrix-Arten zeigten immer mehr das Gerfistwerk 
der jungen Anabaena-Zellen, allerdings noch aufgeloekerter. Bei den 
Oseillatoria.A.rten war der Chromidialapparat stark k~irnig und auf- 
gelockert, quer fiber die Zellmitte verteflt oder mehr in der L/ingsachse 
der Zelle angeordnet, l~Ianche Oscillatoria-Arten zei~en auch mehr das 
ffir Lyngbya aerugineo.coerulea und L. amplivaginata typische Bfld. ttier 
waren meist nut zwei, stets in der Mitre der Zelle gelegene Granula zu 
erkennen, die aueh die Form eines achsialen Stabes annehmen konnten. 
Die met. K. lagen bei diesen Formen im Gegensatz zu den zentralen 
,,lquelealgranula" immer an den Polen der Zelle. ~Nach der Feulgen- 
Reaktion waren an Stelle der met. K. nur helle Fleeken zu erkennen. - -  
Auf Abbildungen kann verzichtet werden, da die eigenen Befunde mit 
den yon CASSV.L U. HwrCHr~SOZr (1954) gebrachten Bildern fiberein- 
stimmen. Die Kontrollversuche ohne Hydrolyse ergaben keine F/~rbung 
des Chromidialapparates. 

Eine F~rbung des Chromidialapparates wurde ferner erzielt mit H/~ma- 
toxylin nach Heidenhain, Methylenblau, Toluidinblau, Giemsafarbl6sung 
sowie Thionin + Thionylchlorid nach vorangegangener Hydrolyse 
(10 rain) in n HCI bei 60~ Die Formen des Chromidialapparates waren 
bei diesen F~rbungen jeweils die gleiehen wie bei der Feulgenreaktion. 
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Besonders intensiv und deutlich f~irbte sich der Chromidialapparat in 
unfixierten Zellen mit Ni]blau und Janusgriin. In fixierten Ze]len gelangen 
diese Fiirbungen nicht. 

Eine Zel|teilung im Phasenkontrast zu verfolgen, gelang mh" nicht. 
Aus den F~irbungsbildern konnte nur entnommen werden, da6 der 
Chromidialapparat bei der Ze]lteilung halbiert wird. Wenn er ~ls mehr 
oder weniger kSrniges, lockeres Gerfistwerk in der Zelle vorlag, konnte 
auch hier die Beobachtung gemacht werden, dab ervor der endgiiltigen 
Ausbildung der Tochterzellen die Form einer Spindel annimmt. In den 
F~illen, wo der Chromidialapparat eine kompakte zusammenh~ngende 
Form besal3 (z. B. alte Anabaena.F~den), waren keine Teflungszusts 
der Zellen zu erkermen. Die lockere Verteilung der DNS wies auf eine 
stere Teilungsbereitschaft der Zellen hin. Bel den untersuchten .Lyngbya- 
Arten wird die neue Wand vermutlich zwischen den beiden ,,Nucleal- 
granula" eingezogen. 

3..Die C, yanophycin]cSrnchen 
Als ein weiterer granul~rer Bestandteil der Cyanophyceenzelle sind die 

Cyanophycinkiimchen zu nennen. Diese KSrnchen, die als stark licht. 
brechende Gebflde yon unregelm~i6iger Form in den Cyanophyceenzellen 
oft vorkommen und kaum mit anderen Zelleinschlfissen verwechselt wer- 
den k6nnen, f~rbten sich mit keinem der fiir die vorgenannten Unter- 
suchungen verwendeten Farbstoffe. In besonders gro6er Zahl kamen sie 
bei Anabaena variabili~ in den Zellen vor, die keine met. K. enthielten. 
Die F~den degenerierter Kulturen besaBen meist auch viele Cyanophycin- 
kSrnchen. Junge Zellen frischer Kulturen enthielten hn allgemeinen, 
wenn gutes Wachstum stattfand, keine oder nut sehr wenig Cyanophycin- 
kSrnchen. 

g. Dislcu88ion der Ergebnisse 
Es konnte erneut best~itigt werden, da6 die Cyanophyceenzelle nor- 

malerweise eine im zentralen Bereich des Plasmas gelegene Substanz, 
welcher infolge ihres DNS-Gehaltes Kernfunktion zukommt und meta- 
chromatische KSrperchen, die keine DNS enthalten, besitzt. Die als 
Chromidialapparat bezeichnete zentrale Substanz ist immer vorhanden, 
die metachromatischen KSrperchen kiinnen fehlen. 

Der Chromidialapparat kann, wie in letzter Zeit auch v. ZASTROW (1953) 
festgestellt hat, je nach .alter und Art der Cyanophyceen verschiedene 
Formen haben. In iilteren mit basischen Farbstoffen gef~irbten Zellen ist 
er oft schwer zu erkennen, well er durch die met. K., die dort meist be- 
sonders groi] sind, verdeckt wird. Im einzelnen besteht der Chromidial- 
apparat der untersuchten Arten aus 2 bis mehreren kleinen KSrnchen, 
die entweder direkt oder durch F~iden miteinander verbunden sind. 
Zahlreiche Autoren, u . a .  POLJA~S~Y u. PET~USCH~.WSXr (1929), 
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GUILLIERMO.N'D (1926, 1933), DELAPORTE (1939/40), DRAWERT (1949), 
CASSEL U. HtrTCH~'SO~ (1954) sowie DRv.WS u. ~NIKLOWITZ (1956) haben 
die feulgenpositiven Strukturen der Cyanophyceenzelle so beschrieben. 

Bei verschiedenen Gattungen, z. B. Anabaena, ',Yostoc, Cylindrosper- 
mum, tritt mit dem Altern der Zellen eineVerdichtung in dem Chromidi,~l. 
apparat ein. Die einzelnen Granula sind dicht zusammengedr~ingt. Da- 
dutch ge~rinnt 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, kSrnige Gerfstwerk, das den Chromidialapparat in jiinge- 
ren Zellen charakterisiert, kSnnte demzufolge mit einem Teilungskern 
verglichen werden. 

Die Beobachtungen yon BRn~OMA~r~ an Lyngbya amplivaginata und 
L. aerugineo-coerulea konnten nicht best/itigt werden. Wie alle iibrigen 
yon mir untersuchten Arten enthalten auch die genannten Lyngbyen 
einen Chromidialapparat und met. K. Der Chromidialapparat besteht 
bier aus 2 Granula und befmdet sich in der Mitte der Zelle. Die met. K. 
sind an den Polen der einzelnen Zellen gelegen. Nach der ~'eulgenschen 
Nuclealreaktion waren, wenn die F/iden zuvor nicht mit LaNO.~ behandelt 
worden waren, an Stelle der met. K. nur helle substanzfrei erscheinende 
:Flecken zu erkermen. Die ,,Nuclealgranula" waren dunkelrot gef/~rbt. 
Eine Lanthannitratbehandlung verhinderte die AuftSsung der met. K. 
durch die Salzs~ure. Sie reagierten aber nicht mit dem SchiffschenReagens. 
Aueh in diesem ~alle wiesen die ,,Nuclealgranula" die Rotf~rbung auf. 
Fiir das Gelingen der Feulgenreaktion ist eine wasserklare fuchsin- 
schweflige S~ure wichtigste Voraussetzung. Mit Aktivkohle wurde die 
vollst~ndige Entfiirbung des Reagenses erzielt (LU~LI~. 1951). Wenn das 
Schiffsche Reagens mit einer gelblichen F~rbung angewendet wurde, 
f~rbten sich in den zuvor mit LaNO s behandelten le~den die met. K. 
heUrot an. Die ,,Nuclealgranula" waren nicht zu erkennen. Es w~re mSg- 
lich, da~ BRI~-O~I~-z~ (1950) nicht vSllig farblose fuchsinsehweflige S~ure 
benutzt hat und ihm deshalb bei seinen lichtmikroskopischen Unter- 
suchungen die Anwesenheit der Nuclealgranula entgangen ist. 

Auch nach HERBST (1953, 1954) verhalten sich die met. K. feulgen- 
negativ. Auf Grund einer positiven Methylgriinf~rbung betrachtet er sie 
aber doch als Kern~quivalente. Die Methylgriinf~irbung ist zum ~'achweis 
yon DNS bei Cyanophyceen aber nach meinen Untersuchungen nicht 
geeignet (vgl. auch D~EWS u. NIKLOWITZ 1956). Die F~rbung der met. K. 
mit Methylgrfin beruht vermutlich nur auf der F~higkeit dieser KSrper- 
chen, basische Farbstoffe an der Oberfl/~che anzureichem. Die yon 
HERBST (1954) beobachteten Teilungszust~nde der met. K., die er ferner 
als Beweis ffir die Kernfunktion dieser Granula heranzieht, kSnnen aber 
wohl verschiedene Ursachen haben. 
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Die met. K., die keine D~NS enthalten, bestehen in der Itauptsache aus 
Phosphat, das sich in Siiuren, Laugen und heiBem Wasser 15st. Lipoide 
und Kohlenhydrate besitzen sie, wie in letzter Zeit auch DRv.ws u. NIKLO- 
WITZ (1956) festgestellt haben, nicht. Es konnten yon mir auch keine 
EiweiBe in ihnen nachgewiesen werden. D ~ w s  u. NmLO~TZ haben 
jedoch auBer Phosphat auch Proteine in den met. K. (die Autoren spre- 
chen yon ,,groBen Granula") gefunden. Phosphat ist ferner yon BR~G- 
~ (1950, 1952) in seinen ,,Karyoiden" nachgewiesen worden. Es ist 
deshalb anzunehmen, dab es sich bei den yon Bm~Gy~_~ beschriebenen 
,,Kern~quivalenten" um met. K. handel,. 

Da das Vorkommen yon met. K. yore Phosphatgehalt des N~hr- 
mediums abh~ngig ist (siehe auch N~G~L 1948), handelt es sich bei diesen 
KSrperchen der Cyanophyceen wolff wie bei bestimmten Granula der 
Bakterien (KRi~G~R-THrm~ER U. L~.~B~ 1954) um Phosphatreserven, 
die unter ungiinstigen Lebensbedingungen aufgezehrt werden. 

Wie aus einem sp~teren Abschnitt hervorgehen wird, besitzen die 
met. K. der Cyanophyceen keine nachweisbaren Redox.Eigenschaften. 

GUIL~I~MO~D bezeichnet die met. K. als Vacuolen. Von Vacuolen 
sollte aber nicht gesprochen werden, denn es kSnnte dann leicht eine Ver- 
wechslung mit~,,echten Vacuolen" der Cyanophyceen vorkommen, wie 
sie in ~lteren Zellen bekanntlich mitunter auftreten (DRAwERT 1949, 
V. ZXSTI~OW 1953, DRAW~T U. ~TZ~ER 1956), die aber nicht mit Va- 
cuolen hSher organisierter Pflanzen vergleichbar sind. v. ZXSTROW (1953) 
vermutet, dab sie ihre Entstehung dem Ubergang des zentralen Plasmas 
yore Gel- in den Solzustand zu verdanken haben. In diesen Vacuolen, 
die sich mit Methylenblau, Toluidinblau und Neutralrot f~rben, kann es 
zu Ausf~llungen durch den Farbstoff kommen. Die dadurch entstehenden 
Granula dfiffen nicht mit met. K. verwechselt werden (D~WER~: 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 yon ~ostoc rnuscorum zu iso- 
lieren, und er konnte chromatographisch den Beweis erbringen, dab die 
DNS der Cyanophyceen mit der hSher organisierter Pflanzen identisch 
ist und auch die RNS nicht yore l~ormaltyp abweicht. DREws u. NIFmO- 
wrrz haben in Phormldlum ur~c~natum diffus verteilte RNS im zentralen 
Plasma nachge~iesen. Die DNS-haltigen Granula sind dor~ yon RNS- 
haltigem Plasma umgeben. Die Anwendung spezifischer l~ermente wird 
nStig sein, um Klarheit hinsichtlich der Verteilung der RNS in anderen 
Arten zu schaffen. 

CyanophycinkSrnchen waren als stark lichtbrechende, unregelm~Big 
gestaltete Granula in besonders groBer Zahl in alternden Zellen, in 
Zellen olme met. K. und in Dauerzellen vorhanden. Junge, wohlgen~hrte 
Zellen besaBen in der l~egel keine oder hSchstens sehr wenigCyanophycin- 
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kSrnchen. Sie scheinen also besonders dort aufzutreten, wo infolge un- 
gfinstiger Lebensbedingungen Ver~inderungen in den Zellen einsetzen. 
v. ZAST~OW (1953) berichtet yon einer Zunahme dieser KSrnchen im 
extrem sauren und alkalischen Bereieh. Mit den eigenen Befunden 1/~l~t 
sich diese Beobachtung gut in Einklang bringen, denn weder bei extrem 
alkalischer noch bei extrem saurer Reaktiort liegen gute Lebensbedingun- 
gen ftir Cyanophyceen vor. 

Die CyanophycinkSrnchen sollen aus Proteinkristalloiden (GEITLER 
1932) oder Lipoproteiden (siehe DRAW~RT 1949) bestehen. Wieweit es 
sieh um reine Degenerationsprodukte oder um Reservestoffe handelt, 
soll hier nicht weiter untersucht werden. 

5. Das Verhalten einiger Cyanophyceen gegeniiber 
Redox.Indicatoren 

a) Reduktion yon 2,3,5- Triphenyltetrazoliumchlorid ( TTC) 
Das bei der Reduktion yon 2,3,5-TTC entstehende Formazan ist stark 

lipophil (Rr~D 1952), deshalb gehen in der Frage naeh dem Ort in der 
Zelle, an dem die Reduktion erfol~, die Meinungen der Autoren ausein- 
ander. Yertreter der einen Riehtung, zu der BrEr~G, KAUSCn-E u. I=IAA~- 
DiCer (1949), B~-o~a~r~r (1951, 1952b), l~v.zv~rm~, v. l~rrrwiTz u. G~v~'- 
Ro~ (1952),/-IArrrr (1952), DAvis, W~Tm~S~ID, H ~ T ~ r ~ r  u. MVa)D 
(1953), SAr~T~ U. MVI)D {1955) gehSren, sehen in den mit Formazan sieh 
anfiirbenden Zellbestandteflen die Redaktionsorte selbst. DRXW~.RT 
(1953, 1954) U. Z~Qr.V.R (1953) vertreten aber die Auffassung, dab das 
Formazan nieht unbedingt Reduktionsorte anzeigt, sondem sieh auf 
Grund seiner starken Lipophilie in Lipoiden anreiehert. 

Naehdem Cyanophyeeenf~den eine gewisse Zeit in einer TTC-LSsung 
gelegen hatten, kormten fiber die einzelnen Zellen unregelm~Big verteilte, 
rot gefiirbte Granula festgestellt werden. Naeh einem l~ingeren Aufent- 
halt m dem Reagens traten neben diesen Granula oftmals grol]e rote 
FormazankristaUe auf. Die met. K. waren immer ungef/irbt. Wie phasen- 
kontrastmikroskopisehe Untersuehungen ergaben, handelt es sieh um die 
Anf~irbung pr~iformierter Granula, die bei Hellfeldbeobaehtung meist nur 
sehwer yon den iibrigen Einsehliissen der Cyanophyeeenzellen zu unter- 
seheiden waren. In besonders groBer Zahl kamen diese Granula bei einer 
Nostoc.Art vor. Sie waren bei dieser Art aueh im normalen Liehtmikro- 
skop deutlich als lichtbreehende KSmchen zu erkennen. I_hre Anfiirbung 
mit Formazan konnte deshalb im Mikroskop verfolgt werden. Besal3en 
die Zellen viele dieser Granula, konnte kaum eine KristaUbildung beob- 
achtet werden. BeiAnabaena variabilis dagegen waren nur wenig Granula, 
aber oft sehr groBe :Formazankristalle in den Zellen vorhanden. 

/)iese Beobaehtungen weisen darauf hin, dal~ die Granula viel Lipoide 
enthalten, in denen das Formazan gespeiehert werden kann. Sind nur 
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wenige Granula  vorhanden,  so f~illt das  fiberschfissige F o r m a z a n  in F o r m  
yon Kr i s t a l l en  aus. Die St~irke der Formazanbildung ist yon der Anzahl  der 
vorhandenen Granula unabh2tngig. 

Der  physiologische Zus tand  der  Zellen is t  ffir das  Z u s t a n d e k o m m e n  der  
TTC-Reduk t ion  yon groBer Bedeutung ,  wie aus  einer  Reihe  yon  Beob- 
ach tungen  hervorging  und auch zu e rwar ten  war. Das  A l t e r  und  der  
Lebenszus tand  der  Zellen bzw. F~den  spielen dabe i  eine Rolle,  wie Tab.  2 
ffir Anabae~m variabilis belegt.  

Tabelle 2. Das Auflreten yon .Formazan in den vegetativen Zellen yon Anabaena varia- 
bilis in AbMingigkeit vom Alter und vom Zuaand der t'a'den. 

(Angabe der Zeit vom Einlegen der F~den in TTC bis zum Sichtbarwerden des 
Fonnazans) 

Zeit in Minuten 

Keimende Dauerzellen und die daraus hervorgegangenen t 
ersten Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  t 20 

Junge, zarte F~den 3--4 Wochen alter Kulturen . . . .  ! keine Reduktion 
Gut wachsende Kulturen (2---3 Monate alt) . . . . . .  I 30--35 
Zellen mit Degenerationserscheinungen . . . . . . . .  I 55--60 

F e r n e r  war  es, ~ / e  auch DRXWS (1955) festgeste] l t  ha t ,  m i t u n t e r  yon  
Bedeutung ,  in welchem LSsungsmi t te l  das  TTC geboten  wurde .  So redu-  
z ier te  z. B. Anabaena varlabili ,  zeitweil ig n ich t  das  TTC,  wenn dieses in 
aqua  dest .  a n s t a t t  in Lei tungswasser  zur  Anwendung  kam.  DaB diese Er-  
scheinung ebenfaUs n u t  au f  Ver/~nderungen des physiologischen Zus tan-  
des de r  Zellen zuri ickzuffihren ist,  geh t  da raus  hervor ,  dab  bei  Unte r -  
suchungen zu einem anderen  Z e i t p u n k t  Anabaena variabilis in  aqua  dest .  
gel6stes TTC genau so gu t  reduz ie r te  ~ e  solches in Lei tungswasser .  

Ein eigentfimliches Verhalten gegenfiber TTC kormte bei einer noch nicht n~her 
bestimmten Anabaena.Art beobachtet werden. Die Redaktionskraft dieser _a.~t sank 
stark ab, werm die F~den nach Entnahme aus dem Gew~chshaus, wo sie auf 
Hydromyatria-Bl~ttern wuchsen, ins Labor gebracht und dort auf ebensolchen 
Bl~ttern in einem Sch~lchen mit Wasser aus dem Gew~chshausbecken aufbewahrt 
wurden. Das ReduktionsvermSgen yon Cylindrospermum aagnale ver~nderte sich 
dagegen in der gleichen Zeit bei gleicher Behandlung der F~den nur geringfiigig, 
wie aus Tab. 3 hervorgeht. 

dieses Verhalten scheinen die anderen Lichtverhgltnisse ira Laboratorinm 
verantwortlich zu sein. Es ergab sich n~mlich, dafI nach ?Jbertragung der F~den aus 
dem Gew~,chshaus in einen Raum, in dem wie im Gew~chshaus einige Leuchtstoff- 
rShren brannten, keine Abnahme des Reduktionsverm6gens auftrat. 

Eine Portion Anabaena.F~den aus dem Gew~chshaus ~ r d e  auf 4 SchMchen 
verteilt. Die Zellen der frisch entnommenen F/~den reduzierten TTC sehr gut. 
Zwei der Sch~lchen blieben im Laboratorium stehen, 2 wurden in die obengenannte, 
mit Leuchtstoffr6hren versehene Kammer gebracht. Bei Untersuchung der Objekte 
nach 24 Std ergab sich, dab die F~den aus dem Laboratorium nicht mehr f/flfig 
waren, TTC zu reduzieren, wogegen diejenigen aus der Kammer mit Zusatzbeleuch- 
tung das gleiche starke ReduktionsvermSgen besaBen wie am Tage zuvor nach der 
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Entnahme aus dem Gew~tehshaus. Die Standorte der Seh'alehen wurden sodann 
vertauscht..Nach weiteren 24 Std wurde wieder eine Untersuchung vorgcnommen. 
:N'un ergab sich, dab die Fgtden, die am Tage zuvor kein Formazan mehr bilden 
konnten (Laboratorium), ihr friiheres ReduktionsvermSgen wiedergewonnen und 
die anderen es verloren batten. 

Wahrscheinlieh spielen au~er dem Licht auch noch andere, unbekannte Faktoren 
dabei eine Rolle. Die ]3eobachtungen zeigen aber, wie schon geringfiigige Verhnde- 
rungen des 1ohysiologischen Zustandes der Zellen den Ausgang der Untersuchungen 
beeinflussen und die Ursaehe untersehiedlieher Ergebnisse sein kSnnen. 

Tabelle 3. Abnahme des TTC-t~eduktionsvermbffens ether Anabaena-Art und yon 
C ylindrospermum stagnaIe bet A u[enthalt im Laboratorium. 

(TTC in Leitungswasser gelSst, mikroskopische Beobaehtung nach 35 min Verweilen 
der F~den in der LSsung) 

Zeit des Aufenthaltes Anabaena spee. Cylindrospermum 
im Laboratorium #taffnale 

Frisch aus dem Gewachs- 
haus 

2 Std 

22 ,, 
48 ,, 
72 ,, 

+ + +  

+ +  

+ +  

§ 

q -q -+  

+ q - q -  

+ + +  

+ +  

+ +  

+ +  

§ 

b) Das Verhalten der Cyanophyceen gegeniiber dem Nadireagens 

])as bet der Nadireaktion entstehende Indophenolblau ist ebenfalls 
s tark lipoidl5slich, so dal3 es vielfach als Nachweismittel fiir Fet te  benutzt 
worden ist. Das Reagens wird aber auch zum Nachweis yon Oxydasen 
verwendet.  W~hrend P E R ~  (1952) U. a. aus der Anfiirbung mit  Indo- 
phenolblau auf  den Ort der Oxydationsreaktion schlieBen, wird yon 
anderer Seite (DRAw~Va~T 1953) die Ansieht vertreten, daIl diese SchluB- 
folgerung nicht s ta t thaf t  ist. Auf Grund der Lipophilie des Indophenol- 
blaues kann fiber den Ort in der Zelle, an dem dessen Bildung erfolgt, 
genau so wie beim Formazan, keine Aussage gemaeht werden. Die F~ir- 
bung best immter  Zellbestandteite mit  Indophenolblau bet der Nadi- 
reaktion ist woM ein sieheres Zeichen fiir deren Lipoidreichtum, kann 
abet  nicht als Beweis dafiir gelten, dab diese ZeUeinschlfisse die RoUe yon 
Ferment t r~gem spielen. 

Bet cytologisehen Untersuchungen an Cyanophyceen diente das Nadi. 
gemiseh zum Nachweis yon IApoiden. GV~Iv.RMO~D (1926, 1933) und 
DEI_~PO~TE (1939/40) beobachteten nach Behandlung einiger Cyano- 
phyeeenarten mit  diesem Reagens in den Zellen dunkel gef~rbte Granula, 
die, wie GV~Iv.RMO~D angibt, in lebenden Zellen nur schwer sichtbar 
waren. Als Indicator  ffir Oxydasereaktionen ist das Nadigemisch bet 
Oyanophyceen yon DRv.ws u. NIKLowrrz (1956) bet Phormidium uncina- 
turn benutzt  worden. 
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In  den eigenen Versuchen rief die Behandlung der Cyanophyceen mi t  
dem Nadireagens eine dunkelblaue bis violette Granulafs in den 
Zellen hervor. Die so mit Indophenolblau gefiirbten Granula waren, wie 
aus ihrer Form und Verteilung hervorging, mit  den dureh Formazan fiirb- 
baren identiseh. Die metaehromatischen K6rperchen blieben ebenso wie 
die CyanophyeinkSrnehen ungefi/rbt. 

W~ihrend in lebenden Zellen die Indophenolblaubildung nieht immer 
beobaehtet  werden konnte, sondern sieh aueh bier eine Abh~ingigkeit der 
Reaktion veto jeweiligen physiologisehen Zustand der Zellen bemerkbar  
maehte, t ra ten in bereits toten oder dureh :Formolfixierung bzw. dureh 
Behandlung mit  heiBem Wasser vor der :Einbringung in das Nadigemiseh 
abgetSteten Zellen stets viele dunkelblau oder violett gef~irbte Granula auf. 
Die Zahl dieser Granula war in toten Zellen grSBer als in lebenden.Es liel] 
sieh aber nieht mit  Sicherheit feststellen, ob es sieh in toten Zellen durehweg 
um gefi/rbte pr~formierte Granula handelte oder ob neben elner F~/rbung 
der bekannten Granula eine Ausf~illung des l~arbstoffes eingetreten war. 

Bei den toten Zellen handelt es sieh um eine reine Fettreaktion. In  
lebenden Cyanophyceenfiiden abet  ist die Aktivitiit  der Zellen ffir den 
Ausgang der Reaktion mit  verantwortlieh. Ieh stellte lest, dab in ZeUen 
yon Kulturen,  die TTC besonders schnell zu reduzieren vermochten, ent- 
weder gar keine Granulaffirbung mit  Indophenolblau eintrat oder eine 
sehr lange Reaktionszeit daffir erforderlieh war. Aueh der mngekehrte 
l~all konnte  beobaehtet  werden, wie aus Tab. 4 hervorgeht. 

Tabelle 4. Ferglelch yon TTC.Reduldion~. und 2r dniger 
untersuchter Cyanophyceenarten an ein und demsdben Versuchstage. 

Auftreten der GranulaiRrbung nach Minuten 

ArL 

Anabaena var/ab//is, keimende Dauerzellen, 
erste vegetative Zellen . . . . . . . .  20 

Anabaena variabilis (2--3 3Ionate alt) . . . 35 
Anabaena spec . . . . . . . . . . . . . .  - -  
Oacillato~'a sFec . . . . . . . . . . . . .  
Oacillatoria spee . . . . . . . . . . . . .  
08cillatoria spee . . . . . . . . . . . . .  15 
08cillatoria sFec . . . . . . . . . . . . .  

Einen Hinweis aufden Lokalisationsort der Oxydasen, welehe dieNadi- 
reaktion beschleunigen, kounten die Versuehe nicht geben. 

TTC Ns~ 

35 
20 

120 
85 

20 

c) •eduldion yon Nilblau A und Janusgriin .B 
(/luorescenzmikroskopische Untersuchungen) 

Auf n~here Angaben fiber diese beiden Farbstoffe und deren Anwen- 
dung als Redox-Indicatoren bei eytologisehen Untersuchungen sell hier 
unter  Hinweis auf  die Arbeiten yon DRAWV.RT (1952, 1953), DRAWERV U. 
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G~TZ (1953) und G~TZ (1956) sowie die dort zitierte Literatur verzichtet 
werden.  

Die F~rbung kleiner Cyanophyceenwatten erfolgte in Farbl5sungen, die kurz vor 
dem Versuch aus einer Stamml5sung auf 1 �9 10000 mit Leitungswasser verdfinnt 
wurden. Eine F~irbezeit yon 3--5 min, in dernur die Randf~den der Watten den 
~arbstoff in sichtbaren Konzentrationen aufgenommen fatten, war am giinstigsten. 
l~ach luftdichtem Absehlul3 durch Vaselineumrandung der Deckgl~ischen wurden 
die Pr~parate in einem geschlossenen Kasten, vor direktem Lichteinfall geschfitzt, 
eine Zeit lang liegen gelassen. 

Bei :F~rbung mit iNilblau und Janusgriin traten, wie schon frfiher er- 
w~hnt wurde, Strukturen im zentralen Bereich des Plasmas auf, welche 
nach Form und Lage als Chromidialapparat angesprochen werden konn- 
ten. Bei der oben angegebenen F~rbezeit lieBen jedoch nur die Randf~den 
der Wat ten  eine F~rbung des Chromidialapparates der Zellen erkennen. 
Diese :Fiirbung mul3 aber als postvitat angesehen werden. Die Zellen der 
hn mittleren Bereich der Warren gelegenen Fiiden wiesen zun~chst keine 
sichtbare :F~rbung auf. Erst  bei fluorescenzmikroskopischer Unter- 
suchung der unter Luftabschlu~ gehaltenen Objekte war in den Zellen 
dieser :F~den eine gelbe Granulafluorescenz zu erkennen. Diese Granula 
waren nicht wie die durch Formazan und Indophenolblau f~rbbaren fiber 
die ganze Zelle verteilt, sondern befanden sich nut  im zentralen Bereich 
des Plasmas. Sie waren auBerdem auch wesentlich kleiner als jene. Femer  
t ra t  die Granulafluorescenz nut  in den ZeUen der im HeUfeld keine F~r- 
bung zeigenden :Fiiden auf. In  den stark gef~rbten, gesch~kligten Rand- 
f'gden der Warren war diese Granulafluorescenz nicht zu beobachten. Die 
Granulafluorescenz erlosch, wenn H~O 2 zugegeben wurde. 

Es muB jedoch erw~hnt werden, dab die Fluorescenz dieser kleinen 
Granula nach :F~irbung mit Nflblau und Janusgrfin nicht regelm~l]ig ein- 
trat .  Die einzige :Form, die nahezu ~mmer gute Ergebnisse lieferte, war 
eine ~ostoc.Art. Regelm~BigereErgebnisse zeigten auch dieHeterocysten, 
in denen die fluorescierenden Granula in dem durch feutgenpositive 
Strukturen gekennzeichneten Mittelstreifen lagen. Nur noch roll  vitale 
Zellen waren in der Lage, die :Farbstoffe zu reduzieren. Sowohl Nflblau 
wie Janusgrfin erwiesen sich abet als recht giftig ffir die Blaualgen. Die 
guten Ergebnisse mit Nostoc sind wohl darauf zurfickzufiihren, dal3 die 
ausgepr~gten Gallerthiillen bei dieser Art nur eine langsame Diffusion der 
:Farbstoffe in die Zellen zulie~en und so eine zu schnelle Sch~digung ver- 
hinderten. 

Die metachromatischen KSrperchen wiesen niemals eine Fluorescenz 
auf. 

AuGer der beschriebenen Granulafiuorescenz war nach :F~rbung mit 
l~ilblau und Janusgriin auch eine Fluorescenz des gesamten Plasmas zu 
beobachten, welche manchmal in den Heterocysten die Fluorescenz der 
kleinen Granula iiberdeckte. 
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Die Beobachtung der Granulafluorescenz in den mit Nilblau gef/irbten 
Objekten war oft erschwert durch eine einheitliche Fluorescenz des gan- 
zen Pr~parates, die vermutlich vom Nilrot, das als Verunreinigung im 
Nilblau vorkommt (Gurz 1956), herstammte. Klarere Bilder lieferte 
immer die Janusgrfinf/irbung. 

Nicht verwechselt werden darf die hier geschilderte Granulafluorescenz 
mit einer anderen, ebenfalls in Form yon Granula auftretenden Fluores- 
cenzerscheinung, die aber nach DRAW~RT (miindliche 5s durch 
gewisse Ver~nderungen des Farbstoffes und wohl auch des Plasmas iltfolge 
der intensiven Bestrahlung w~ihrend der Beobachtung hervorgerufen 
wird. Sie trat nach l~ngerer Beobachtung der Pr~iparate unter dem Fluo- 
rescenzmikroskop besonders auch in den toten Randf~den auf und war 
durch H202 nicht beeinfluBbar. Diese Granula waren orangegelb gef/irbt, 
fiber die ganze Zelle verteilt und yon unregelm~Biger Gestalt. ~ AuBer. 
dem kommt eine orangegelbe Eigenfluorescenz nekrotischer Zellen vor, 
die auch v. ZAs~ow (1953) erw~hnt. Mitunter konnte nach F~rbung mit 
Nflblau oder Janusgriin auch eine Fluoreszenz der an den Heterocyst~n 
yon Cylindrospermum-Arten sitzenden Bakterien beobachtet werden. 

d) D ~ s i o n  
AuBer metachromatischen KSrperchen, CyanophycinkSrnchen und 

desoxyribonucleinsEurehaltigen Strukturen konnten noch zwei weitere 
Arten yon Granula in der Cyanophyceenzelle beobachtet werden. Auf ihr 
Vorhandensein haben erst die Versuche mit Redox-Indicatoren aufmerk- 
sam gemacht, denn diese Granu]a sind dadurch gekennT, elchnet, dab sie 
sich im Unterschied zu den bekannten granul~ren Einsehlfissen der 
Cyanophyceenzelle mit den Oxydations- bzw. Reduktionsprodukten ver- 
schledener Redox-Indicatoren anf~rben. Die beiden Granulaarten unter- 
scheiden sich in ihrem Verhalten gegenfiber TTC und dem Nadigemisch 
einerseits und Nflblau und Janusgrfin andererseits sowie durch ihre 
GrSBe und unterschiedliche Lage in der Zelle. Die grSBeren Granula sind 
fiber die ganze Zelle verteilt oder treten an den Zellws geh~uft auf 
und f~rben sich mit dem durch Reduktions- bzw. Oxydationsvorg~nge in 
der Zelle entstehenden Formazan oder Indophenolblau. Die kleineren, 
nur hn zentralen Bereich des Plasmas gelegenen Granula sind erst als gelb 
fluorescierende KSrnehen im Fluorescenzmikroskop zu beobaehten, wenn 
die Zellen in geringen Konzentrationen aufgenommenes Nilblau oder 
Janusgr~n B reduziert haben. W~hrend die grSBeren Granula im Phasen- 
kontrastmikroskop und in einzelnen Arten auch im normalen Licht- 
mikroskop ungef~irbt zu erkennen waren, konn~en die kleinen also nur im 
gef~rbten Zustand wahrgenommen werden. 

DRE~VS 11. NIKLOWITZ (1956) ~iesen in Phormidium uncinatum ffinf 
verschiedene granuliire Einschlii~e nach: 1. im ,,Centroplasma" gelegene, 



Untersuchungen 5bcr die ~anul~ren Einschliisse der Cyanophyceen 417 

D~TS-haltige Granula, 2. im gesamten Plasma vorhandene grol]e Gra- 
nula, die Phosphat besitzen, 3. im peripheren Bereich des ,,Centro- 
plasmas" gelegene, Phosphatide enthaltendc Granula, die erst nach 
~ormol-Ca-Fixierung deutlich nachweisbar sind und sich wie die beiden 
ersten Arten mit Gallocyaninchromalaun f~irben; schlieBlich im Bereich 
der Quer- und Liingsw~nde und verstreut auch im ,,Chromatoplasma" 
vorhandene Granula, die sich mit :Formazan (Stilben-TC), Indophenol- 
blau (l~adi) und Janusgriin, welches dort zum Diiithylsafranin reduziert 
wird, fiirben. Die elektronenmikroskopische Untersuchung ergab, dab es 
sich bei den im Bereich der Zellw~inde gelegenen Granula um zwei ver. 
schiedene Artcn handelt: 1. groBe, strukturiert erscheinende Granula 
und 2. kleine, stark osmiophile Granula. :Die Anf~trbung der grSBeren 
Granula konnten die Autoren im Lichtmikroskop verfolgen. 

Es soll nun versucht werden, die yon DR~.WS u. I~rr~LOWITZ gefundenen 
Granula mit den yon mir nachgewiesenen zu identifizieren. - -  Die DNS- 
haltigen Granula im zentralen Plasma stellen in ihrer Gesamtheit den 
Chromidialapparat dar. Die groBen Phosphatgranula werden in der vor- 
liegenden Arbeit als metachromatische KSrperchen bezeichnet. Die 3. Art 
yon Granula, die sich nach DRV.WS u. Nr~Lowrrz mit Gallocyaninehrom- 
alaun f~rbt, mu~ der Lage und GrfBenbesehreibung nach mit den yon 
mir beobachteten, mit Leukonilblau und -janusgriin fluoroehromierbaren 
Granula identisch sein. Die mit Formazan und Indophenolblau tingier- 
baren, strukturierten Granula miiBten den yon mir gefundenen, auf 
gleiche Weise fiirbbaren gleichzusetzen sein. AUerdings konnte ich nieht 
beobachten, dab sie sich mit Janusgriin f~rben. AuBerdem ist darauf hin- 
zuweisen, dab DREws u. N~Lowrrz ein anderes Tetrazoliumsalz, und 
zwar Stilben-TC, ffir ihre Untersuehungen benutzt haben. Es blieben 
nun noeh die kleinen, osmiophilen Granula naeh DRv.ws u. NIELOWITZ 
sowie die Cyanophycinkiirnchen fibrig. :Die ersten liegen naeh DRv.ws u. 
N~LOWITZ in ihrer GrfBenordnung unter dem AufliisungsvermSgen des 
Lichtmikroskopes, so dab ich sie gar nicht wahrnehmen konnte. DaB die 
zweiten yon DRv.ws u. l~n~Lowrrz nicht erw~hnt werden, kann darauf 
zurfickzufiihren sein, dab Phormidium uncinatum keine Cyanophycin- 
kSrnchen besaB. Auch ich konnte diese KSrnchen ja racist nur in Zellen, 
die schon Degenerationserscheinungen zeigten, in grS~erer Zahl finden. 

DR:Ews u. l ~ o w r r z  betrachten die groBen, strukturierten Granula 
als Fermentzentren, da nach ihren Beobachtungen an diesen Granula 
Janusgrtin zum Di~ithylsafranin reduziert wurde und l~ormazan aus 
Stflben-TC zuerst an diesen Granula auftrat. Die Autoren halten es 
dariiber hinaus nicht fiir ausgeschlossen, dab auch die kleinen osmiophi- 
len Granula Fermenttr~ger sind. 

Man kann abet die Granulaf~rbung mit :Formazan (TTC) und Indo- 
phenolblau nieht als endgiiltigen Beweis fiir das Vorhandensein yon 

A r c h l y  f. ~t[ikroblologie, B d ,  27 29 
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Fermenten an diesen Granula ansehen. Bei meinen Untersuehungen han- 
delt es sich in beiden F~llen um stark lipophile Verbindungen, die zuniiehst 
nur den Lipoidcharakter der mit  diesen Farbstoffen f/irbbaren Zellein. 
sehliisse anzeigen. Eine F~rbung der grSBeren Granula mit  Janusgriin 
konnte ich nicht beobachten. Wie ich feststeUte, ist die St~rke der For- 
mazanbildung yon der Anzahl der in der Zelle vorhandenen Granula 
unabh~ngig; sie richter sieh nach dem physiologischen Zustand der 
Zellen. We die Reduktion des TTC erfolgt, kann also 2fieht gesag~ werden. 
Es mul3 aueh die Frage naeh dem Sitz yon Oxydasen often bleiben. 

Naeh DRAWERT (1954) ist ftir die Verteflung eines Farbstoffes das Ver- 
h~ltnis der lipophilen zu den hydrophilen Gruppen der jeweiligen Zell- 
bestandteile oder -einschliisse und des Farbstoffes verantwortlich. Auf 
Reduktions- oder Oxydationsorte kann man aus der Farbstoffverteflung 
nieht ohne weiteres schlie~en. Es kann deshalb die dutch reduziertes 
Nilblau oder reduziertes Janusgriin bedingte l~luorescenz der k]einen, im 
zentralen Plasma gelegenen Granula auch nicht als Beweis ffir das Vor- 
handensein yon Dehydrasen in diesen Granula angesehen werden. Eine 
derartige SchluBfolgerung w~re erst dann stat thaft ,  wenn es gel~nge, eine 
direkte Umf~rbung dieser Granula zu beobachten. Wegen der Kleinheit 
dieser K6rnchen ist es jedoch sehwierig festzustellen, ob sie sich bereits 
mi t  den oxydierten Stufen der Farbstoffe ani~arben. Meine Untersuchun- 
gen in dleser H~nsicht sehlugen fehl. - -  Naeh den Angaben yon DREws u. 
N~r .owr rz  soU zwar das Formazan des yon ihnen benutzten Stilben.TC 
nicht lipoidl6slich sein, aber weitere Versuche miissen erst kl~ren, inwie- 
welt bei den Cyanophyeeen bestimmte Granulatypen als Fermentzentren 
in Betracht  kommen. 

6. DaB Verhalten der Heterocysten (Her.) 
Lrber die Bedeutung und die Funktion der Heteroeysten wissen wir 

praktiseh noeh nichts. Zwar bestehen maneherlei Theorien fiber ihre 
Fnnl~tion, doch sind diese untereinander sehr verschieden. 

So vermutete man, dad die Aufgabe der Heteroeysten darin besteht, die Durch- 
trennung des Fadens ffir die Vermehrung zu erleichtern. Sie wurden lange als rfick- 
gebildete, nicht mehr teilungs- bzw. keimungsf~hige Zellen angeseben. GgrrLER 
(1921), SPeW (1911), S T ~ E C ~  (1932) und FOGG (1949) haben jedoch ein Aus- 
keimen yon Het. beobachten kSnnen. 

GErrL~a steUte phylogenetische Spekulationen fiber die Natur der Heterocysten 
an und kam zu der Auffassung, daI3 sie ,,rudiment~re FortpflanzungszeUen" sind, 
die ,,im Laufe der phylogenetischen Entwieklung ihre eigentliche Ftmktion verloren 
haben". Nut unter bestimmten Bedingungen kann noch ein Auskeimen erfolgen. 

DaB die Het. genau wie die vegetativen Zellen eine feulgenpositive Substanz 
besitzen, erw~hnenunter anderenvo.~ ZASTROW (1953), CASSF-~ U. HUTCm~SO~ (1954). 
Auch Fooo (1951) hat mit verscbiedenen Kernfarbemethoden eine positive F~r- 
bung in den Het. yon .4~mbaena cylindrica erbalten. 

Fooo (1944, 1949, 1951) hat umfangreiche Untersuchungen fiber die Entstehung 
der Het. aus vegetativen Zellen durchgel~tihrt und festgestellt, dal] sioh die Her. yon 



Untersuchungen iiber die ~anul~ren Einschltisse dcr Cyanophyceen 419 

Anabaena cylindrica dann bilden, wenn der Gehalt des ~Nhhrmediums an stickstoff- 
haltigen Substanzen unterhalb einer bestimmten Grenze hegt. Auf Grund dieser 
Beobachtungen in Verbindung mit cytologischen Untersuchungen wird angenom- 
men, dab bei Stickstoffmangel einige Zellen eines Fadens zur Rettung der iibrigen 
aufgegeben und ausgezehrt werden. Die aufgebrauchten Zellen stellen dann die 
Her. dar. Fertig ausgebildete Het. h~tte~l demnach keine Funktion mehr. 

Im Zusammenhang mit den eigenen Untersuchungen sind die Beobachtungen 
yon CA.~'ABA~T:S (1929) bemerkenswert. Sie stellte fest, dab die GrS~e und die 
Anzahl der Het. einer Kultur in engem Zusaramenhang mit dem N~hrrnedium 
stehen. Da sich die Her. bei Zusatz yon verschiedenen .~lkali- und Erdalkalihalo- 
geniden vergrSBerten und bei Zlffiigung yon Fe-, Co- und Ni-Salzen zum X~hr- 
substrat verkleinerten, wurden sie yon ihr als ,,Enzymspeicher" gedeutet. 

Bei der Behandlung der Cyanophyeeen mit  Redox-Indicatoren haben 
wir ge~dsse Unterschiede zwischen vegetativen Zellen und Het.  fest- 
gestellt (DRAW~RT U. TISCHV.~ 1956). I m  folgenden soll fiber die Ergeb. 
nisse eingehender beriehtet werden. 

a) DaB unterschiedliche Verhalten yon vegetativen Zellen und 
Heteroeysten gegeniiber TTG und verschiedenen -Redox.Farbsto]]en 

~.s wurde festgestellt, dab die Reduktion yon TTC in den Het.  bedeu- 
tend frfiher erfolgte als in den veget. Z. Bereits nach 5 rain waren bei 
Anabaena variabilis und Cylindrospermum licheni]orrne in den Het.  rot  
gef~irbte Granula vorhanden, w~ihrend in den veget. Z. erst naeh 30 oder 
35 rain eine Granulaf~rbung siehtbar wurde. Bereits nach 7 rain t ra ten 
in den Her.  neben den gef~rbten Granula groBe rote :Fomaza -nkristalle 
auf. Aueh bei anderen Arten ergaben sich/ihnliche zeitliche Differenzen, 

�9 so dab ganz allgemein in den Het.  das Formazan 20--35 rain frfiher zu 
erkermen war als in den vegetativen Zellen. 

Zun~chst lag dieVermutung nahe, daB angesichts des unterschiediiehen 
Baues yon vegetativen Zellen und Her.  Permeabilit~tsuntersehiede die 
Ursaehe ffir diese Erseheinung seien. Es ergab sieh jedoch bald, dab diese 
Annahme nieht zutraf. 

So wurde festgestellt, dab auch in vegetativen Zellen zahlreiche groBe 
Forraazankristalle binnen kurzer Zeit auftraten,werm das zu untersuehende 
Pr~parat  dem Licht ausgesetzt ~,~rde. Daraus konnte geschlossen werden, 
dab das TTC in die vegetativen Zellen ebenso sehnell eindrin~, wie in die 
Heteroeysten, denn es ist wohl kaum anzunehmen, dab das Licht in so 
kurzer Zeit die Permeabilit~t der vegetat iven Zellen grundlegend/indert. 

Mit Neutralrot  (in Phosphatpuffer mit  pH 6,6---6,8) f~rbten sieh die 
vegetat iven Zellen frfiher als die Her.,  was aueh darauf hindeutet, dab 
die Her.  nieht permeabler sind als die vegetativen Zellen. DaB Neutralrot  
dureh die Het.  reduziert werden kSnnte, war in Anbetracht des hohen 
Redoxpotentials  dieses Farbstoffes nicht anzunehmen. AUerdings kann 
man nicht ohne weiteres das Verhalten der Zellen gegeniiber TTG mi t  dem 
gegenfiber Neutralrot  vergleiehen, solange wir fiber die Art und Weise 

29* 
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der Stoffaufnahme durch die lebende Zelle nicht genau unterrichtet sind. 
W~/hrend TTC in der L5sung ~rohl vorwiegend h~ Form yon Ionen vor- 
liegt, diirfte eine Neutralrotl6sung bei PH 6,6--6,8 bereits viele Farb- 
basenmolekiile enthalten (DRAwERT, 1940). Methylenblau eignete sich 
besser fiir Vergleiehsuntersuchungen. Dieser Farbstoff, der bei PH ~ 7 
(Leitungswasser) noch weitgehend dissozfiert ist, wird nur sehr langsam 
yon den Her. aufgenommen. Bei einer F/~rbezeit, in der die vegetativen 
ZelIen deutlich gefiirbt waren, gelang es hie, eine Anf~rbung der lebenden, 
intakten Her. mit ~[ethylenblau zu erzielen. Dies schien nicht auf eine 
Reduktion des Farbstoffes in den Her. zurfickzuffihren zu sein, da der 
Farbstoff sieh auch nicht nach Zugabe yon H~O~ zum Pr~parat oder mit 
Hilfe fluorescenzmikroskopischer Untersuchungen in den Het. nach- 
weisen lieB. L/ige eine l~eduktion des Farbstoffes vor, h~tten die Her. sich 
mit H20~ bhu  f~rben, bzw. h~tten sie die Fluoreseenz des reduzierten 
Methylenblaus zeigen miissen. 

])as verschiedene Verhalten yon Neutralrot und ]Hethylenblau diirfte 
aber auch kaum auf die unterschiedliehe Dissoziation dieser beiden Farb- 
stoffe und damit auf Permeabilit~tsunterschiede zuriiekzuffihren sein; 
denn selbst bei PH 8,8 und 10,7 f~rb~en sich die Her. mit Methylenblau 
sehwerer als mit  Neutralrot bei PH 6,8. Es wurden deshalb mit  versehie- 
denen Redox-Farbstoffen F~rbungen vorgenommen. 

Tabelle 5. _W~rbung do" Heterocy~ten mi$ ver6chieden~n Redox-~'arbs~of/en 
(Die Angaben beziehen sich nut auf die Her. yon Fr~den, deren vegetative Zellen 

gef~rbt waren) 
Farbs~off Ea-Wert in Volt ~ %-Satz der gef~rbten 

bel p~ 6.7 Heterocysten 

Thionin �9 
Brillan~Kresylblau . . . . . . . .  
Methylenblau . . . . . . . . . . .  
Nflblau A . . . . . . . . . . . .  
Janusgrfin B . . . . . . . . . . .  
Amethystviolett . . . . . . . . .  
Methylenviolett . . . . . . . . .  
Neutralrot . . . . . . . . . . . .  

+ 0,06 
§ 0,04 
-}- 0,01 

0,12 
m 0,22 

0,25 
0,26 

m 0,34 

m 

3O 
3O---4O 
6O 
6O 
80 

Die dabei erzielten Ergebnisse best~tigten die Vermutung, dab dem 
Redoxpotential  der Farbstoffe bier doch eine Bedeutung zukommen mu0. 
Es stellte sich heraus, dab schwer reduzierbare Farbstoffe die Her. 
schneller anf~rbten als leicht reduzierbare (Tab. 5). Bei den vegetativen 
Zellen konnten derartige Unterschiede nicht beobachtet werden. Beriick- 
siehtigen wit ferner noch das ,,anseheinende Redaktionspotential" 
( J~cs~-L u. MSm~., 1944) vom 2,3,5-TTC mit  E o = --0,083 Volt bei 
PH 6,7, so kann der Unterschied zwisehen Her. und vegetativen Zellen 
nur auf das st~rkere ReduktionsvermSgen der Her. zurfiekgef'uhrt wer- 
den.  Ungekl~rt bleibt allerdings die Tatsache, daI3 sich die reduziert~ 
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Stufe der ersten 3 der in Tab. 5 aufgefiihrten Farbstoffe weder mit H202 
noch fiuorescenzmikroskopisch (Methylenblau) in den Het. nachweisen 
li~Bt. 

Es kann sich bei den Het.  also nicht nur um morphologisch yon den 
vegetat iven 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, dal3 auch die 
Granulafiirbung mit  Indophenolblau in den Her. friiher auftrat  als in den 
vegetat iven Zellen. Die durchschnittliehe Differenz betrug wiederum 
30 rain. 

c) Oxydation yon p- Phenylendiamin 

Aus der Reihe der yon PR~T (1945) benutzten Verbindungen wurde 
p-Phenylendiamin, das bei Gegenwart yon Sauerstoff und vermutlich 
, ,Phenylenaminasen" (PRXT 1945) in eine chinoide Verbindung iibergeht, 
fiir die Untersuchungen herangezogen. I)as yon PR/,T ebenfalls benutzte 
PyrogaUol erwies sich als ungeeignet, weil sich die LSsung bereits nach 
kurzem Aufenthalt  an der Luft  stark braun verf~rbte. Die p-Phenylen- 
diamin-LSsung behielt dagegen lange Zeit nut  einen rosa Schlmmer. 

Die Cyanophyceen warden in das Reagens (0,5~ in Leitungswasser) gebracht, 
im Dunkeln gehalten und nach einiger Zeit in einem Tropfen Leitungswasser im 
~Iikroskop untersucht. 

Die 0xydat ion  yon p-Phenylendiamin erforderte allgemein eine lgngere 
Reaktionszeit.  Die Het.  bewiesen aber auch hier ihre besonderen F~hig- 
keiten. W~hrend die vegetativen Zellen mit Ausnahme der Het..freien 

TabeUe 6. Oxydation yon T-Phenylendiamin, Nadireal~ion und liedu~ion van 
TTC in vegetativen Zdlen und in Heterocyaen einiger Cyanophyceen 

(Reaktionszeiten in Minuten, die Prozentzahl neben der Zeitangabc ste]lt die un. 
geff~hre Anzahl der Het. eines Pr~parates dar, die eine Granulaf~rbung zeig~een) 

Art 

Anabaena variabili8 . . . .  
Anabaena spec. 3 . . . . .  
Anabaena spec. 5 . . . . .  
Nostoc KiMmani, Hormogonien 
No#toe spec. 0 . . . . . .  
Nostoc spec. A s . . . . . .  
Cylindrospermum stagnale 
Cylindrosp. licheniforme . . 
Tolypothrix spec. X . . . .  
Tolypothrix spee. Y . . . .  
O,cillatoria spee. 2 . . . . .  
Oscillatoria spee. 3 . . . . .  

p-Phenylendiamin I 1~'adi J TTC 

90 
30 

30 (lo%) 
25 00%) 

40 (107o) 
90 (5%) 
30 (5%) 
90 00%) 

35 
40 
40 

50 
30 

60 
20 

10 
15 
20 

10 
10 
10 
10 

5 
10 
5 
5 
5 
5 

10 
15 
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Oscillatorien meist nicht in der Lage waren, das p-Phenylendiamin zu 
oxydieren, konnte in einem Teil der Heterocysten eine dunkelbraune 
Granulaf~irbung beobachtet werden (Tab. 6). Es handelte sieh um die 
gleichen Granula, die sich auch mit Formazan und Indophenolblau an- 
fiirbten. 

d) Au/treten der Granulafluorescenz nach Fdrbung mit Nilblau A 
und Janusgris B in vegetativen Zellen und Heterocysten 

Auch bei den fluorescenzmikroskopischen Untersuchungen nach F~r- 
bung mit Nilblau und Janusgriin zeichneten sich die Het. dadureh aus, 
dab zuerst und manchmal nur in diesen die bereits beschriebene Granula- 
fluoreseenz zu erkennen war. Die Unterschiede betrugen bier bis zu 
55 rain. Entsprechend der Gfftigkeit dieser Farbstoffe (siehe S. 415) wareu 
die erzielten Ergebnisse aber recht uneinheitlich. 

e) Vergleich zwischen 8th'rIce dez Redox.Verm~gens und Alter der 
Heterocysten 

Da nach der Theorie yon PoGo (1951) die Entstehung der Her. auf 
eine Mobilisierung lebensnotwendiger Baustoffe in einzelnen vegetativen 
Zellen zuriiekzufiihren ist, war es yon Interesse, das Redox-Verm5gen 
yon Her. verschiedenen Alters mad Entwicklungsgrades zu priifen. Die 
hohe stoffwechselphysiologische AktivitAit der Het., die sich in der F~big- 
keit, rasch mit Redoxindicatoren in Reaktion zu treten, ~uBert, wiirde 
fiir die vorgenannte Theorie spreehen, wenn junge, noeh nieht vollst~ndig 
ausgebfldete Het. die st~'rksceu Redoxleistungen vollbr/ichten und mit 
zunehmender Ausdifferenzierung eine Abnahme des Redox-VermSgens 
eintr~te. 

Wie die daraufbin durchgefiihrten Untersuehungen ergaben, ist jedoeh 
das Gegentefl der Fall. In Entstehung begriffeue Her. verbielten sieh wie 
die vegetativen Zellen. ~Iitunter blieb die Granulaf~irbung in solehen 
jungen Het. auch vollst~indig aus. Die St~rke des Redox-VermSgens 
wuchs mit dem Grade der Ausdifferenzierung und war am gr5Bten in 
vollst/~ndig entwiekelten Het. •ach einer gewissen Zeit sterben allerdings 
die Het. ab. Sie bleibeu noch im Verbande des Fadens, zeigen aber keine 
Redox-Reaktionen mehr. Im allgemeinen wird dann eine benaehbarte 
vegetative Zelle in eine neue Het. umgewandelt. 

]) Diskussion 

(Jbereinstimme~wl hat s~ch aus allen Versuchen ergeben, daft die Her. in 
der Lage sired, ~it Red~x-lndicaloren schneller in Rea]ctlon zu treteu als die 
vegetativen Zellen. Eine bessere Permeabilit~it der Het. kann daftir kaum 
verantwortlich sein. Allem Anschein nach besitzen die Het. eine h5here 
Stoffwechselaktivit~t als die vegetativen Zellen (DRAwE~T U. TISCHEa, 
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1956). l~ach meinen Beobachtungen wird stets die erste Zelle eines jun- 
gen, noch yon der :Dauerzellenwand umgebenen Fadens von Anabaena 
variabilis eine Her. Wenig ~ltere F~iden sind dagegen meist heterocysten- 
frei. Erst sp~ter wandeln sich wieder vegetative Zellen in Her. um. In 
diesem Zusammenhang muB auch an die Hormogonien yon Nostoc-Arten 
erinnert werden, die an beiden Enden eine kleine und in einem reiferen 
Stadium noch eine dritte, grSBere, fast genau in der Mitte gelegene Her. 
besitzen, tIet. kommen also bereits in den frfihesten Jugendstadien eines 
Cyanophyceenfadens vor. 

Die Her. besitzen zwar noch die wesentlichsten Bestandteile, welche 
die vegetativen Zellen auszeiehnen; metachromatische K6rperchen fehlen 
aber in der Regel. l~ur selten kommen solehe vor. Sie sind hSchstens in 
sehr jungen Het. anzutreffen. Da die metaehromatischen K6rperchen als 
Reservestoffe aufzufassen sind, ist ihr Fehlen in den Her. verst~ndiieh. 
Die Her. haben noch die F/~higkeit, auszukeimen, wie GErrLER U, a. be- 
sehrieben haben; sie tun es aber in der Regel nieht. !~ach einem gewissen 
Zeitraum sind ihre l~higkeiten erschSpft, und sie sterben ab. Eine itmen 
benachbarte vegetative Zelle wird dann meist zu einer neuen Her. - -  Von 
zwei nebeneinander gelegenen Het. gab meist nur eine die besehriebenen 
l~edox-Reaktionen. An -~ostoc-Hormogonien trat damn, wenn die mittlere 
Her. gebildet war, in den kleinen Endheterocysten keine Oranulaf~rbung 
mehr auf, sondern diese war beschr~nkt auf die neue Her. in der Mitre. - -  
Bei Arten mit termlnalen Het. bilden oft alte funktionslose Her. die Spitze 
des Fadens. Treten die Het. interealar auf, kommt es bei ihrem Absterben 
h~ufig zu einem ZerreiBen des :Fadens. 

Bekannt ist ferner, dab sich an Heterocysten h~ufig Bakterien an. 
siedeln. Die Het. einiger Gylindrospermum.Arten erhalten ja durch sie ihr 
charakteristisehes Aussehen. Offenbar fmden die Bakterien an den 
Heteroeysten besonders gute Lebensbedingungen vor. 

:Die Annahme, dab die Her. lediglich deshalb vorhanden sind, damit 
die Durchtrennung eines l~adens zum Zwecke der Vermehrung erleiehtert 
wird, mull bereits durch das Vorkommen yon nur terminalen Het., z. B. 
bei Cylindrospermum. und Gloeotrichia.Arten, als widerlegt gelten. Die 
I)urehtrennung oder Seheinverzweigtmg eines Fadens finder aUerdings 
h~ufig an einer Het. statt. 

Naeh der Theorie yon :FOGO (1951) miissen fertig ausgebfldete 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 Her. wiir- 
den also rasche Ab- und Umbauprozesse ablaufen. Die eigenen Ergebnisse 
der Versuehe mit Redox-Indicatoren weisen auch auf rasche Umsetzungs- 
prozesse in den Het. hin; w~hrend aber nach der Theorie yon FooG doch 
zu fordern w~re, dab junge, noch nicht vollst~indig ausgebildete Her. die 
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grSl~ten Redox-Leistungen vollbringen, bewiesen die eigenen Ergebnisse 
das Gegenteih Das Redox-VermSgen der Her. w//chst mit dem Grade 
ihrer Ausdifferenzierung. In einer vollentwickelten Het. l/tuft die Re- 
duktion bzw. Oxydation gebotener Indicatoren am schnellsten ab. 
Wenn die tIet. allerdings dann alhn/ihlich auch absterben, kann ich 
doch in dieser Erscheinung keine Best~tigung der Auslegung yon FOGG 
sehen. 

DaB eine Beziehung zwisehen tteterocystenbildung und Zusammen. 
setzung des N/ihrsubstrates besteht, hat auch CAZe,tBA~US (1929) fest. 
gestellt. Eigene, bei der Kultur der Cyanophyeeen gemaehte Erfahrungen 
lieDen derartige Zusammenh/inge ebenfalls erkem~en. Es fanden sich 
jedoch keine so strenge Gesetzm/iBigkeiten, wie sie :Fooo (1949, 1951) 
und C ~ A v ,  us (1929) beobaehtet haben. 

GEI~_~ERS (1921, 1932) phylogenetisehe Deutung der Her. kann dutch 
die eigenen Untersuchungen weder best~tigt noch widerlegt werden. Der 
Autor erw/~hnt selbst, dab es sich um eine reine Spekulation handelt. Das 
mitunter beobachtete Auskeimen der Het. kann nieht als Beweis ffir 
die Anna hme gelten, dab es sieh bei den Her. um Relikte frfiherer 
l~ortpflanzungszellen handelt, die im Laufe der phylogenetischen Ent- 
wieklung eine Umbfldung erfahren haben. DaB die Het. noch aus- 
keimen k6nnen, ist auf Grund des Vorhandenseins kern/ihnlieher Struk. 
turen im Plasma olme weiteres erkl/irlieh. Als Dauerzellen k~nnen die 
Het. keinesfalls betrachtet werden. Her. haben nur eine sehr begrenzte 
Lebensdauer. 

Es bleibt noeh die yon C~-.tB~v.us {1929) vertretene Auffassung fiber 
die Funktion der Het. zu erw~hnen. Die Autorin deutete die Her. als 
,,Enzymspeicher", weil sie bei Kulturversuchen feststellte, dad die Het. 
bei ~uwesenheit yon Alkali- und Erdalkalihalogeniden sehr klein waren 
und sich vergr~iDerten, wenn Fe-, Co- oder Ni-Salze dem N~hrsubstrat 
zugesetzt ~xu~len. Die Bezeietmung ,,Enzymspeicher" mu~ abgelehnt 
werden. Der Grundgedanke aber, der zu dieser Auffassung geffihrt hat, 
wird dureh die eigenen Beobachtungen bestiitigt. Auch ieh komme zu der 
SehluDfolgerung, dad die Her. eine l~unktion im Rahmen des Stoff- 
wechselgeschehens eines Fadens ausfiben. Die Her. sind umgestaltete 
vegetative Zellen, deren Hauptaufgabe in der Bereitstellung bestimmter 
Stoffe ffir die fibrigen Zellen besteht. Sie besitzen in besonders reichem 
MaDe physiologiseh aktive Stoffe, weshalb sie in der Lage sind, mit ge- 
botenen Redox.Indicatoren raseh in Reaktion zu treten. Die ~'rage, was 
den vegetativen Zellen geliefert wird, kam~ vorerst nicht beantwortet 
werden. Nach einer bestimmten Zeit sterben die alten Her. ab und neue 
haben ihre Aufgaben fibernommen. Ob yon den Her. gebildete Stoffe yon 
Zelle zu Zelle weitergegeben oder dureh Ausseheidung nach auDen den 
vegetativen Zellen dienlieh werden, mud eine Frage ffir sp~tere Unter. 
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suchungen bleiben. Die Ansiedlung you Bakterien auf bestimmten Het. 
spricht allerdings daffir, daf~ gewisse Stoffe nach auBen abgeschieden 
werden. 

III. Zusammcnfassung 

Es wird auf Grund der Untersuehung yon 18 verschiedenen Cyano- 
phyceenarten aus der Reihe der Hormogo~zales best/itigt, dab die Cyano- 
phyceenzelle eine feulgenpositive Substanz im zentralen Bereieh des 
Plasmas besitzt und metachromatische KSrperchen, die yon dieser unab- 
h~ngig sind. Die feulgenpositiven Strukturen, die in ihrer Gesamtheit 
als Chromidialapparat bezeiehnet werden, haben Kernfunktion. 

Die Methylgriinf~rbung ist zum Nachweis yon DNS bei Cyanophyceen 
ungeeig~et. 

Die metaehromatischen KSrperchen bestehen in der Hauptsache aus 
Phosphat. Sie enthalten keine DNS, keine Lipoide und keine Kohlen- 
hydrate (Glykogen). Es konnten in ihnen aueh keine Eiweii]e naehge~ie- 
sen werden. 

:Kulturversuehe haben best/itigt, dab die Anwesenheit yon metachro- 
matischen KSrperehen vom Lebenszustand der Zellen und vomPhosphat- 
gehalt des ~/ihrmediums abh~ngig ist. Die metachromatischen KSrper- 
ehen der Cyanophyceen stellen vermutlieh Phosphatreserven dar. 

Eine naeh le/irbung mit basisehen :Farbstoffen zu beobaehtende ,,Zwei- 
sehiehtigkeit" der metaehromatischen KSrperchen beruht auf einer Farb- 
stoffanreicherung an ihrer Oberfl/iehe. 

Versuehe mit Redox-Indieatoren ergaben, dab die Cyanophyeeenzelle 
auBer metachromatisehen KSrperchen, feulgenpositiven Strukturen und 
CyanophycinkSrnehen noeh zwei weitere Arten yon Granula enth/ilt: 
1. Uber die gesamte Zelle verteilte und an den Zellw/inden geh/iuft auf- 
tretende grSBere Granula, die sieh mit Formazan und Indophenolblau 
f/irben; 2. wesentlich kleinere, nur im zentralen Bereieh des Plasmas vor- 
handene, mit reduziertem lh'ilblau und reduziertem Janusgriin fluoro- 
chromierbare Granula. 

Fiir das Zustandekommen dieser :F/irbungen ist der jeweilige physio- 
logisehe Zustand der Zellen yon groBer Bedeutung. 

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

Es ~zrde festgestellt, dab s~imtliehe Redox-Reaktionen in den Hetero- 
cysten sehneller ablaufen als in den vegetativen Zellen. Die Heteroeysten 
besitzen demnach eine hShere Stoffwechselaktivit~t als die vegetativen 
Zellen. Es wird vermutet, dab 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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ATachtrag. Die nach Abschlul] vorhegender Arbeit erschienene Mitteilung yon 
DI~EWS, G., u. W. NI~LOW~rz: Beitrage zur Cytologie der Blaualgen. I I I .  Unter- 
suchungen fiber die granulKren Einschliisse tier Hormogonales. Arch. s Mikrobiol. 
-~ 333 (1957) konnte nicht mehr beriicksichtigt werden. Eine Stellungnahme soll 
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