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Abstract. Examination of living cocyte nuclei of Locusta migratoria has revealed
the presence of thread-like struktures. They are paired and are thought to be the
uncoiled chromosomes since they are broken into fragments by treatment with
DNase. The greater part of the threads carries lateral loops like the lampbrush
chromosomes of Amphibia (Fig. 14). A smaller part has no loops but bears a series
of conspicious granules with bright appearance under positive phase contrast optics
{pearl-string segments} (Fig. 2). — The visibility of the chromosomes has been
investigated in solutions with several ions. In hypertonic media the chromosomes
contract, the granules fuse, and the pearl-string segments become lumpy (Fig. 21).
In nitrogenous atmosphere and if kept at low temperature the pearl-string structu-
res are likewise transformed into a few lumps (Fig. 19). After return to normal
conditions they reconstitute their characteristic beaded appearance. — In auto-
radiographs obtained by injection of H3-uridine into the body cavity and by incu-
bation of isolated nuclei in vitro, a rather uniformly distributed labelling occurs
over the oocyte nuclei up to 30 min incubation time (Fig. 23). With prolonged
incubation the activity of the pearl-string segments becomes more intense than the
labelling of the lampbrush chromosomes (Fig. 24). After treatment with actinomycin
RNA synthesis is stopped, the pearl-string axes and the lampbrush chromosomes
contract, and the granules disappear more and more (Figs. 25—28). — The pearl-
string segments look very much like the nucleoli in the oocytes of Amphibia, where
the nucleolar substance is likewise distributed as a series of beads of rather uniform
size on an axis .Therefore, the pearl-string structures may have nucleolar function in
Locusta too. If 50, the only difference to the Amphibian nucleoli would be the con-
tinved attachment to the lampbrush chromosomes. (Zusammenfassung see p. 367).

1. Einleitung

Neben den Polytinchromosomen der Dipteren geben die Lampen-
biirstenchromosomen Aufschlu8 iiber die Lokalisation der Gene und {iber
die Funktionsstrukturen der Chromosomen hdéherer Organismen. Die
Lampenbiirstenchromosomen sind stark entspiralisierte, fadenférmige
Chromosomen, die in linearer Folge zu Chromomeren verdickt sind, von
denen seitlich paarige Schlingen (loops) auslaufen. Chromosomen dieses
Typs wurden in den Oocytenkernen von Amphibien und Selachiern ge-
funden und bei Molchen eingehend analysiert (CaLLaN u. Lroyp, 1960).
Viele Beobachtungen sprechen dafiir, dafl auch die reifenden Eizellen von
Wirbellosen sehr dhnliche Strukturen enthalten, jedoch wurden die we-
sentlichen Merkmale der Lampenbiirstenchromosomen, Chromomeren
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und seitliche Schleifen, bisher nur bei Sepia und bei der Meeresassel
Anilocra festgestellt (Carran, 1957).

Die Angaben iiber das Vorkommen von Lampenbiirstenchromosomen
bei Insekten beschranken sich auf die Beschreibung diffuser, gewundener
Stringe von lampenbiirstenartigem Aussehen, die in den Hikernen der
panoistischen Ovarien von Schaben und Libellen gefunden wurden
(BoxHAG, 1959; ZALOKAR, 1961 ; SESHACHAR u. BAGcaa, 1963). Weiterhin
gelang die Darstellung von Lampenbiirstenschleifen am Y-Chromosom
in den Spermatocyten verschiedener Drosophila-Arten (MEYER, 1963).

Carpan (1957) sieht im Lampenbiirstenstadium den grundlegenden
Organisationstyp aller Keimbahnchromosomen vor der Reifeteilungen;
NesrL . Covron (1962) und HENDERSON (1964) vermuten diese Chro-
mosomenstruktur auch in somatischen Zellen. Wieweit diese Verallge-
meinerungen tatsichlich zutreffen, kann nur die Analyse der Chromoso-
men zahlreicher Tiergruppen bestétigen. Die folgenden Untersuchungen
hatten zum Ziel, die Struktur der Chromosomen aus Oocytenkernen eines
panoistischen Tnsektenovars zu analysieren und auf ihre Ubereinstim-
mung mit den Lampenbiirstenchromosomen der Amphibien zu iiberpriifen.

II. Material und Methode

Tierhaltung. Es wurden Wanderheuschrecken der Art Locusta migratoria L. bei
anndhernd gleichbleibender Temperatur von etwa 30°C unter Dauerbeleuchtung ge-
halten. Als Nahrung standen zu allen Jahreszeiten Feldsalat, Weizenkleie und M6h-
ren zur Verfugung, im Sommer und Herbst auch verschiedene Griser, vorwiegend
Glyceria maxima. Obwohl die Tiere mit allen méglichen Grasarten, Kohl- und Salat-
sorten aufgezogen werden kénnen, empfiehlt es sich nicht, das Futter 6fter als not-
wendig zu dndern, weil sich die Tiere nur schwer umgewdhnen lassen. Zur Eiablage
wurden den Heuschrecken Blumentopfe mit Sand geboten, der gleichmiBig feucht
gehalten werden mul, da sonst die Schlipfrate der Jungtiere erheblich absinkt.

Cytologische Technik. Fixiermittel wirken auf die Chromosomen in den Heu-
schrecken-Oocytenkernen quellend oder verklebend ein. Daher sind die folgenden
Untersuchungen vor allem an Lebendmaterial in verschiedenen Insekten-Ringer-
I6sungen durchgefithrt worden. Die Ringergemische verindern die Chromosomen
und ihre Produkte in unterschiedlicher Weise. Diese Moglichkeiten der Strukturbe-
einflussung fithrten im einzelnen zur Aufklirung des Chromosomenbaus, und deshalb
wird die Zusammensetzung der physiologischen Medien spéter im Zusammenhang
mit den Strukturuntersuchungen angegeben.

Obwohl ein Teil der Strukturen bereits in den freigelegten Ovariolen deutlich
erkennbar ist, miissen die Oocytenkerne zur optimalen Beobachtung sauber isoliert
werden. Zundchst muf} die peritoneale Hiille entfernt werden, die sich wie ein Hand-
schuhfinger von der Ovariole herunterziehen 148t. AnschlieBend werden die Follikel
der so freigelegten Ovariole unter dem Binokular mit einer feinen Augenschere
durchschnitten, worauf Kern und Cytoplasma meist schon von selbst aus der Qocyte
herausquellen. Nun 188¢ sich das Keimblidschen von anhaftendem Ooplasma be-
freien, indem es mit zwei Uhrmacherpinzetten Nr. 5 vorsichtig auf dem Gefiafiboden
entlanggerollt und mit einer kleinen Glaspipette mehrmals eingesaugt und ausge-
stoBen wird. Dieser Reinigungsprozef} ist der schwierigste und langwierigste Teil des
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Priparationsganges. Je nach Ziel der Untersuchung kénnen zur Isolation verschiede-
ne Ringergemische verwandt werden. Falls eine schnelle Kernpriparation erforder-
lich ist, empfiehlt es sich, den Kern nicht im normalen Calzium-Ringer (Ca-Ringer,
s. S. 342), sondern in einer Ca-freien Losung (Kalium-Ringer = K-Ringer) zu iso-
lieren, weil sich das Cytoplasma in diesem K-Ringer leichter von der Kernmembran
abtrennen laft. Allerdings miissen in der K-Ringerlésung einige Verdnderungen der
Kernstruktur gegeniiber dem Vitalaspekt in Kauf genommen werden (vgl. S. 342).
Bei der Serienherstellung von Totalkern-Praparaten fiir die Autoradiographie wird
die Verwendung des K-Ringers zu einer Notwendigkeit, da andernfalls die Inkuba-
tionszeit des Ovars zu sehr in die Lénge gezogen wiirde, ehe die nétige Anzahl
praparierter Kerne erreicht ist.

Nach der Isolierung wird der Kern mit der Pipette in einen Tropfen des gewiinsch-
ten Mediums (Fixiermittel, Ringerlésung oder Aqua dest.) auf einen Objekttriger
iibertragen. Nach vorsichtiger Auflage des Deckglischens gelingt es durch langsames
Absaugen der Flissigkeit mit Filtrierpapier, den Kern faltenfrei so weit zu quet-
schen, daf alle Strukturen annihernd plan liegen. Zu starker und plétzlicher Druck
muB dabei auf jeden Fall vermieden werden, weil sonst unspezifische Verinderungen
in kurzer Zeit den Kerninhalt unkenntlich machen. Wird die Verdunstung der Flis-
sigkeit durch gelegentliche Zugabe eines Wassertropfens ausgeglichen, so laBt sich
der Kern mehrere Stunden unveréindert unter dem Deckglas erhalten.

Zur Verfolgung der RNS- und EiweiBibildung wurden Tritium-markierte Vor-
stufen dieser Verbindungen ventral durch die Intersegmentalhiute in die Leibes-
héhle der Heuschreckenweibchen injiziert und nach verschiedenen Inkubationszei-
ten autoradiographisch ermittelt. (Angaben iber die Mengen und spezifischen Akti-
vititen der radioaktiven Substanzen finden sich in den Abbildungslegenden und
auf S. 356.) Die Autoradiographie erfolgte mit Kodak AR 10 Stripping-Film. Um
die totalen Kerne mit dem Film zu {iberdecken, mussen die Préparate fixiert und
anschlieBend abgedeckelt werden. Es erscheint sinnvoll, den radioaktiven Kern
gleich im Fixiermittel zu quetschen. In der Regel geht durch den Fixierprozef je-
doch die Vitalstruktur verloren; denn die meisten Fixiermittel fiihren zu einer Trii-
bung des Kernsaftes, saure Fixiergemische zu einer zusitzlichen starken Quellung
der Kernstrukturen und sind daher ungeeignet. Neutralformol (in 10%iger Losung
mit primérem und sekundérem Natriumphosphat gepuffert) erhilt die Chromosomen
zwar anndhernd im lebenden Aspekt, verhindert aber nicht die tiefgreifenden
Schidigungen der Kernstruktur bei zu starkem Quetschen durch iiberméiBigen
Flussigkeitsentzug unter dem Deckglas. In Neutralformol mull daher jeder einzelne
Kern wie in der Ringerlosung unter Kontrolle gequetscht werden, was bei Serien-
arbeiten sehr zeitraubend ist. Auf der Suche nach besseren Fixiermitteln wurden
schlieBlich mit neutraler 6,5%iger Glutaraldehydlosung optimale Erfolge erzielt
(26 g 25%iger Glutaraldehyd, 10,7 ml 0,93 % CaCl,, Aqua dest. ad 100 ml; mit n/10
Na-Barbital auf pH 7,2 gepuffert). Die Chromosomen der in Glutaraldehyd fixierten
Kerne kommen dem Vitalaussehen sehr nahe. Sie behalten diese Struktur auch nach
beliebig starker Quetschung bei.

Ist der Oocytenkern durch das Absaugen des Fixiermittels hinreichend ge-
quetscht worden, so mull das Deckglas fiir den anschlieflenden Strippvorgang ent-
fernt werden. Dazu wird der Objekttriger gestiirzt und auf zwei randliche Sockel in
eine Petrischale mit Formol oder Glutaraldehyd gelegt, worauf das Deckglas nach
etwa 1 min absinkt. Wenn man Glick hat, bleibt der Kern bei diesem Vorgang am
Objekttriger hdangen. In vielen Fillen haftet er jedoch auf dem Deckglas, ist dann
fiir die Autoradiographie aber nicht verloren, denn das Deckglas kann mit Eukitt —
Kern nach oben — auf einen Objekttriger geklebt und dort mit dem Stripping-Film
bedeckt werden. Um dieses recht umsténdliche Verfahren zu umgehen, wurde nach
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ciner Methode gesucht, das Ankleben des Kerns an das Deckglas zu verhindern,
d.h. den Kern wihrend des Quetschprozesses ausschliellich an den Objekttriger zu
binden. Dazu mufl die Oberfldche des Objekttrigers vor der Auflage des Kerns mit
Eiweilglycerin bestrichen werden, das man in der Bunsenflamme bis zum volligen
Eintrocknen ankoagulieren 148%.

Klebt der fixierte, gequetschte Kern schlieBlich auf dem Objekttriger und ist
das Deckglas entfernt, so wird das Préparat in 5%iger Trichloressigsiure 15 min
lang bei 4°C ausgewaschen, getrocknet und in Chromalaungelatine getancht. Die
Gelatineschicht hat den Zweck, den Stripping-Film festzuhalten, der anschliefend
auf dem Objekttriger tiber den Kern aufgezogen wird. Diese zwischen Priparat
und Film liegende sehr diinne Schicht absorbiert nur einen geringen Anteil der schwa-
chen f-Strahlung des Tritiums.

Nach den entsprechenden Expositionszeiten werden die Pridparate entwickelt
und in dem wasserlgslichen Einschlumittel W15 (Zeiss) im feuchten Zustand einge-
deckt. Um den Oocytenkern bei der Durchmusterung der Préparate schnell wieder-
zufinden, hat es sich als zweckmiBig erwiesen, ihn immer in einem vorher auf der
Unterseite des Objekttrédgers eingeritzten Kreis zu lokalisieren.

Bei starker Markierung wird die Kernstruktur durch die Silbergrana verdeckt.
In diesen Fallen gelingt es nicht, bestimmte Kernbereiche, etwa die Perlschnur-
stringe, zu erkennen. Um die Stoffwechelsintensitdt einzelner Kernkomponenten zu
erfassen, mufl der Stripping-Film wieder entfernt werden, nachdem das Bild der
autoradiographischen Markierung photographiert worden ist. Nach einem von
Brawcnr, Lima-De-FARTA u. JAworskA (1964) beschriebenen Verfahren kann der
Film durch Trypsin aufgelést werden. Diese Methode 148t sich auf die Locusta-
Kerne aber nicht ibertragen, da das Ferment auch das Préparat zerstort. Die fol-
gende Behandlung hat sich als brauchbar erwiesen: Der mit dem Stripping-Film be-
deckte Objekttriger wird 10 min in Aqua dest. gekocht, wobei sich das Eindeck-
mittel (W15) und der Film l6sen. Einige Silberkérner bleiben auf dem Priparat haf-
ten und konnen in einer frisch angesetzten Losung aus Kaliumeyanoferrat-(I1T)
(= rotes Blutlaugensalz) und Natriumthiosulfat (jeweils 10 g ad 100 ml) entfernt
werden. Der gequetschte, in Formol oder Glutaraldehyd fixierte Kern ibersteht
diese Behandlung ohne Schidigung.

1. Ergebnisse
1. Die Kernstruktur wihrend der Wachstumsphase der Oocyte
a) Die ,,Perlschnurstruktur® und die «-Kugeln

Bei Lebenduntersuchungen an den Ovarien von Locusta migratoria
fielen bereits in den Oocytenkernen von Totalprdparaten der Ovariolen
perlschnurartige, an vielen Stellen geknéduelte Strange auf (Abb. 1). Nach
Isolation der Kerne erwiesen sich diese Strukturen als Schniire aus linear
hintereinander aufgereibhten Kigelchen tibereinstimmender GroBe (Abb.
2, 6). Die Strange lanfen an allen klar erkennbaren Stellen zu zweit recht
eng nebeneinanderher und treten gelegentlich hochstens 8 u weit aus-
einander. Im paarigen Verlauf erinnern sie an die bivalenten Chromoso-
men der meiotischen Prophase. Sie sollen als ,,Perlschnurchromosomen‘
bezeichnet werden; die Chromosomennatur dieser Striange wird im fol-
genden nachgewiesen. Die beiden Partnerstringe laufen nicht durchweg
parallel nebeneinanderher, sondern tiberkreuzen sich an vielen Stellen.
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Abb, 1. Zwei junge Foliikel von Locusta migratorie mit Oocytenkernen, in denen die Perlschnurseg-
mente sichtbar sind. Lebendpriaparat in Ca-Ringerlésung. 300 x

Abb. 2. Isolierter, unfixierter Oocytenkern mit stark lichtbrechenden Perlschnurabschnitten (P)
und schwach erkennbaren Lampenbiirstenchromosomen (L). Die Perlschnurstrange verlaufen paar-
weise. a = a-Kugel, 8 = §-Kugel. Kern in Aqua dest. gequetscht. Aufnahme mit
Zeiss-Photomikroskep, Objektiv Apo 40/1,0 O] Phasenkontrast. 480 X
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Da Chiasmen in so hoher Anzahl nicht zu erwarten sind, scheinen die
Kreuzungspunkte daher zu rithren, dafl die homologen Chromosomen
vielfach umeinander gewunden sind.

Nur in den gerdumigen Kernen der groflen Oocyten (Kerndurchmes-
ser 50—100 u, im gequetschten Zustand 100—200 ) liegen die Stringe
so weit gesondert vor, dafl man einzelne Abschnitte iiber lingere Strecken
verfolgen kann (in giinstigen Fallen fast 150 y weit; vgl. Abb. 6). In den
kleinen Kernen in der Nahe des Germariums (Durchmesser im gequetsch-
ten Zustand 40—100 y) sind die Perlschnurchromosomen dagegen zu
Knédueln zusammengeballt (Abb. 5). Sie dhneln dann den Strukturen in
den Oocytenkernen anderer Insektenarten mit panoistischen Ovarien, an
denen vergleichende Untersuchungen durchgefiihrt werden (Bier, Kunz
u. RiBBERT, in Vorbereitung).

Geraten die Perlschnurchromosomen durch manipulierte Verformun-
gen des Oocytenkerns in Bewegung, so verhalten sich die Kiigelchen (die
,,Perlen) in einer Weise, als sdBen sie in gleichen Abstédnden auf einer
gemeinsamen, elastischen Achse. Diese wird sichtbar, wenn man die
Chromosomen mit einer feinen Glasnadel aus dem Kern herauszieht. Die
Achse kann wie ein Gummiband um das Fiinffache ihrer Lange gedehnt
werden und zieht sich wieder zusammen, wenn der Zug nachlaBt.

Die kleinen, etwa 0,6 u. dicken Kiigelchen, die ,,Axialgranula‘, liegen
in vivo fast liickenlos hintereinander, riicken jedoch voneinander ab,
wenn der Kern in hypotoner Lésung Wasser aufnimmt. Die Ursache dieser
Achsenstreckung braucht nicht unmittelbar in einer Einwirkung auf den
Spiralisationsgrad der Achse zu liegen. Denn da die Chromosomen an
mehreren Stellen an der Kernmembran festhidngen (s. S. 343), werden in-
folge der Volumenzunahme des Kerns einzelne Perlschnurabschnitte pas-
siv in die Lénge gezogen. Die Kiigelchen neigen an vielen Stellen zur
Verschmelzung, hiufig mit den Granula desselben Strangs iiber Ent-
fernungen bis zu 20 u, wodurch Schleifen entstehen, die zunéchst mit den
Lateralschleifen (loops) der Lampenbiirstenchromosomen verwechselt
werden kénnten (Abb. 7). Andererseits kleben die Kiigelchen auch mit
den homologen und nicht-homologen Granula des Partnerchromosoms
zusammen. Dadurch kommt es zu vielen Kontaktstellen, die duBerlich
nicht von Chiasmen zu unterscheiden sind. Diese vielfdltigen Granula-
verschmelzungen fithren zu uniibersichtlichen Knéneln vernetzter Perl-
schnurstringe und machen die Abgrenzung einzelner Abschnitte un-
moglich (Abb. 2, 7). Die gesamte Perlschnurstruktur eines Oocytenkerns
gleicht mehr oder weniger einer kontinuierlich fortlaufenden Doppel-
schnur (Abb. 3, 6).

Die auffilligsten Bildungen an den Perlschnurchromosomen sind Ku-
geln verschiedener Struktur und Grofe, die zur Unterscheidung von einem
an spaterer Stelle noch zu besprechenden andersartigen Kugeltyp als
,»a-Kugeln* bezeichnet werden sollen (s. Abb. 4, 7). Sie haben im vitalen
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Abb. 3. Oocytenkern aus einer Tarve mit nur sehr wenigen a-Kugeln. Die Perlschnurstruktur gleicht
einer kontinuierlich fortlaufenden Doppelschnur. Technik wie Abb. 2, jedoch Aufnahme mit Objektiv
Neofluar 25/0,60 Phasenkontrast. 475 X

Abb. 4. Oocytenkern aus einem adulten Tier mit vielen «-Kugeln. Technik wie Abb. 2. 480 X



Funktionsstrukturen im Oocytenkern von Locusta 339

Abb. 5. In den kileinen Kernen der jungen Oocyten sind die Perlschnurstrukturen noch zu Kniueln
zusammengeballt. Technik wie Abb. 2. 700 x

Abb. 6. In den groBen Oocytenkernen dlterer Follikel ist der Aufbau der Perlschnurstringe aus linear
hintereinander aufgereihten Granula deutlich, Technik wie Abb. 3. 440 x
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Zustand Durchmesser von 2—8 . und enthalten je nach Ausdehnung eine
unterschiedlich grofe Anzahl heller Blasen, die den homogenen Kugelin-
halt bis auf schmale Zwischenwinde zuriickdrangen. Diese Wabenstruk-
tur gibt jeder a-Kugel eine individuelle Gestalt. Laufen die beiden homo-
logen Chromosomen in hinreichendem Abstand nebeneinanderher, so liegt
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Abb. 7. Leicht schematisierte Darstellung eines Ausschnittes aus einem Qocytenkern von Locusta. Die

Perlschnurstringe sind durch Granulaverschmelzung auf verschiedene Weise miteinander verklebt.

Auch zwischen den Perlschnursegmenten und den Lampenbiirstenchromosomen (= feinfidiges Ma-

terial) bestehen Haftpunkte. A Axialgranulum, Ao homologe «-Kugeln, va verschmolzene x-Kugeln,
B B-Kugel, S Bchleife (loop), I} Doppel-loop-Briicke. 1440 X

jeder Kugel eine gleichartig aussehende Partnerkugel an entsprechender
Stelle gegeniiber. Ist die Distanz der Homologen aber — wie in den me:-
sten Fallen — zu gering, so umfallt eine einzige «-Kugel beide Stringe
und stellt wahrscheinlich das Verschmelzungsprodukt der urspriinglich
gesondert angelegten homologen Kugeln dar. Die Hoffnung, in den «-
Kugeln konstante Markierungspunkte fiir eine Chromosomenkartierung
gefunden zu haben, etwa analog den ,landmark loops* der Amphibien-
Lampenbiirstenchromosomen (Carnax u. LLoyp, 1960), hat sich nicht
erfiillt. Die Kugeln treten vielmehr von Kern zu Kern in wechselnder An-
zahl und GroBe auf und neigen in unterschiedlichem Ausmall zur Fusion'
mit benachbarten Strukturen.

Viele Zwischenstufen leiten zwanglos von den grofen o-Kugeln zu
den Axialgranula itber. Vermutlich unterscheiden sich die «-Kugeln und
Axialgranula nicht qualitativ, sondern nur in der Substanzmenge. Unter
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Energiemangel und in hypertoner Losung (vgl. S. 3511f.) verschmelzen
Axialgranula und «-Kugeln miteinander in einem solchen AusmaB, daf}
die gesamten Perlschnurchromosomen zu grofen wurst- bis kugelformi-
gen Klumpen zusammenschrumpfen (Abb. 19, 20, 21). Diese Gebilde er-
innern in ihrer typischen Blasenstruktur an normale «-Kugeln, wenn sie
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Abb. 8. Oocytenkern: Im Gegensatz zu den «-Kugeln liegen die g-Kugeln (8) nicht auf dem
Perlschnurmaterial. Technik wie Abb. 2, 500 X

auch in ihren Dimensionen itber das gewohnte Mafl hinausgehen. Die
Struktur dieser kiinstlich eingeleiteten Fusionen J48t daran denken, daf
auch die normalen «-Kugeln aus der Verschmelzung mehrerer Axialgra-
nula hervorgehen kénnten. In der Tat finden sich fiir diese Hypothese
weitere Anhaltspunkte, wenn die Kontraste durch Farbung mit Karmin-
Essigsdure erhoht werden. Dann lassen sich in wenigen giinstigen Fillen
Fadenabschnitte mit kleinen Granula erkennen, die schleifenférmig durch
die a-Kugel hindurchziehen.

In den Oocytenkernen adulter Tiere kommen die «-Kugeln in groBerer
Anzahl vor als in den Eikernen der Larven (vgl. Abb. 4 mit 3).
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b) Das feinfadige Material und die f-Kugeln

Nach Priparation und Aufbewahrung des Ovars in der bereits er-
wibnten Ca-Ringerlosung (5 g NaCl, 0,42 g KCl, 0,25 g CaCl,, Aqua dest.
ad 1000) bleibt die Perlschnurstruktur im heilen Kern optimal erhalten.
Der ibrige Kernraum erscheint bis auf einige Kugeln von charakteristi-
schem Aufbau (§-Kugeln) homogen ohne besondere Einschliisse (Abb. 8).
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Abb. 9. Teilstilcke freipriparierter Chromosomen in Ca-Ringerlosung. Die stark lichtbrechende Perl-
schnurstruktur (P) hebt sich deutlich von den Lampenbiirstenchromosomen (L) ab. Die Schleifen (8)
der Lampenbiirstenchromosomen sind nur unscharf dargestellt. « o«-Kugel, 8 f-Kugel,

D Doppelloop-Briicke. Technik wie Abb. 2. Oben 300 X, unten 575 x

Diese ibersichtlichen Verhiltnisse #ndern sich nach Ubertragung des
Ovars in eine andere Ringerlosung, in der das Calziumechlorid durch eine
dquivalente Menge Kaliumchlorid ersetzt worden ist (K-Ringer: 5 g
Na(l, 0,67 g KCl, Aqua dest. ad 1000). In diesem Medium tritt nach etwa
10 min eine sehr langsam fortschreitende Verkiirzung der Perlschnur-
stringe ein. Da die Schniire an vielen Haftpunkten miteinander verklebt
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sind und an mindestens einer Stelle an der Kernmembran festhdngen,
wird wihrend der Schrumpfung héufig das gesamte Perlschnurmaterial
im Laufe von etwa 45 min an den Rand des Kerns gezogen. Im iibrigen
Kernraum fallen ungefdhr 10 min nach dem Einlegen des Ovars in den
K-Ringer zahlreiche diffuse Strénge auf, die an mehreren Stellen an den
Perlschnurchromosomen ansetzen, aber auch untereinander und mit der
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Abb. 10. Oocytenkern mit Lampenbiirstenchromosomen (L), die zwischen der Kernmembran und

den durch Kaltebehandlung kontrahierten Perlschnursegmenten (P; im Phasenkontrast {iberstrahlt)

ausgespannt sind. Lampenbiirstenchromosomen in K-Ringerldsung sichtbar gemacht, durch Veronal-
Ringer im Kontrast erhoht. Phasenkontrast. 490 x

Kernmembran verkniipft sind, so daf sie als weites Maschenwerk den
Kern erfilllen (Abb. 10, 11, 12).

Uniibersichtliche Verknduelungen und die gedringte Fille dieses fein-
fadigen Materials verhindern eine detaillierte Analyse des Strangaufbaus.
Daher wurde der Kern mit Glasnadeln angestochen, worauf der Inhalt
zum Teil selbsténdig herausflofl, zum anderen Teil mit den Nadeln her-
ausgezogen werden mulite. Diese Praparationsmethode macht zwar die
Verkniipfungen zwischen den Perlschnurchromosomen und dem feinfadi-
gen Material recht deutlich und erlaubt auch eine angendherte Abschit-
zung der Gesamtausdehnung der diffusen Strukturen (Abb. 13), bringt
aber wenig Aufschluf iiber den Feinbau, da die unvermeidlichen Zerrun-
gen bei der Chromosomenisolation das fragile Fadenwerk tibermiBig
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Abb. 11. Derselbe Kern (wie in Abb. 10) starker gequetscht, wodurch alle Lampenbiirstenstringe in
eine optische Ebene gebracht wurden, Darstellungsverfahren und Bezeichnungen wie in Abb. 10.
490 %

Abb. 12, Teil eines Oocytenkerns mit einem Lampenbiirstenchromosom, das an einer Stelle (=) an
der Kernmembran haftet. Darstellung in K-Ringerlosung. Phasenkontrast. 960 X
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strecken und an vielen Stellen zer-
reilen. Nur in einigen seltenen, beson-
ders giinstigen Féllen bleiben Teile des R
feinfddigen Materials angendhert im :
unverletzten Zustand erhalten und
zeigen dann folgenden Aufbau: Von
einer Achse zweigen seitlich zahlreiche LNy
in sich zuriicklaufende Schlingen ab A
(Abb. 9, 14), die den ,normal-loops* S<st
der Amphibien-Lampenbiirstenchromo- :
somen (CALLAN u. LroyDp, 1960) d4hnlich

ol
sind. Sie entfernen sich jedoch durch- 4 .f
schnittlich nur 5 u weit von der Achse, ' ,5: s
sind also etwa viermal kiirzer als die ::
,;hormal-loops” der Amphibienchromo- ‘;-;;'
somen. Gelegentlich laufen anstelle der y J;igf
Schleifen auch zwei kurze gestreckte A 3:‘3
Faden in Richtung der Achse parallel f;“‘ _
nebeneinanderher (Abb.15). Es hat den P
Anschein, als wirden sie eine Liicke J,V:
in der Achse iiberbriicken. Vermutlich 3 "_' &
handelt es sich um Paare gestreckter i 2
Schleifenstringe, die an Stellen star- 55
ker Zugbeanspruchung mechanisch er- ‘ “,\
zeugte Briiche iiberbriicken. Sollte es { '_’,. ]
sich tatséchlich wm ,Doppel-loop- f 2

Briicken handeln, so wire das ne-
ben den Schleifen ein weiteres mit H
den Amphibien-Lampenbiirstenchro- 1
mosomen tibereinstimmendes Merkmal. !
Auf Grund der Ahnlichkeit dieser i
charakteristischen Kennzeichen soll das !
feinfadige Material als , Lampenbiir-
stenchromosomen‘‘ bezeichnet werden.

Da es noch nicht gelungen ist, die
isolierten Chromosomen exakt in eine

—

¥
\

Abb. 13. Die Lampenblrstenchromosomen sind etwa
zur Hélfte aus dem Kern herausgezogen worden, wih- * 4 ':‘
rend das Perlschnurmaterial groBtenteils im aufge- t2
platzten Kern zuriickgeblieben ist. Die Perlschnur-
abschnitte erscheinen nicht als einzelne Segmente
innerhalb der Lampenbiirstenchromosomen, sondern
als zusammenhéngende Einheit. Die Schleifen (8) sind
bei der Préparation zerrissen oder in die Linge ge-
streckt worden. Priparation in K-Ringerlésung. 300 x




346 W. Kunz: Funktionsstrukturen im Qocytenkern von Locusta

optische Ebene zu legen und die Schleifen auflerdem von der Brownschen
Molekularbewegung heftig hin- und hergerissen werden, geben die
Photographien die Chromosomenstruktur nur unscharf wieder. Die Lam-
penbiirstenchromosomen lassen sich mit feinen Glasnadeln um ihre zehn-
fache Lénge bis auf eine elastische Fibrille ausdehnen, die nach dem Zer-
reiflen zusammenschnurrt. Diese Fibrille liegt an der Grenze der Sichtbar-
keit und erscheint gleichmé&Big ohne seitliche Abzweigungen, aber mit
kleinen, unregelméfBig aufeinanderfolgenden Piinktchen, die an Chromo-
meren erinnern. Unter der Zugbeanspruchung bei derartigen Mikromani-
pulationen reiflen wahrscheinlich alle Doppelschleifen an ihren Ansatz-
punkten auf und werden zwischen den Abschnitten der Zentralachse aus-
gespannt. Die Fibrille bestiinde dann alternierend aus Achsenstiickchen
und gestreckten loops.

Die bisher geschilderten Préparationsmethoden ermoglichen aller-
dings nur in seltenen Glicksfillen eine iiberzeugende Darstellung der
Lampenbiirstenstruktur. Einer detaillierten Beobachtung stehen folgen-
de Schwierigkeiten im Wege: Einerseits drangen sich die Chromosomen
im engen Kernraum des unverletzten Keimblidschens derart, dafi die
einzelnen Stringe nur fiber kurze Abschnitte verfolgt werden kénnen.
Andererseits zerreillen die Chromosomen beim Versuch ihrer Isolation.
Klarere Verhaltnisse schufen schlielich verschiedene Eingriffe (Energie-
mangelzustinde), die zu einer extremen Verkiirzung der Perlschnurab-
schnitte fithrten, wodurch der iibrige Kernraum einigermafen gelichtet
wurde (s. S. 8351ff.). Die deutlich zwischen den verklumpten Perlschnur-
chromosomen und der Kernmembran ausgespannten Strénge des feinfé-
digen Materials (Abb. 10) werden nach dieser Behandlung wie im Normal-
fall erst nach einigen Minuten im K-Ringer sichtbar. Da die Schleifen der
Lampenbiirstenchromosomen im K-Ringer die Neigung haben, mit der
Achse zu verkleben, wurde der Kern nach 15 min Aufenthalt im K-Ringer
in Veronal-Ringer ibertragen (Ca-Ringer mit n/10 Natrinm-Didthylbar-
biturat auf pH 7,2 gepuffert). Diese neutrale Ringerldsung verhindert die
storenden Matrixverquellungen, so dafl die Schleifen in optimaler Schérfe
hervortreten (Abb. 15).

Beim nachtriglichen Vergleich mit anderen Insekten mit panoisti-
schen Ovarien hat sich herausgestellt, dal Locusta zwar als ein hervorra-
gendes Objekt zum Studium der Perlschnurstruktur gelten kann, fiir die
Analyse der Lampenbiirstenchromosomen dagegen weniger giinstig ist.
Bei der griinen Laubheuschrecke Tettigonia viridissima sind die Chromo-
somen offenbar stabiler. Hier gelang es bereits beim ersten Versuch der
Isolation von Lampenbiirstenchromosomen, viele loops unzerstort zu er-
halten (Abb. 14a).

Neben den «-Kugeln kommen in allen Kernen von Locusta noch an-
dersartige Kugeln vor, die niemals auf den Perlschnurabschnitten liegen



AbDb. 14a u. b. Schleifen (loops) der Lampenbiirstenchromosomen von Tetiigonia viridissimae (a)y und
Locusta migratoria (b). Das feinfadige Material ist bei Locusta bis auf die Randbezirke stark verknéuelt.
o o-Kugeln von Tettigonia. Darstellungsverfahren wie Abb, 18; Chromosomen freiprapariert. 1200 x

Abb. 15. Teil eines Qocytenkernes, in dem das Perlschnurmaterial () durch Kéltebehandlung kon-

trahiert ist. Die Lampenbiirstenchromosomen (L) haften an der Kernwand und an den Perlschnur-

segmenten. D Doppel-loop-Briicke. Zeichnung mit Wild Forschungsmikroskop M 20 mit Zeichen-
tubus. 800 X

24 Chromosoma (Berl.), Bd. 20
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und als §-Kugeln bezeichnet werden. Nach der Chromosomenisolation und
anderen Darstellungsmethoden des feinfaddigen Materials (K-Ringer, Hy-
pertonlosung) hat sich gezeigt, dall die g-Kugeln nicht frei im Kernsaft
schwimmen, sondern an den Stringen des feinfddigen Materials, d.h. an
den eigentlichen Lampenbirstenchromosomen haften. Sie treten in wech-
selnder Anzahl von einigen wenigen bis fast dreiflig Kugeln pro Kern chne
deutlichen Bezug zum Eientwicklungsstadium auf. Die -Kugeln hiufen
gich an der Peripherie des Oocytenkerns. Sie haben im Gegensatz zu den
«-Kugeln keine individuelle Struktur, sondern variieren nur in der Gréofle
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Abb. 18. -Kugeln von Locusia migraloria im isolierten Zustand (links) und im unverletzten Oocyten-
kern (rechts). Rechts ist die Rindenschicht der g-Kugel artifiziell in den Innenraum eingedriickt
worden. Préaparation in Aqua dest. 1200 x

von 2—7 p Durchmesser (Messungen im Vitalzustand). Die kleinen (-
Kugeln sind homogen mit wenigen, aullen an der Peripherie sitzenden
Granula. Bei den gréBeren 5-Kugeln heben sich eine etwa 2 p dicke,
optisch dichtere und stirker basophile Rindenschicht und ein lichtdurch-
lassiger, schwach basophiler Innenraum deutlich voneinander ab (Abb. 16).
Die AuBenschicht der g-Kugel lafit sich wie die Wand eines Gummi-
balls eindellen (Abb. 16). Uber die Oberfliche verteilen sich etwa zehn
Granula, die 0,5 p dick sind und deutlich aus der Kugel herausragen
(Abb. 7). In Karmin-Essigsdure-gefirbten Prédparaten wird in giinstigen
Fillen deutlich, daf eine mit dem feinfddigen Material in Verbindung
stehende Fibrille schleifenférmig durch die f-Kugel hindurchliuft. Im
Gegensatz zu den o-Kugeln treten die §-Kugeln niemals paarig auf.

Das Chromosomenmaterial der wachsenden Oocyte von Locusta tritt
also in zwel Strukturtypen auf. Der tiberwiegende Teil des Fadengeriistes
entspricht den Amphibien-Lampenbiirstenchromosomen; ein kleinerer
Teil weicht von diesem Grundtyp ab und gleicht einer gewundenen und
verknéuelten Perlschnur. Sowohl die Perlschnurstringe als auch die
Lampenbiirstenchromosomen laufen paarig nebeneinanderher und sind
umeinander gewunden. Das entspricht den Erwartnungen; denn da das
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,»Perlschnurstadium‘* dem Pachytin folgt, sollten sich die Chromosomen
in einem dem Diplotidn entsprechenden Stadium befinden. Da die Perl-
schnurfaden und die Lampenbiirstenabschnitte an zahlreichen Haftpunk-
ten miteinander im Zusammenhang stehen, gelang es nicht zu entschei-
den, ob die Perlschnurstruktur ein einziger zusammenhéangender Doppel-
faden ist oder ob sie sich aus mehreren Abschnitten aus vielleicht ver-
schiedenen Chromosomen zusammensetzt.

Die Gesamtlange der Perlschnursegmente, bezogen auf den haploiden
Satz, erreicht etwa 2,5 mm. Die Achsenldnge der feinfadigen Lampenbiir-
stenchromosomen betriagt nach groben Schitzungen das Zehnfache. Wer-
den schlieflich noch die Schleifen dazugerechnet, so erhéht sich die Lange
wahrscheinlich mindestens um eine weitere Zehnerpotenz. Dieser Wert
entspricht den Erwartungen; denn an den Lampenbiirstenchromosomen
von Triturus, dessen DNS-Menge mehr als zehnmal gréBer als die der
ibrigen Metazoen ist, wurde von Garr u. Carrax (1962) eine Gesamt-
chromosomenlinge des haploiden Satzes von 10 m errechnet.

2. Entwicklung der Lampenbiirstenstruktur wikrend der Oogenese
und Ontogenese

Bei den beschriebenen Perlschnur- und Lampenbiirstenstrukturen
handelt es sich um funktionsbedingte Chromosomenmodifikationen, die
wahrend der meiotischen Prophase auftreten und in das Schema des
Meioseablanfs einzuordnen sind.

Die ersten drei Prophasestadien der weiblichen Reifeteilung ~— Lepto-
bis Pachytén — beschrinken sich bei Locusta vorwiegend auf die Larval-
entwicklung. Bei adulten Tieren treten nur noch in den ersten Tagen
nach der Imaginalhdutung einige Zygo- und Pachytinkerne auf, dann
sind die frihen meiotischen Prophasestadien aller kiinftigen Eier bereits
durchlaufen. Es folgt die Wachstumsphase der primédren Oocyten mit
Kerngtrukturen, die in charakteristischer Weise vom vielfach untersuch-
ten ,,Normalverlaui“ der ménnlichen Meiose abweichen.

Noch im Pachytidn gleichen die Chromosomen der Mannchen und
Weibchen einander fast vollstdndig und zeigen auch einen iibereinstim-
menden Nukleolus, der an einem deutlichen Chromomer angeheftet ist
(vgl. Abb. 17a mit Fig. 5 in Jou~N u. HENDERSON, 1962). Im Vergleich zur
ZellgroBe (Durchmesser etwa 30 p!') haben die Kerne im Zygo- und
Pachytédn den relativ beachtlichen Durchmesser von 25 p. (Abb. 17).
Aus den Lagebeziehungen im Germarium ist zu ersehen, dafl auf das
Pachytinstadium die Phase des ooplasmatischen Wachstums der Oocy-
ten folgt. Gleichzeitig mit dem Beginn des Plasmawachstums bilden die

! Durchmesser jeweils an lebenden Ovariolen im ungequetschten Zustand ge-
messen.

24%



350 W. Koxz:

Chromosomen die Lampenbiirstenstruktur aus und behalten sie bis zum
Ende der Oogenese bei. Die auffilligen Perlschnurchromosomen und das
feinfadige Material sind die mit dem Oocytenwachstum verkniipften
Chromosomenstrukturen.

Abb. 17a u. b. Pachytin- (a) und Zygotinkerne (b) aus dem Germarium von Larven. a Karmin-
Essigsiure-Quetschpraparat, b Germarium lebend in Ca-Ringerlosung gequetscht. ¥ Nukleolus.
Links 960 x, rechts 616 x

Die Entstehung der Perlschnurstringe erfolgt zunschst in Form ein-
zelner Klumpen, die in Kernen von 25 p Durchmesser bei einer Zell-
groBe von 40—50 y in Erscheinung treten (Abb. 18). Der Nukleolus
ist nicht mehr sichtbar, wenn sich
die Perlschnurchromosomen her-
ausbilden. Er zeigt somit ein mit
den Verhiltnissen in der Sperma-
togenese iibereinstimmendes Ver-
halten, wo der Nukleolus in den
spéteren Prophasestadien ebenfalls
nicht mehr zu erkennen ist (HEN-
DERSON, 1964). Dem- Verschwin-
den des echten Nukleolus folgt
also die Ausbildung der TPerl-
schnurabschnitte. Beide Struktu-
Abb. 18. Junge Oocyte im Germarium; im Kern  ren scheinen sich auszuschlieflen,
zeigen sich die ersten Perlschnurstrukturen. - . . -

Lebendpraparat in Ca-Ringerlssung. 1120 x vielleicht funktionell einander zu
vertreten.

Die ooplasmatische Wachstumsphase ist je nach dem Alter des Tieres
verschieden lang. Die ersten groBeren Oocyten treten im zweiten Larval-
stadium auf. Da bereits einige Tage nach der Imaginalhdutung sdmtliche
Eier, die ein Tier zur Ablage bringt, mit dem Wachstum begonnen haben,
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legen die jungen Tiere Eier mit kiirzeren Wachstumszeiten ab als die alten
Weibchen. Die reifen Oocyten einer jungen Heuschrecke sind wéhrend
der Larvalzeit gewachsen, bei 30°C etwa vier Wochen lang, die Eier sehr
alter Weibchen haben dagegen Wachstumszeiten bis zu acht Wochen hin-
ter sich. Im Verlauf dieser Wachstumsperiode einschliellich der achttagi-
gen Endphase, d.h. der Dottereinlagerung, behalten die Oocytenchromo-
somen ihre Struktur im wesentlichen unveriandert bei, wihrend der Kern
von 25 p bis auf 100 p im Durchmesser anwichst. Die Grundziige der
Chromosomenstruktur dndern sich weder mit dem Alter des Tieres noch
mit dem Stadium des Oocytenwachstums, wenn man von geringfigigen
Unterschieden absieht, die bereits beschrieben worden sind (S. 337 u.
341). Diese Verschiedenheiten betreffen lediglich das Ausmall der Perl-
schnurverkniduelung und die Anzahl der «-Kugeln.

3. Experimentelle Beeinflussung der Kernstrukiur
als Hilfsmittel der Chromosomenanalyse

In der Hoffnung, Syntheserate und Transportgeschwindigkeit in un-
terschiedlichem Ausmall zu verzégern und dadurch eventuell an bestimm-
ten Chromosomenorten Genproduktanreicherungen zu erzielen, wurde
das Verhalten der Funktionsstrukturen unter eingeschrinkter Energie-
versorgung geprift. Energiemangelzustinde bei erniedrigter Temperatur
(0°C) und unter Sauerstoffentzug im Stickstoffmilieu fiihren zu einer
reversiblen Ballung der Perlschnursegmente zu finf bis zehn stark ver-
kurzten, linglichen, gekriimmten Klumpen, deren vakuoliger Aufbau mit
der Struktur der «-Kugeln iibereinstimmt (Abb. 19). Werden die Ovarien
von der Tracheenzuleitung abgeschnitten und mehrere Stunden lang iso-
liert gehalten, so verklumpt das Perlschnurmaterial wie bei der Stick-
stoff- und Kéltebehandlung. Dabei spielt es keine Rolle, ob die losgelosten
Ovarien in der Leibeshohle desselben Tieres gelagsen, in andere Individuen
transplantiert oder in vitro in Ca-Ringerldsung aufbewahrt werden. Die-
ser unter verschiedenen Versuchsbedingungen einheitlichen Reaktions-
weise der Perlschnurchromosomen kénnte eine ebenso einheitliche Ur-
sache zugrunde liegen: eine mehr oder minder starke Kinschrankung der
Energiezufuhr.

Das feinfadige Material scheint gegeniiber einer Drosselung der Ener-
gieversorgung weniger empfindlich zu sein. Bei einer gleichartigen Zu-
sammenballung wie bei den Perlschnurchromosomen miiiten die fein-
fadigen Lampenbiirstenstringe im unversehrten Kern in Ca-Ringerlosung
sichtbar werden. Sie lassen sich aber wie im Normalzustand erst im Ca-
freien K-Ringer oder nach Verletzung der Kernmembran darstellen und
erscheinen dann — wenn dberhaupt — nur wenig kontrahiert (vgl.
Abb. 19¢ mit Abb. 21). Dieses unterschiedliche Verhalten verschiedener
Abschnitte der Chromosomen laft vermuten, daBl der Verkiirzung der
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Perlschnurstriange nicht eine Spiralisierung der Chromosomenachse, son-
dern eine gesteigerte Verklebungstendenz der Axialgranula zugrunde
liegt.

Die ersten starken Zusammenballungen des Perlschnurmaterialg tre-
ten im Stickstoffmilieu oder unter normalen atmosphérischen Bedingun-

Abb. 19a—c. Qocytenkerne aus Tieren, die 1—3 Tage bel 0°C gehalten wurden. Die Perlschnur-
abschnitte (P) haben sich zu kurzen wurstformigen Klumpen zusammengeballt; die Lampenbiirsten-
chromosomen (L) und die 8-Kugeln (8) scheinen vom KéilteeinfluB weniger stark betroffen zu sein.
a1l Tag, b 2 Tage, ¢ 3 Tage Kaltebehandlung. ¢ Chromosomenmaterial mit dem Kernsait aus dem
geplatzten Keimblischen herausgeflossen, Priaparation in Ca-Ringerldsung. 890 x

gen bei 0°C schon nach drei Stunden auf und betreffen zunédchst nur die
jungen Kerne im Anfangsabschnitt der Ovariole. Mit auffallenden Zeit-
differenzen von Kern zu Kern werden dann in den folgenden Stunden in
unregelméBiger Folge auch die Kerne der dlteren Oocyten von der Kon-
traktion erfaBt. Einige Grad iiber Null wirks sich der Kalteeffekt weniger
deutlich aus: Bei 6°C machen sich erst nach drei Tagen méaBige Verkiir-
zungen der Perlschnurchromosomen bemerkbar.
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Die Verklumpung der Perlschnurstriange ist vollstindig reversibel.
Wenn die Tiere in Normalverhéltnisse zurtickgefiihrt werden, beginnen
sich die zusammengeballten Perlschnursegmente zu strecken und treten

Abb. 20. Oocytenkern aus einem Ovar, das 9 h in hypertoner Losung gelagert wurde. Perlschnur- (P)
und feinfadiges Material (L) stark kontrahiert. Technik wie Abb. 2. 480 x

- T

Abb. 21. Ooecytenkerne, in denen das Perlschnurmaterial (P) und die Lampenbiirstenchromosomen

(L) unter Einwirkung hypertoner Losungen stark zusammengeschrumpft sind. Die vier groen Kugeln

im rechten Bild, die in ihrer Struktur an «-Kugeln erinnern, sind aus den Perlschnurstringen hervor-
gegangen. Lebendquetschpraparate in Ca-Ringerlgsung. Links 350 x, rechts 750 x

dann wieder als lange Faden in Erscheinung, auf denen sich das Synthese-
material etwa wie die Tautropfen auf einer Spinnwebe in kleinen Kiigel-
chen gleichméfBig verteilt. Sogar nach drei Tagen Kéltebehandlung bei
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0°C stellen die Chromosomen in einigen Stunden ihren Perlschnuraspekt
wieder her. Dabei fallt erneut die raschere Reaktion der jungen Oocyten-
kerne auf.

In hypotonischen Ringerlésungen quellen simtliche Kernkomponen-
ten so stark auf, dal die Oocytenkerne leer erscheinen. Werden die Ova-
riolen nachtréiglich in isotone Losungen zuriickgefiihrt, so kommen die
Perlschnurstrukturen und die §-Kugeln wieder zum Vorschein. Diese
Quellungserscheinungen sind an das zelleigene Milieu gebunden ; denn sie
lassen sich an isolierten Kernen nur dann nachvollziehen, wenn diese
noch von einer geniigenden Menge Cytoplasma umgeben sind. Wird da-
gegen der vom Ooplasma befreite Kern in einen Tropfen hypotonischer
Losung oder sogar Aqua dest. tiberfithrt, so quellen die Axialgranula und
die o-Kugeln nur einige Sekunden lang auf und treten dann besonders
kontrastreich wieder in Erscheinung. Da gleichzeitig das Kernvolumen
zunimmt und damit den Chromosomen mehr Platz zur Ausbreitung ge-
boten wird, hat sich destilliertes Wasser als bestes Medium zur Analyse
der Perlschnurstrange bewahrt.

Andersartige Folgen stellen sich in hypertonischen Ringerlosungen
ein. Bei plotzlicher Ubertragung der Ovariole in eine solche Lésung kommt
es innerhalb kurzer Zeit zu heftigen Schrumpfungen des Perlschnur- und
feinfddigen Materials, verbunden mit unspezifischen ZerreiBungen und
Koagulationen. Nur wenn die Konzentration der zunéchst isotonen Ca-
Ringerlosung ganz allméhlich innerhalb von etwa einer Stunde erhoht
wird, ziehen sich die Chromosomen gleichméBig zusammen und verklum-
pen wie unter eingeschrankter Energieversorgung. Die Perlschnurstrénge
stimmen dann schon bei ungefdhr doppelt erhohter Konzentration der
Ringerlosung in Struktur und AusmaBen mit den linglichen Gebilden
iberein, die bei Stickstoff- und Kaltebehandlung entstehen (vgl. Abb. 20
mit Abb. 19). In Losungen noch hoherer osmotischer Werte ist es sogar
moglich, das gesamte Perlschnurmaterial zu vier bis filnfzehn grofien Ku-
geln zu verdichten, die wie iibergrofie a-Kugeln aussehen (Abb. 21). Im
Gegensatz zu den Folgen verminderter Energiezufubr schrumpfen im
hypertonischen Medium auch die feinfiddigen Lampenbiirstenchromoso-
men zu kompakten Stréngen zusammen und werden an die Perlschnurab-
schnitte herangezogen, soweit es die Haftstellen an der Kernmembran
zulassen (Abb. 21).

4. Histochemische Untersuchungen

Die Deutung der Perlschnurstringe und des feinfadigen Materials als
Chromosomen stiitzt sich in morphologischer Hinsicht zunéchst auf den
paarigen Verlauf dieser Stringe. Ein entscheidender Beweis fiir die Chro-
mosomennatur ist aber erst der Nachweis von. DNS als zentralem Bauele-
ment der Funktionsstrukturen. Die Feulgenreaktion war negativ: alle
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Kernkomponenten blieben ungefirbt. Das war zu erwarten, da die chro-
mosomale DNS offenbar in weitgehend entspiralisierter Form vorliegt.
Auch bei den Lampenbiirstenchromosomen der Molche mit ihrem extrem
hohen DNS-Gehalt sind die Chromosomenachsen feulgennegativ; ledig-
lich die Chromomeren zeigen eine schwach positive Reaktion (CALLAXN u.
McGrEGOR, 1958). Die Locusta-Chromosomen enthalten entweder gar
keine Chromomeren, oder diese sind so klein, dal sie mit der Feulgenfér-
bung nicht nachgewiesen werden konnen.

Abb. 22, Oocytenkern, in dem die Perlschnurstringe durch DNase zerstiickelt worden sind.
Technik wie Abb. 3. 380 x

Ein empfindlicheres DNS-Nachweisverfahren ist die Enzymbehand-
lung. An fixierten Praparaten bleibt die DNase-Einwirkung im allgemei-
nen unsichtbar, da die mit dem Fixierprozell verbundenen Eiweifiverkle-
bungen den Chromosomenzusammenhalt zusitzlich verfestigen. Infolge-
dessen wurden die Verdauungsexperimente an lebenden Chromosomen
durchgefithrt. Kleine DNase-Kristalle wurden im Ca-freien K-Ringer
(zusétzlich 0,1 g MgCl, ad 1000 ml) in die Néhe isolierter Kerne sowie auch
freipraparierter Chromosomen geschoben. Schon nach 5 min 146¢ sich der
eindrucksvolle Vorgang der Enzymwirkung unter dem Mikroskop ver-
folgen: Die Lampenbiirstenchromosomen und die Perlschnurstrange zer-
brechen schrittweise in immer kiirzere Abschnitte, bis nach 25 min nur
noch kleine Stiickchen iibrigbleiben (Abb. 22).

Dieses Ergebnis entspricht den Befunden von Cavrax u. McGREGOR
(1958) an Amphibien-Lampenbiurstenchromosomen und von Lezz1 (1965)
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an Polytédnchromosomen. Auch bei den Heuschreckenchromosomen er-
weist gich die DNS als die fiir den chromosomalen Léngszusammenhalt
entscheidende Substanz.

Alle Kernkomponenten («- und f-Kugeln, Perlschnur- und feinfadiges
Material) sind deutlich basophil und farben sich mit Gallocyanin an. Nach
dreistiindiger RNase-Einwirkung (0,5%, 37°C) geht die Anfirbbarkeit
vollsténdig verloren, wihrend die Follikelzellchromosomen noch in opti-
maler positiver Farbreaktion hervortreten. In Ubereinstimmung mit der
intensiven RNS- und Eiweimarkierung tiber den Oocytenkomponenten
autoradiographischer Priparate ist es sehr wahrscheinlich, daf3 die Funk-
tionsstrukturen vornehmlich aus Ribonukleoproteiden bestehen.

5. Der RNS-Stoffwechsel im Oocytenkern
(autoradiographische Uniersuchungen )

a) Uridineinbau

Wihrend des Perlschnur- bzw. Lampenbiirstenstadiums nimmt das
Oocytenvolumen fast um das 10%ache zu, der euplasmatische Anteil um
mehr als das 104ache. Einen iiberzeugenden Eindruck von diesen gewal-
tigen Wachstumsvorgéngen vermittelte die Tritium-Autoradiographie
mit Hilfe von H?Uridin und verschiedenen H3?-Aminosduren. In den
Untersuchungen zeigte sich vom Beginn des Ooplasmawachstums bis zum
Ende der Dottereinlagerung eine starke Markierung iiber den heran-
wachsenden Oocyten, die auf intensive RNS- und Eiweilisynthese schlie-
Ben 1a6t. Auch der Stoffwechsel des Follikelepithels ist unverhiltnisméfig
hoch. Das liBt zunichst vermuten, daB die Follikelzellen direkt zur
ooplasmatischen EiweiBbildung beitragen kénnten. Ein unmittelbarer
RNS- oder Proteiniibertritt von den Follikelzellen ins Ooplasma der
benachbarten Oocyte miifite sich in einem Markierungsgradienten aus-
driicken. Doch gibt die Verteilung der Markierung in den Autoradio-
grammen nach verschiedenen Inkubationszeiten keinerlei Anhaltspunkte
fir derartige Transportvorgidnge. Da die Ovarien der Heuschrecken pan-
oistisch sind, d.h. keine Nihrzellen besitzen, bleibt fir die Steuerung
der gesamten Fuplasmasynthese allein der Oocytenkern iibrig, dessen
Chromosomensatz zudem — weil in der Keimbahn — nicht polyploid
werden kann.

Diese Uberlegungen legen den Gedanken nahe, in der auffallenden
Chromosomenstruktur der wachsenden Eizelle den Ausdruck intensiver
Genfunktion zu sehen. Einen unmittelbaren Beweis fiir diese Vorstellung
kann wiederum nur die Autoradiographie liefern. Mit dem Ziel, die nach
Injektion von H3-Uridin (spez. Akt. bis 24400 me/mM; 0,3 me pro Tier)
neu gebildete RNS direkt an den Perlschnur- und feinfddigen Strangen zu
finden, wurden die Chromosomen mit Glasnadeln aus dem Keimblischen
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herausgezogen. Sie haften auch ohne Klebemittel gut auf dem Objekt-
trager und kénnen nach Formolfixierung mit einem Stripping-Film oder
mit Photoemulsion (Ilford, K 2) iiberzogen werden. Dieses Verfahren hat
schwerwiegende Nachteile, da offenbar merkliche RNS-Mengen bei der
Priparation von den Chromosomen abgestreift werden und in unmittel-
barer Nachbarschaft der isolierten Stringe auf dem Objekttrager festkle-
ben. Infolgedessen treten die markierten Perlschnur- und Lampenbiirsten-
chromosomen in der Autoradiographie nicht scharf genug hervor, da die
Aktivitit der umgebenden RNS das Bild verwischt. Doch 146t sich die
RNS-Synthese auch an Paraffinschnitten und noch besser an freiprépa-
rierten und gequetschten Totalkernen recht gut verfolgen, obwohl die
Chromosomen im Kern so dicht liegen, dal die Markierung der einzelnen
Strénge nicht gesondert zu erkennen ist. Nach Kurzzeitinkubationen
(von 8 bis etwa 25 min bei 219C) sind die Perlschnurchromosomen und das
feinfadige Material etwa in gleicher Dichte markiert (Abb. 23), wahrend
nach lingeren Inkubationszeiten die Schwirzung tber den Perlschnur-
segmenten betrichtlich stirker zunimmt als die Markierung iiber den
tbrigen Kernstrukturen (Abb. 24). Es ist noch unentschieden, ob die RNS
an den beiden Chromosomenabschnitten eine ungleich lange Verweil-
dauer hat oder ob die im Kern gebildete RNS vor dem Abtransport ins
Cytoplasma zundchst an den Perlschnursegmenten gesammelt wird. Die
nach sehr kurzen Inkubationszeiten erhaltenen Autoradiogramme spre-
chen dagegen, dafl die Perlschnursegmente nur Speicherfunktion haben.
Solange keine direkten Hinweise fiir eine Wanderung der an den Lampen-
biirstenabschnitten erzeugten RNS zu den Perlschnurstrukturen vorlie-
gen, wird man der einfacheren Hypothese den Vorzug geben, dafl die an
den Perlschnursegmenten synthetisierte RNS linger am Bildungsort ver-
weilt.

Diese Beobachtungen wurden durch Versuche ergénzt, in denen es
gelang, freipriparierte Kerne ohne Cytoplasma in vitro in einem Ringer-
H?3.Uridin-Gemisch zu inkubieren (1 me pro 3 ml Veronal-Ringer mit Zu-
satz eines Kristalls MgCl,). Nach 4—12 min in-vitro-Inkubation zeigte
sich eine gleichméBige Markierung fiber den Oocytenkernen. RNS-Syn-
these isolierter Kerne in vitro wurde schon mehrfach nachgewiesen (Lite-
ratur bei KurHL, 1965), bisher allerdings nur nach Isolation der Kerne
durch Zentrifugierung. In diesen Féllen kann nicht ausgeschlossen wer-
den, daB geringe Cytoplasmareste an den Kernen hingengeblieben sind.

b) Einwirkung von Actinomycin
Als ein anderer Weg zum Nachweis des funktionellen Zustands be-
stimmter Chromosomenabschnitte hat sich die Einwirkung von Actino-
mycin bewéihrt. Die RNS-Syntheseaktivitit ist offensichtlich an den
diffusen, weitgehend aufgelockerten Chromosomenzustand gebunden
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(PELLING, 1959 ; GALL u. CALLAN, 1962 ; PRESCOTT u. BENDER, 1962 ; HEN-
DERSON, 1964). Wird die Transscription an der DNS-Matrize durch Kom-
plexbildung mit Actinomycin blockiert (KursTeN u. KrrsreN, 1962), so

Abb. 23, Oocytenkern aus einem mit H-Uridin behandelten Tier; Inkubationszeit 25 min bei 21° C;

rechts nach Entfernung des Strippingfilms. Perlschnurbereich und iibriger Xernraum (mit Lampen-

biirstenchromosomen) sind etwa in gleicher Dichte markiert. Isolierter Kern in Neutralformol
gequetscht, Spez. Akt. 20000 me/mM ; 0,8 mc pro Tier; Exposition: 3 Monate. 300 x

Abb. 24, RNS-Markierung iiber einem Qocytenkern nach 1 h Inkubation; rechts nach Entfernung
des Strippingfilms. Der Perischnurbereich (P) ist deutlich stidrker markiert als die Lampenbiirsten-
chromosomen (L). Technik und Expositionszeit wie Abb. 24. 300 %

werden die diffusen Chromosomenschleifen eingespult (Izawa, ALLFREY
u. Migsgy, 1963 ; BEERMANN, 1964a, b; LAUFER, NAKASE u. VANDER-
BERG, 1964; MEYER u. Huss, 1965). An der durch Actinomyecin verur-
sachten Rickbildung entspiralisierter Chromosomenabschnitte, d.h. an
deren Verdichtung, kann die funktionelle Natur dieser Strukturen er-
kannt werden.
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Abb. 25. Unter der Einwirkung von Actinomycin haben sich die Perlschnurabschnitte zusammen-
gezogen und als einzelne Stiicke voneinander geldst. 2 pg Actinomyein pro Tier, 90 min Inkubation.
Technik wie Abb. 2. 4256 X
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Nach der Injektion von 1—50 pg Actinomycin C (Bayer, Leverkusen;
Inkubationen bei 21°C und 30°C) wurde das Verhalten der Oocyten-
chromosomen an Lebendpriparaten untersucht und auflerdem deren

Abb. 26, Nach lingerer Actinomycin-Behandlung (2 g pro Tier, 22 h) knéueln sich die Perlschnur-
abschnitte zu einem Haufen an der Kernmembran zusammen. 480 x

Abb. 27. Das Perlschnurmaterial (P) vermindert sich unter Actinomyecin-Einwirkung (10 ug pro Tier,

7 h) in zunehmendem Mafle, wahrend sich an der Kernmembran gleichzeitig viele Granula (G) an-

sammeln, Die Lampenbiirstenchromosomen (Z) erscheinen im stark kontrahierten Zustand und
werden an die Perlschnurabschnitte herangezogen. Technik wie Abb.2 und 3. 375 x
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Syntheseleistung autoradiographisch verfolgt. 90 min nach der Injektion
begannen die Kernstrukturen in bezeichnender Weise vom Normalaus-
sehen abzuweichen. Die Geschwindigkeit des Ablaufs der durch Actino-
mycin verursachten Verdnderungen an den Chromosomen kann durch
Temperatur- und Dosissteigerung wesentlich erhéht werden, ohne dal3
die Art der Strukturveranderungen dadurch beeintrichtigt wird. In glei-
chem Male wirken hohere Dosen duch beschleunigend auf die Blockie-
rung der RNS-Synthese ein. Die folgenden Zeitangaben gelten fiir die als

Abb. 28, Oocyte mit Oocytenkern (K) und pykuootischen Kernen (pK) nach mehrtagiger Actino-
mycin-Behandlung (12 pg pro Tier, 3 Tage). Es bleiben nur noch Reste der Perlschnursegmente als
grofie Kugeln erhalten. Das stark kontrahierte feinfadige Material ist in dieser Hellfeld-Aufnahme
nicht sichtbar. Die Strukturen in den pyknotischen Kernen reagieren nicht auf Aectinomycin.
FE Follikelepithel. Lebendpraparat in Ca-Ringerlosung. 300 x

giinstig befundene Dosis von 2 pg pro Tier bei einer Inkubationstempera-
tur von 21°C. Wie bei der Strukturbeeinflussung durch Kalte und Stick-
stoff reagieren verschieden grofle OQocytenkerne unterschiedlich schnell.
Insgesamt 1453t sich jedoch ein recht einheitlicher, reproduzierbarer Vor-
gang erkennen.

Die ersten charakteristischen Verdnderungen fallen etwa 90 min nach
der Injektion auf, zu einem Zeitpunkt, bei dem noch RNS gebildet wird.
Die Perlschnurabschnitte haben sich in ihrer Lingsachse zusammenge-
zogen und dabei z.T. als Einzelstiicke voneinander geldst (Abb. 25). Die
Zahl der Axialgranula scheint abgenommen zu haben; dem entspricht das
Vorkommen von zahlreichen, etwa 1 p grofen Kiigelchen, die frei in der
Karyolymphe schwimmen, sich an der Kernmembran hiufen und ver-
mutlich abgeléste Bildungen der Perlschnursegmente sind {(Abb. 27).
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Im Zeitraum von 6 bis 24 h nach der Injektion haben sich die Perl-
schnurchromosomen, deren Synthesematerial sich weiter vermindert hat,
zu einem Haufen an der Kernwand zusammengezogen (Abb. 26). Im
tibrigen Kernraum erscheinen die ebenfalls stark kontrahierten Strange
der feinfidigen Lampenbiirstenchromosomen, die — sofern sie nicht an
der Kernmembran festhingen — an die Perlschnurchromosomen heran-
gezogen werden (Abb. 27). Die RNS-Synthese hat deuntlich abgenommen.

Nach etwa 2 Tagen sind in einigen Kernen fast samtliche Axialgranula
und «-Kugeln verschwunden, und auch die nach kiirzeren Inkubations-
zeiten an der Kernmembran angesammelten Granula haben sich betracht-
lich vermindert (Abb. 27, rechts). In anderen Kernen bleiben Reste der
ehemaligen Perlschnurstrange in Form weniger, groBer Kugeln von 3 bis
20 u Durchmesser erhalten (Abb. 28), die das feinfadige Material mit den
noch immer unverdnderten [-Kugeln dicht an sich heranziehen. Die
RNS-Synthese ist erloschen. In diesem Stadium kénnen die Tiere in deut-
lich moribundem Zustand noch einige Tage tberleben.

Eine Regeneration der Funktionsstrukturen konnte im Gegensatz zu
den sonst weitgehend vergleichbaren Befunden von Mryer u. HEuss
(1965) an den Chromosomen von Drosophila-Spermatocyten bei Locusta
nicht festgestellt werden, da die Versuchstiere gewéhnlich nach vier Ta-
gen starben.

IV. Diskussion
1. Deutung der ,,Perlschnurstruktur als funktioneller Nukleolus

Die Chromosomennatur der in den unfixierten Qocytenkernen von
Locusta darstellbaren fiadigen Strukturen wird durch ihre Entwicklung,
ihre Empfindlichkeit gegentiber DNase und durch die an ihnen ablaufen-
den Synthesen belegt. Es war jedoch nicht méglich, die Analyse des Kern-
inhalts bis zu den einzelnen Chromosomen voranzutreiben, da die chro-
mosomalen Stringe zahlreiche Haftpunkte ausbilden, in denen sie mit-
einander und mit der Kernmembran verklebt sind. Die Locusta-Chromo-
somen sind, wie fiir einen Qocytenkern zu erwarten, stark gestreckt. Da
sie eine lichtoptisch erfaBlbare Feulgenfirbung nicht geben, mull ihre
DNS-Achse weitgehend entspiralisiert sein. Sie sind im Mikroskop nur
deshalb sichtbar, weil sie eine Matrix aus Ribonukleoproteiden tragen.

Der iiberwiegende Teil des Genoms hat typische Lampenbiirstenstruk-
tur mit Schleifen. Demgegeniiber ist ein Bereich einheitlich modifiziert:
An ihm konnten keine Schleifen dargestelit werden, sondern er tragt
kompakte Kigelchen, die wie auf einer Perlschnur hintereinander aufge-
reiht sind. Diese Untergliederung des Genoms in zwei Abschnitte unter-
schiedlicher Struktur ist die auffilligste Erscheinung der Locusta-Chro-
mosomen im Qocytenkern.



Funktionsstrukturen im Qocytenkern von Locusta 363

Beim Vergleich homologer Genorte an Lampenbiirstenchromosomen
hat sich bei Amphibien und Drosophila gezeigt, daB Gene gleicher Funk-
tion morphologisch iibereinstimmende Funktionsstrukturen ausbilden.
Bestimmte Chromosomenorte kénnen in verschiedenen Kernen an der
typischen Gestalt ihrer loops wiedererkannt werden. Mutationen werden
durch charakteristische Verinderungen der Schleifenmatrix unmittelbar
sichtbar (Catpaw, 1963; Hmss, 1964). Mit einiger Berechtigung kann
daher vermutet werden, dafl die strukturelle Einheitlichkeit der Perl-
schnurabschnitte von Locusta ein Ausdruck dafiir ist, daB hier Gene dhn-
licher, vielleicht sogar gleichartiger Funktion hintereinanderliegen, die
gegeniiber dem iibrigen Genom eine Sonderstellung einnehmen. Auch im
Modus ihres RNS-Umsatzes heben sich die Perlschnurbereiche von den
iibrigen Chromosomen ab; denn sie bilden eine RNS, die, wie es die auto-
radiographischen Versuche wahrscheinlich machen, linger am Synthese-
ort verweilt als die am feinfddigen Material produzierte RNS-Fraktion.

Der Fall, daB sich einzelne Bereiche des Genoms aus zahlreichen iden-
tischen Teilstiicken zusammensetzen, ist nicht neu; denn aus genetischen
Versuchsergebnissen schloB BEERMANN bereits 1960, dalBl der Nukleolen-
bildungsort von Chiroromus aus vielen gleichartigen Abschnitten besteht.
Wie der Nukleolus, so ist auch die Perlschnurstruktur von Locusia ein in
Gestalt und Funktion eigenstdndiger und auffélliger Teil des Genoms.
Allerdings gibt es unter den genetisch und morphologisch erarbeiteten
Chromosomenkarten bisher kein Beispiel, wonach funktionsverwandte
Gene in einer solchen Anzahl hintereinander aufgereiht sind, dafl sie als
langere Chromosomenabschnitte hervortreten.

Seit den Untersuchungen an nukleolenlosen Mutanten (Browx u.
GurpoN, 1964) ist bekannt, daB die ribosomale RNS fiir die friihe Em-
bryogenese bereits in der Oogenese gebildet wird. Die Synthese der Ribo-
somen-RNS findet hochstwahrscheinlich am Nukleolusorganisator statt
(PELLING, 1959; EDSTROM u. BEERMANN, 1962). Es ist daher ritselhaft,
warum bei Locuste zu Beginn des Oocytenwachstums der im Zygotin
noch sichtbare Nukleolus verschwindet, von dem man gerade in der
Wachstumsphase eine besondere Aktivitit erwarten sollte. Zwischen den
Nukleolenbildungsorten, die offensichtlich aus selbsténdigen Unterein-
heiten bestehen konnen, und der Perlschnurstruktur von Locusta beste-
hen Gemeinsamkeiten, die an die Moglichkeit denken lassen, da8 die
Perlschnursegmente eine fiir die besonderen Erfordernisse der Oogenese
entsprechend modifizierte Nukleolenregion darstellen.

Diese Hypothese findet eine Hauptstiitze im Vergleich mit den Am-
phibien-Oocyten. In den Kernen der wachsenden Eizellen des Axolotls
(CaLrAN, 1966) und des Salamanders Plethodon (KEzER, briefl. Mitt.) lie-
gen mehrere 100 Nukleolen an der Kernmembran, wihrend die Chromo-
somen nur einen einzigen Nukleolusorganisator haben. Die vielen freien

25 Chromosoma (Berl.), Bd. 20
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Nukleolen stimmen in ihrem Aufbau mit den Strukturen am Nukleolus-
organisator liberein. Da die Nukleolen einen DNS-haltigen Faden enthal-
ten (MinLer, 1964), wird angenommen, daf} die DNS-Anlagen aller Nu-
kleolen vom Nukleolusorganisator gebildet worden sind und sich abgelost
haben, bevor die Synthese nukleoliren Materials einsetzte. Nur ein bis
wenige Nukleolen bleiben am Bildungssegment haften und treten hier als
interkalares Zwischenstiick innerhalb eines Lampenbiirstenchromosoms
in Erscheinung.

Die freien wie die im Chromosomenverband verbleibenden Nukleolen
vom Axolotl zeigen wihrend des Oocytenwachstums zeitweise eine sehr
auffallige Ahnlichkeit zu den Perlschnurstrangen von Locusta. Die Axo-
lotl-Nukleolen nehmen in mittleren Wachstumsstadien die Gestalt von
langgestreckten Ringen an, auf denen kleine Kiigelchen hintereinander
aufgereiht sind (vgl. Fig. 23—25 in Carrnan, 1966). Diese stark licht-
brechenden Kiigelchen gehen wihrend der Streckung offensichtlich aus
kompakteren Massen hervor; denn im weniger auseinandergezogenen
Zustand tragen die Nukleolenringe grofiere Kugeln in geringerer Anzahl.
Diese Kugeln sehen den a-Kugeln von Locuste hnlich (s. Fig. 27 in Cat-
1AW, 1966), die ebenfalls als Fusionsprodukte der kleinen Axialgranula
gedeutet wurden.

Die Ahnlichkeit der Perlschnurstrukturen ist mit den Nukleolen am
groBten, die am Nukleolen-Bildungssegment interkalar im Chromosomen-
verband eingeschaltet bleiben. Denn diese Nukleolen bilden wie die Perl-
schnurstringe von Locusta verbindende Segmente innerhalb des eigent-
lichen Lampenbiirstenchromosoms. In beiden Féllen sind diese Zwischen-
stiicke nicht mit loops, sondern wie die freien Nukleolen mit stark licht-
brechenden Kugeln besetzt und treten daher als gesonderte Bereiche aus
dem sonst einheitlich gestalteten Chromosomenverband hervor (vgl.
Abb. 8a in HEss, 1966, und Fig. 34 und 43 in Carian, 1966, mit Abb. 9
oben, S. 342).

Hinsichtlich der morphologischen Erscheinungsform, der RNS-Syn-
these und. durch das Vorkommen von DNS stimmen die Locusta-Perl-
schnurstrange mit den Axolotl-Nukleolen tiberein. Ein Unterschied scheint
lediglich in der Anordnung der nukleoliren DNS-Anlagen zu bestehen.
Diese 1sen sich beim Axolot] in einzelnen Segmenten von den Chromoso-
men ab, wihrend sie bei Locusta in Form langer Schniire am Bildungsort
im Chromosomenverband eingegliedert bleiben miiBiten.

Allerdings darf nicht iibersehen werden, daB auch in den Locusta-
Kernen neben den Perlschnurabschnitten einzelne kugelférmige Struktu-
ren vorkommen, nimlich die f-Kugeln. Die Ahnlichkeit mit den freien
Amphibien-Nukleolen ist zwar insofern gering, als die f-Kugeln zu kei-
nem Entwicklungszeitpunkt eine den Verhiltnissen beim Axolotl analoge
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Perlschnurstruktur annehmen, jedoch bestehen die §-Kugeln von Locusta
wie viele Nukleolen (HerTL, 1957) aus Mark und Rindenschicht und tra-
gen an der Peripherie stark lichtbrechende Granula. In Ubereinstimmung
mit den Amphibien-Nukleolen treten die §-Kugeln nahe an der Kern-
membran auf und hingen auf noch ungeklirte Weise an den Lampen-
biirstenchromosomen. Da die f-Kugeln sehr klein sind, kann tber ihren
RNS-Stoffwechsel noch nichts ausgesagt werden. Im Gegensatz zu den
Amphibien-Nukleolen erscheinen die §-Kugeln jedoch in stark variieren-
der Anzahl, die keine Beziehung zu den verschiedenen Altersstufen der
Oocyte aufweist. Da auch keine Abgabe der f-Kugeln in das Ooplasma
beobachtet wurde, scheinen sie wirklich in unterschiedlicher Anzahl vor-
zukommen. Dieses wiirde gegen die funktionelle Wichtigkeit dieser Kern-
organellen sprechen. Es konnen deshalb bei dem gegenwirtigen Stand
der Untersuchungen eher die Perlstrukturstringe als die §-Kugeln mit
der Nukleolenfunktion in Zusammenhang gebracht werden.

Einerseits ist aus theoretischen Erwigungen die Existenz eines
Nukleolus fiir die ooplasmatische Wachstumsphase der Locusta-Oocyten
zu fordern ; andererseits ist die morphologische und funktionelle Ahnlich-
keit zwischen den Locusta-Perlschnurchromosomen und den Axolotl-
Nukleolen evident. Es steht jedoch noch aus, wie weit die Homologisie-
rung vorgenommen werden kann.

Folgende Denkmoglichkeiten sind gegeben:

1. Die den Perlschnurstrukturen zugrunde liegenden Chromosomen-
abschnitte sind ein in allen Zellen vorhandener Bestandteil des Genoms.

2. Es handelt sich um eine besondere Keimbahn-DNS, die etwa wie
bei Ascaris megalocephala jeweils in den prospektiven Somazellen dimi-
nuiert wird.

3. Eine von der normalen Chromosomenreplikation unabhingige
DNS-Synthese fiihrt, wihrend die Gesamtheit der iibrigen Gene den phy-
siologisch tetraploiden Zustand beibehilt, zu Beginn jeder Oogenese zur
Vervielfachung eines oder weniger Genorte, die im Falle von Locusta
nach Beladung mit Ribonukleoproteiden als Perlschnurstringe in Er-
scheinung treten. Ahnliche Verhiltnisse scheinen neben den Amphibien
(MiLrEr, 1964; Carnaw, 1966) auch bei Dytisciden {UrBaNT u. RUsso-
Ca1a, 1964) und Tipuliden (BavrREUuTHER, 1956; LiMa-DE-FaRIA, 1962)
vorzuliegen, wo auffillige DNS-Keimbahnkérper gebildet werden, die
zumindest im Falle der Dytisciden am RNS-Stoffwechsel des Qocyten-
kerns beteiligt sind (Brer u. RieBrrT, 1966). Bei Locusta werden weitere
Versuche durchgefiihrt, die entscheiden sollen, ob die DNS der Perl-
schnursegmente zu Beginn jeder Oogenese neu gebildet wird. Sollte dies
zutreffen, so wiare zu priifen, wann die Perlschnurabschnitte wieder aus
dem iibrigen Genbestand entfernt werden und ob es sich um terminale

25%
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oder interkalare Segmente handelt. Im Falle der Abgliederung interkala-
rer Chromosomenabschnitte besteht das Problem, auf welche Weise der
Zusammenhalt der Chromosomen erhalten bleibt.

2. Vergleich der Lampenbiirstenchromosomen mit den entsprechenden
Strukturen der Amphibien und Gegewiiberstellung
zu den Funktionsstrukturen von Drosophila

Ein Vergleich der Lampenbiirstenchromosomen von Locusta mit den
sehr genau untersuchten Amphibienchromosomen (CALzAN u. LLoYD,
1960) kann ebenso zum Verstindnis der Heuschrecken-Oocytenchromo-
somen beitragen wie eine Gegeniiberstellung mit den Funktionsstruktu-
ren in den Spermatocytenkernen von Drosophila (MEYER, 1963), die bis-
her den einzigen tberzeugenden Nachweis der Lampenbiirstenstruktur
bei Insekten darstellen. Die Locusta-Lampenbiirstenchromosomen be-
stehen wie die der Amphibien aus einer Achse mit seitlichen Schileifen.
Die Schleifen gleichen den ,,normal-loops” der Molche, sind aber, ver-
mutlich im Zusammenhang mit dem geringeren DNS-Gehalt des Genoms,
etwa viermal kleiner. Aus diesem Grunde st6ft die Analyse der Heu-
schreckenchromosomen auf erhebliche Schwierigkeiten. Sichere Hinweise
auf die Paarigkeit der Schlingen liegen noch nicht vor; ebenso fehlen ein-
deutig nachgewiesene Chromomeren. Die Locusta-Chromosomen haben
keine Riesenschleifen (giant granular loops, giant fusing loops), die fiir
die Amphibien-Lampenbiirstenchromosomen charakteristisch sind und
dort als besonders auffillige Markierungspunkte die Identifizierung be-
stimmter Chromosomenabschnitte ermdoglichen.

Die Chromosomen in den Oocyten von Locusta gleichen hinsichtlich
der Vielzahl ihrer Schleifen viel mehr den Lampenbiirstenchromosomen
der Molche als den Strukturen in den Spermatocytenkernen von Droso-
phila, wo nur wenige loops nachgewiesen wurden. Die Ahnlichkeit chro-
mosomaler Funktionsstrukturen scheint eher vom Aufgabenbereich der
Zellkerne als vom Verwandtschaftsgrad der Tierarten abzuhdngen. Der
aufféllige Unterschied zwischen den Oocyten und den Spermatocyten
hingichtlich ihrer KerngroBe und der Chromosomenstruktur 148t sich
wahrscheinlich auf eine unterschiedliche funktionelle Beanspruchung des
Genoms zuriickfiihren.

Die Zunahme des Kernvolumens bei vermehrter RNS-Synthese ist
plausibel. Da offensichtlich nur aufgelockerte Chromosomenbereiche zur
RNS-Bildung befahigt sind (PELLING, 1959, 1964, 1966; GALL u. CALLAN,
1962; PrEScCOTT u. BENDER, 1962 ; HENDERSON, 1964), muB durch Erwei-
terung des Kerns Raum fur feinfibrillire Ausspulungen geschaffen wer-
den. AuBerdem erfordert eine verstirkte RNS-Bildung einen groBeren
Pool an Vorstufen fiir die Syntheseprodukte. In Ubereinstimmung damit
enthalten bei ein und demselben Tier die grofen Kerne meist ein diffus
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verteiltes Chromatin, die kleinen mehr kompakte Strukturen. Fiir diese
Regel liefert besonders der Vergleich der groBen Oocytenkerne mit den
viel kleineren Kernen der Spermatocyten ein eindrucksvolles Beispiel. In
beiden Fillen liegt ein bereits reduplizierter Chromosomensatz vor, je-
doch sind die Oocytenchromosomen vollstindig aufgelockerte Lampen-
biirstenchromosomen, die Spermatocyten-Bivalenten dagegen meist
kompakte, stark feulgenpositive Strukturen. Bei Drosophila enthalten
die Spermatocytenkerne zwar ebenfalls Lampenbiirstenschleifen, jedoch
nur in geringer Anzahl als Bildungen eines einzigen Chromosoms.

Diese morphologischen Unterschiede gehen offensichtlich auf eine
verschiedene funktionelle Beanspruchung der Kerne zuriick. Die Sper-
matocyten haben wie die Somazellen einen recht begrenzten Aufgaben-
bereich. Selbst bei intensivem Stoffwechsel braucht nur ein Teil des
Genoms Funktionsstrukturen auszubilden. Die wachsenden Eizellen sind
dagegen weniger spezialisiert; denn die Aufgabe des Qocytenkerns be-
steht in der Steuerung des Aufbaus der noch weitgehend undifferenzierten
Cytoplasmamenge eines Embryos, der zunéchst in Form der einkernigen
Eizelle heranwéchst, bevor er nach der Befruchtung des Eikerns in rasch
aufeinanderfolgenden Mitosen und Furchungen in Kinzelzellen zerglie-
dert wird. Im Laufe des Oocytenwachstums wird das Cytoplasma eines
ganzen Keimes aufgebaut, dessen Einzelzellen vom Beginn der Embryo-
genese an arbeitsfahig sein miissen, aber erst relativ spater mit einer eige-
nen RNS-Synthese beginnen (Gross, 1964). Deshalb mu wihrend der
Oogenese nicht nur eine grole Menge, sondern auch eine beachtliche Viel-
zahl verschiedenartiger Proteine gebildet werden, damit die Embryonal-
zellen tiber alle Fermentsysteme des Grundstoffwechsels verfiigen. Dieser
Forderung entsprechen die morphologischen und autoradiographischen
Ergebnisse an Lampenbiirstenchromosomen, an denen die Entfaltung
und Syntheseaktivitit eines GroBteils aller Gene wahrscheinlich gemacht
werden konnten (GALL u. CALLAN, 1962; vgl. S. 3561f.). Der ungewohnlich
grofle Kernraum des Oocytenkeimbldschens ist vermutlich eine Voraus-
setzung fiir chromosomale Auflockerungen und Syntheseprozesse derarti-
gen Umfangs.

Zusammenfassung

1. Die Kerne der wachsenden Oocyten von Locusta migratoria wurden
isoliert und im unfixierten Zustand mit Phasenkontrastoptik untersucht.
Sie enthalten fidige Strukturen, die paarig angeordnet sind. Thre Chro-
mosomennatur wird durch die Empfindlichkeit gegeniiber DNase wahr-
scheinlich gemacht. Die Chromosomenfiden tragen groBtenteils wie die
Lampenbiirstenchromosomen der Amphibien zahlreiche seitliche Schlei-
fen (loops). Ein kleinerer Teil, dem die loops fehlen, ist mit stark licht-
brechenden Grana besetzt (Perlschnurabschnitt). Die lichtmikroskopisch
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sichtbare Basophilie der Kernstrukturen verschwindet nach RNage-Be-
handlung.

2. Der EinfluB des Ionengehaltes verschiedener Salzlosungen auf die
Sichtbarkeit der Chromosomen im isolierten Kern wurde gepriift. In
hypertonen Medien zichen sich die Lampenbiirstenchromosomen und die
Perlschnurabschnitte stark zusammen. In Stickstoffatmosphére und bei
tiefer Temperatur verschmelzen die Perlschnursegmente durch Grana-
verklebungen zu wenigen groflen Klumpen. Nach Zuriickfiihrung in Nor-
malbedingungen wird der Ausgangszustand wieder hergestellt.

3. H3-Uridin wird in situ und in vitro bereits nach 8 min in deutlichem
Umfang in die RNS an den Chromosomenfiden eingebaut. Nach lingeren
Inkubationszeiten sind die Perlschnurstringe stirker markiert als die
Lampenbiirstenchromosomen.

4. Durch Actinomyecin wird die RNS-Synthese allméhlich blockiert.
Dabei ziehen sich die Perlschnurstringe und die Lampenbiirstenchromo-
somen in fortschreitendem MaBe zusammen. Im Gegensatz zu der durch
Kalte und Hypertonlosung hervorgerufenen Chromosomenkontraktion
kommt es hierbei aber nur zu geringfiigigen Verschmelzungen der Perl-
schnurgrana. Nach lingerer Einwirkungsdauer des Actinomycins ver-
mindern sich die RNS-haltigen Grana der Perlschnurabschunitte in zu-
nehmendem Ausmal.

5. Die funktionelle Bedeutung der Perlschnursegmente wird disku-
tiert. Auf Grund ihrer einheitlichen Struktur, der Ahnlichkeit mit den
Amphibiennukleolen und der Eigentiimlichkeit ihres RNS-Stoffwechsels
wird vermutet, dal} sie den Nukleolen der Amphibien entsprechen, aber
hintereinander im Chromosomenverband eingeschaltet sind.

Meinem verehrtem Lehrer, Prof. Dr. K. Brer, danke ich fiir die stindige Forde-
rung der Arbeit. Weiterhin danken Prof. Brer und ich Herrn Prof. Dr. J. G. Garn
fir freundliche Hinweise und Herrn Prof. Dr. J. Kzzer fir die Mitteilung noch
nicht veréfientlichter Beobachtungen.
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