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Abstract. Examination of living oocyte 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 eonspieions granules with bright appearance under positive phase contrast optics 
(pearl-string segments) (Fig. 2). - -  The visibility of tile chromosomes has been 
investigated in solutions with several ions. In hypert~nie 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 peari-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 Ha-uridine into the body cavity and by incu- 
bation of isolated nuclei in vitro, a rather uniformly distributed labelling occurs 
over the ooeyte 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 aetinomycin 
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 nueleoli in the ooeytes 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 
Locusts too. If so, the only difference to the Amphibian nucleoli would be the con- 
tinued attachment to the lampbrush chromosomes. (Zusammenfassung see p. 367). 

I. Einleitung 
Neben den PolytKnchromosomen der Dipteren geben die Lampen-  

bfirs tenehromosomen AufschluB fiber die Lokalisat ion der Gene und  fiber 
die Funk t i ons s t ruk tu r en  der Chromosomen h6herer Organismen. Die 
Lampenbfi rs tenchromosomen sind stark entspirMisierte, fadenf6rmige 
Chromosomen, die in linearer Folge zu Chromomeren verdiek~ sind, yon 
denen  seitlieh paarige Sehlingen (loops) auslaufen. Chromosomen dieses 
Typs  wurden  in den Ooeytenkernen yon Amphibian  u n d  Selaehiern ge- 
funden  u n d  bei Molehen eingehend anMysiert  (CALLAN U. LLOYD, 1960). 
Viele Beobaehtungen  spreehen daffir, dab aueh die reifenden Eizellen von 
Wirbellosen sehr ahnliehe S t ruk turen  enthal ten,  jedoeh wurden die we- 
sentl iehen MerkmMe der Lampenbfirs tenehromosomen,  Chromomeren 

* Mit Untersttitzung dutch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
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und  seitliehe Sehleifen, bisher nur  bei Sepia und  bei der Meeresassel 
Anilocra festgestellt (CALLA~, 1957). 

Die Angaben  fiber das Vorkommen yon Lampenb/ i rs tenehromosomen 
bei Insek ten  besehr/inken sieh auf die Besehreibung diffuser, gewundener  
Strange von  lampenbi i r s tenar t igem Aussehen, die in den Eikernen  der 
panoist isehen Ovarien von Sehaben und  Libellen gefunden wurden 
(Bo~AG,  1959; ZALOKAn, 1961; S~SHAC~AR u. BAGGA, 1963). Wei terhin  
gelang die Darstel lung yon Lampenbfirs tensehleifen am Y-Chromosom 
in den Spermatoeyten  versehiedener Drosophila-Arten (M~Y~n, 1963). 

CALLA~- (1957) sieht im Lampenb/ i r s t ens tad ium den grundlegenden 
Organisat ionstyp aller Ke imbahnehromosomen  vor der Reffetei lungen; 
NgB~L u. COULON (1962) und  HENDERSON (1964) ve rmuten  diese Chro- 
mosomens t ruk tu r  aueh in somatisehen Zellen. Wieweit  diese Verallge- 
meinerungen  tats/~ehlieh zutreffen, k a n n  nur  die Analyse der Chromoso- 
men  zahlreieher Tiergruppen best~tigen. Die folgenden Unte rsuehungen  
ha t t en  zum Ziel, die S t ruk tu r  der Chromosomen aus Ooeytenkernen eines 
panoist isehen Insek tenovars  zu analysieren und  auf ihre ~Jbereinstim- 
mung  mi t  den Lampenbf i rs tenehromosomen der Amphib ien  zu fiberprfifen. 

II. Material und Methode 

Tierhaltung. Es wurden Wanderheusehrecken der Art Locusta migratoria L. bei 
ann~hernd gleiehbleibender Temperatur yon etwa 300 C unter Dauerbeleuchtung ge- 
halten. Als Nahrung standen zu allen Jahreszeiten Feldsalat, Weizenkleie und M6h- 
ren zur Verffigung, im Sommer und Herbst aueh verschiedene Gr/iser, vorwiegend 
Glyceria maxima. Obwohl die Tiere mit allen m6glichen Grasar~en, Kohl- und Salat- 
sorten aufgezogen werden k6nnen, empfiehlt es sieh nieht, das Futter 6fter als not- 
wendig zu 5mdern, weil sieh die Tiere nur schwer umgew6hnen lassen. Zur Eiablage 
wurden den Heuschrecken Blument6pfe mit Sand gebo~en, der gleiehm~ig feueht 
gehalten werden muB, da sonst die Schliipfrate der Jungtiere erheblieh absinkt. 

Cytologische Technilc. Fixiermittel wirken auf die Chromosomen in den Heu- 
schrecken-Ooeytenkernen quellend oder verklebend ein. Daher sind die folgenden 
Un~sersuchungen vor allem an Lebendmaterial in versehiedenen Insekten-R, inger- 
16sungen durehgefiihrt worden. Die l~ingergemische ver~ndern die Chromosomen 
und ihre Produkte in unterschiedlicher Weise. Diese M6glichkeiten der Strukturbe- 
einflussung fiihrten im einzelnen zur Aufkl~rung des Chromosomenbaus, und desha]b 
wird die Zusammensetzung der physiologisehen Medien sp~ter im Zusammenhang 
mi~ 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. Zun~chst mug die peritoneale Hiille entfernt werden, die sich wie ein Hand- 
schuhfinger yon der Ovariole herunterziehen 15A~t. Anschliel~end werden die Follikel 
der so freigelegten Ovariole unter dem Binokular mit einer feinen Augensehere 
durehschnitten, worauf Kern und Cytoplasma meist sehon yon selbst aus der Oocyte 
herausquellen. Nun 15~8t sich das Keimbl~ischen yon anhaf~endem Ooplasma be- 
freien, indem es mit zwei Uhrmacherpinzet~en Nr. 5 vorsieh~ig auf dem Gef~Bboden 
entlanggerollt und rail einer kleinen Glaspipette mehrmals eingesaugt und ausge- 
stogen wird. Dieser Reinigungsproze6 ist der schwierigs~e und ]angwierigste Teil des 
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Pr~parationsganges. Je naeh Ziel der Untersuchung k6nnen zur Isolation versehiede- 
ne l%ingergemisehe verwandt werden. Falls eine sehnelle Kernpriiparation erforder- 
lich ist, empfiehlt es sieh, den Kern nieht im normalen Calzium-Ringer (Ca-Ringer, 
s. S. 342), sondern in einer Ca-freien L6sung (Kalium-l~inger = K-Ringer) zu iso~ 
lieren, weft sieh das Cytoplasma in diesem K-Ringer leiehter yon der Kernmembran 
abtrennen liigt. Allerdings mfissen in der K-Ringerl6sung einige Ver~nderungen der 
Kernstruktur gegenfiber dem Vitalaspekt in Kauf genolnmen werden (vgl. S. 342). 
Bei der Serienherstellung yon 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 L~nge gezogen wfirde, ehe die nStige Anzahl 
praparierter Kerne erreicht ist. 

Nach der Isolierung wird der Kern mit der Pipette in einen Tropfen des gewiinseh- 
ten Mediums (Fixiermittel, Ringerl6sung oder Aqua dest.) auf einen Objekttr~ger 
fibertr~gen. Naeh vorsiehtiger Auflage des I)eckglasehens gelingt es dureh langsames 
Absaugen der Fliissigkeit mit Filtrierpapier, den Kern faltenfrei so weir zu quet- 
sehen, dab alle Strukturen annahernd plan liegen. Zu starker und pl6tzlieher Druek 
mug dabei auf jeden Fall vermieden werden, weil sonst unspezifisehe Ver~nderungen 
in kurzer Zeit den Kerninhalt unkenntlieh maehen. Wird die Verdunstung der Flfis- 
sigkeit durch gelegentliche Zugabe eines Wassertropfens ausgeglichen, so lagt sieh 
der Kern mehrere Stunden unverandert unter dem Deekglas erhalten. 

Zur Verfolgung der RNS- und Eiweigbildung wurden Tritium-markierte Vor- 
stufen dieser Verbindungen ventral dureh die Intersegmentalhaute in die Leibes- 
h6hle der Heuschreckenweibehen injiziert mid naeh versehiedenen Inkubationszei- 
ten autoradiographiseh ermittelt. (Angaben fiber die Mengen und spezifisehen Akti- 
vit~iten der radioaktiven Substanzen linden sieh in den Abbildungslegenden und 
auf S. 356.) Die Autoradiographie erfolgte mit Kodak AR 10 Stripping-Film. Um 
die totalen Kerne mit dem Film zu fiberdeeken, mfissen die Pr~parate fixiert und 
ansehlieBend abgedeckelt werden. Es erseheint sinnvoll, den radioaktiven Kern 
gMch im Fixiermittel zu quetschen. In der l%egel geht dureh den Fixierprozeg je- 
doeh die Vitalstruktur verloren; denn die meisten Fixiermittel ffihren zu einer Trfi- 
bung des Kernsaftes, saure Fixiergemisehe zu einer zusatzliehen starken Quellung 
der Kernstrukturen und sind d~her ungeeignet. Neutralformol (in l0 % iger LSsung 
mit primarem und sekundarem Natriumphosphat gepuffert) erh~lt die Chromosomen 
zwar anniihernd im lebenden Aspekt, verhindert aber nieht die tiefgreifenden 
Sch~digungen der Kernstruktur bei zu starkem Quetsehen dureh fiberm~igigen 
Flfissigkeitsentzug unter dem Deckglas. In NentrMformol mug daher jeder einzelne 
Kern wie in der RingerlSsung unter Kontrolle gequetseht werden, was bei Serien- 
arbeiten sehr zeitraubend ist. Auf der Suehe naeh besseren Fixiermitteln wurden 
sehlieNieh mit neutraler 6,5%iger Glutaraldehydl6sung optimale Erfolge erzielt 
(26 g 25%iger Glutaraldehyd, 10,7 ml 0,93% CaC12, 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 aueh naeh 
beliebig starker Quetsehung bei. 

Ist  der Ooeytenkern dureh das Absaugen des Fixiermittels hinreiehend ge- 
quetseht worden, so mug das Deckglas fiir den anschliegenden Strippvorgang ent- 
fernt werden. Dazu wird der Objekttrgger gestfirzt und auf zwei randliehe Soekel in 
eine Petrisehale mit Formol oder Glutaraldehyd gelegt, worauf das Deekglas naeh 
etw~ 1 min absinkt. Wenn man Gliiek ha~, bleibt der Kern bei diesem Vorgang am 
Objekttrg~ger hgngen. In vielen Fgllen haftet er jedoeh auf dem Deckglas, ist dann 
fiir die Autoradiographie aber nieht verloren, denn das Deekglas kann mit Eukit t  - -  
Kern naeh oben - -  auf einen ObjekttrS~ger geklebt und dort mit dem Stripping-Film 
bedeekt werden. Um dieses reeht umst~ndliehe Verfahren zu umgehen, wurde naeh 
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einer Methode gesucht, das Ankleben des Kerns an das Deekglas zu verhindern, 
d.h. den Kern w~ihrend des Quetsehprozesses aussehlieglich an den Objekttr~ger zu 
binden. Dazn mul~ die Oberfl~ehe des Objekttrggers vor der Auflage des Kerns mit 
Eiweigglycerin bestrichen werden, das man in der Bnnsenflamme bis znm vSlligen 
Eintrocknen ankoagulieren lgi]t. 

Klebt der fixierte, gequetsehte Kern sehlieBlieh auf dem Objekttr~ger und ist 
das Deckglas entfernt, so wird das Praparat in 5%iger Triehloressigs~ure 15 rain 
Iang bei 4~ ausgewasehen, getrocknet und in ChromMaungelatine getauch~. Die 
Gelatinesehieht hat den Zweck, den Stripping-Film festzuhalten, der anschlieBend 
auf dem Objekttrager fiber den Kern aufgezogen wird. Diese zwisehen Pr~parat 
und Film liegende sehr diinne Schieht absorbiert nnr einen geringen Anteil der schwa- 
ehen fi-Strahlnng des Tritiums. 

Nach den entspreehenden Expositionszeiten werden die Pr~tparate entwiekelt 
und in dem wasserlSsliehen EinsehluBmittel W15 (Zeiss) im feuchten Zustand einge- 
deekt. Um den Oocytenkern bei der Durehnmsterung der Pr~iparate schnell wieder- 
zufinden, hat es sich als zweekm~tl3ig erwiesen, ihn immer in einem vorher auf der 
Unterseite des Objekttr~gers eingeritzten Kreis zu lokalisieren. 

Bei starker ~arkierung wird die Kemstruktur durch die Silbergrana verdeekt. 
In diesen F~llen gelingt es niche, bestimmte Kernbereiehe, etwa die Perlsehnur- 
strange, zu erkennen. Um die Stoffweehelsintensit~it einzelner Kernkomponenten zu 
erfassen, mug der Stripping-Film wieder entfernt werden, naehdem das Bild der 
autoradiographisehen Markierung photographiert worden ist. Nach einem yon 
B1A~CHI, LIMA-D]~-FAI~IA U. JAWORSKA (1964) besehriebenen Verfahren kann der 
Film dureh Trypsin anfgel6st werden. Diese Methode lgflt sich auf die Locusta- 
Kerne aber nicht fibertragen, da das Ferment auch das Pr~tparat zerstSrt. Die fol- 
gende Behandlung hat sieh Ms brauehbar erwiesen: Dermit dem Stripping-Film be- 
deekte Objekttdtger wird 10 rain in Aqua dest. gekoeht, wobei sieh das Eindeek- 
mittel (W15) und der Film 16sen. Einige Silberk5rner bleiben auf dem PrSparat ha l  
ten und kSnnen in einer friseh angesetzten LSsung aus Ka]iumeyanoferrat-(III) 
(~  rotes Blutlaugensalz) und Natriumthiosulfat (jeweils ]0 ga d  100 ml) entfernt 
werden. Der gequetschte, in Formol oder Glutaraldehyd fixierte Kern fibersteht 
diese Behandlnng ohne Seh~digung. 

III. Ergel)nisse 

1. Die Kernstru]ctur wiihrend der Wachstumsphase der Oocyte 

a) D i e  , , P e r l s e h n u r s t r u k t u r "  u n d  d i e  ~ , - K u g e l n  

Bei Lebendun te r suchungen  an den Ovarien yon Locusta migratoria 
fielen bereits in  den Ooeytenkernen yon Totalpr~tparaten der Ovariolen 
per]schnurartige, an vielen Stellen gekn~uelte Str/~nge auf (Abb. 1). Nach 
Isolat ion der Kerne  erwiesen sich diesc S t ruk tu ren  als Schnfire aus l inear 
h in tere inander  aufgereihten Kfigelchen f ibereinst immender  GrSBe (Abb. 
2, 6). Die Strange laufen an  allen klar  e rkennbaren  Stellcn zu zweit recht 
eng nebeneinanderher  und  t re ten  gelegentlich hSchstens 8 ~ weit aus- 
einander.  I m  paarigen Ver]auf er innern  sie an die b iva lenten  Chromoso- 
men  der meiotischen Prophase. Sie sollen als ,,Perlschnurehromosomen" 
bezeichnet  werden;  die Chromosomennatur  dieser Strange wird im fol- 
genden nachgewiesen. Die beiden Par tners t r~nge laufen nieht  durchweg 
parallel nebeneinanderher ,  sondern i iberkreuzen sieh an vie]on Stellen. 
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Abb. 1. Zwei junge Foil ikel  yon Locusta mig~'atoria m i t  Oocy~enkernen, in denen die Per lschnurseg-  
men te  s ichtbar  sind. Lebendpr / ipara t  in Ca-Ringer16sung. 300 • 

Abb. 2. Isolierter,  unf ix ier ter  Oocytenkern  m i t  s t a rk  l ichtbrechenden 1)erlschnur~bschnitten (P) 
und  schwach erkennbaren  Lampenbf i r s tenchromosomen (L). Die ]?erlschnurstr~nge ver laufen  paur- 

weiso. ~ = a-Kuge] ,  fl = fl-iKugel. K e r n  in Aqu~ dest. gequetscht .  Aufn~hme m i t  
Zeiss-12hotomikroskop, Ob~ektiv ADo 4011,0 ~ i  Ph~senkontra.st .  480 • 
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Da Chiasmen in so hoher Anzahl nieht zu erwarten sind, seheinen die 
Kreuzungspunkte daher zu rfihren, dab die homologen Chromosomen 
vielfach nmeinander gewunden sind. 

Nur in den gergumigen Kernen der groSen Oocyten (Kerndurehmes- 
ser 50--100 ~, im gequetsehten Zustand 100--200 ~) liegen die Str~tnge 
so weir gesondert vor, dab man einzelne Absehnitte fiber ls Strecken 
u kann (in g/instigen F~llen fast 150 ~ weir; vgl. Abb. 6). In  den 
kteinen Kernen in der N~he des Germariums (Durchmesser im gequetseh- 
ten Zustand 40--100 ~) sind die Perlsehnurehromosomen dagegen zu 
Knaueln zusammengeballt  (Abb. 5). Sie ghneln dann den Strukturen in 
den Oocytenkernen anderer Insektenarten mit  panoistisehen Ovarien, an 
denen vergleiehende Untersuehungen durehgeffihrt werden ( B I ~ ,  KuNz 
u. RIBBERS, in Vorbereitung). 

Geraten die Perlsehnurehromosomen dureh manipulierte Verformun- 
gen des Ooeytenkerns in Bewegung, so verhalten sieh die Kfigelehen (die 
,,Perlen") in einer Weise, als s/~gen sie in gleichen Abstgnden auf einer 
gemeinsamen, elastisehen Aehse. Diese wird siehtbar, wenn man die 
Chromosomen mit  einer feinen Glasnadel ans dem Kern herauszieht. Die 
Aehse kann wie ein Gummiband nm das FLinffache ihrer L~nge gedehnt 
werden nnd zieht sieh wieder znsammen, wenn der Zug naehlgi~t. 

Die kleinen, etwa 0,6 ~ dieken Kfigelehen, die ,,Axialgranula", liegen 
in vivo fast lfiekenlos hintereinander, rfieken jedoeh voneinander ab, 
wenn der Kern in hypotoner L6sung Wasser aufnimmt. Die Ursaehe dieser 
Aehsenstreekung braueht nieht unmittelbar in einer Einwirkung auf den 
Spiralisationsgrad der Aehse zu liegen. Denn da die Chromosomen an 
mehreren Stellen an der Kernmembran  festhgngen (s. S. 343), werden in- 
folge der Volumenzunahme des Kerns einzelne Perlsehnurabsehnitte pas- 
sir  in die Lgnge gezogen. Die Kfigelehen neigen an vielen Stellen zur 
Versehmelzung, hgufig mit  den Granula desselben Strangs fiber Ent- 
fernungen bis zu 20 ~, wodureh Sehleifen entstehen, die znngehst mit  den 
Lateralsehleffen (loops) der Lampenbfirstenchromosomen verweehselt 
werden k6nnten (Abb. 7). Andererseits kleben die Kfigelehen guch mit  
den homologen and nieht-homologen Granula des Partnerehromosoms 
zusammen. Dadureh kommt  es zu vielen Kontaktstellen, die ~ugerlieh 
nieht yon Chiasmen zu unterseheiden sind. Diese vielfitltigen Granula- 
versehmelzungen ffihren zu unfibersiehtliehen Kn~,e ln  vernetzter Perl- 
sehnurstr/[nge and maehen die Abgrenzung einzelner Absehnitte un- 
m6glieh (Abb. 2, 7). Die gesamte Perlsehnnrstruktur eines Ooeytenkerns 
gleieht mehr oder weniger einer kontinuierlich fortlaufenden Doppel- 
sehnur (Abb. 3, 6). 

Die auffglligsten Bildungen an den Perlsehnurehromosomen sind Ku- 
geln versehiedener Struktur  und Gr68e, die zur Unterseheidung yon einem 
an sp~terer Stelle noeh zu besprechenden andersartigen Kugel typ als 
,,r bezeiehnet werden sollen (s. Abb. 4, 7). Sie haben im vitalen 
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Abb. 3. Oooytenkern aus einer La rve  m i t  nur  sehr wenigen a-Kugeln .  Die Per l schnurs t ruk tu r  gleicht 
einer kontinuierl ich for t laufenden Doppelsehnur.  Technik  wie Abb. 2, jedoch Aufnahme  m i t  Objek t iv  

Xeofluar 25/0,60 ~2hasenkontrast. 475 • 

Abb. 4. Oocytenkern  aus  e inem adul ten  Tier m i t  vielen c~-Kugeln. Technik wie Abb. 2. 480 • 
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Abb. 5. I n  den kleinen Kernen  der jungen  Ooeyten sind die Per l sehnurs t ruk turen  noch zu Kn~iueln 
zusammengebal l t .  Teehnik  wie Abb.  2. 700 x 

Abb. 6. I n  den groBen Oooytenkernen ~tlterer Follikel is t  der Aufb~u der Per lschnurstr~nge aus  l inear 
h in tere inander  aufgereih~en GranuIa  deutlich. Technik  wie Abb.  3. 440 x 



340 W. Ku~z: 

Zustand Durehmesser von 2--8 ~x und enthalten j e nach Ausdehnung eine 
untersehiedlieh groBe Anzahl heller Blasen, die den homogenen Kugelin- 
hal~ his auf sehmale Zwisehenw~nde zuriiekdrgngen. Diese Wabenstruk- 
tur gibt jeder ~-Kugel eine individuelle Gestalt. Laufen die beiden homo- 
logen Chromosomen in hinreiehendem Abstand nebeneinanderher, so liegt 

Abb. 7. Leicht schematisierte Darstellung eines Ausschnittes aus einem Oocytenkern yon Z, ocusta. Die 
Perlsehnurstrf~nge sind dutch Granulaverschmelzung auf verschiedene Weise miteinander verklebt. 
Auch zwischen den Perlschnursegmenten uud den Lampenbfirstenchromosomen (=  feinf~diges Ma- 
terial) bestehen ttaftpunkte. A AxiaIgranulum, he homologe a-Kugeln, v~ verschmo]zene ~-Kugeln, 

fl fl-Kugel, S Schleife (loop), D DoppeMoop-Brficke. 1440 • 

jeder Kugel eine gleiehartig aussehende Partnerkugel an entspreehender 
Stelle gegenfiber. Ist  die Distanz der Homologen abel- - -  wie in den mei- 
s~en Fallen - -  zu gering, so umfa[lt eine einzige e-KugeI beide Strange 
und stell~ wahrseheinlieh das Verschmelzungsprodukt der ursprtinglieh 
gesondert angelegten homologen Kugeln dar. Die ttoffnung, in den ~- 
Kugeln konstante Markierungspunkte fiir eine Chromosomenkartierung 
gefunden zu haben, etwa analog den ,,landmark loops" der Amphibien- 
Lampenbfirstenehromosomen (CALLA~r U. LLOYD, 1960), hat  steh nieht 
erffillt. Die Kugeln treten vielmehr yon Kern zu Kern in weehselnder An- 
zahl und GrSge auf und neigen in untersehiedliehem Ausmag zur Fusioff 
mit benaehbarten Strukturen. 

Viele Zwisehenstufen leiten zwanglos yon den grol~en ~-Kugeln zu 
den Axialgranula fiber. Vermutlieh unterseheiden sich die ~-Kugeln und 
Axialgramuta nieht qualitativ, sondern nur in der Subs~anzmenge. Unter 
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Energiemangel und in hypertoner L6sung (vgl. S. 351 ff.) versehmelzen 
Axialgranula und ~-Kugeln miteinander in einem solehen Ausmafi dal~ 
die gesamten Perlschnurehromosomen zu groBen wurst- bis kugelf/irmi- 
gen Klmnpen zusammenschrumpfen (Abb. 19, 20, 21). Diese Gebilde er- 
innern ill ihrer typisehen Blasenstruktur an normale c(-Kugeln, wenn sie 

Abb. 8. Oocytenkern:  I m  Gegensatz zu den ~-Kugeln  liegen die fl-Xugeln (fi) nicht  auf  dem 
Per l schnurmater ia l .  Technik  wie Abb. 2. 500 • 

aueh in ihren Dimensionen fiber das gewohnte NaB hinausgehen. Die 
Struktnr dieser kfinstlieh eingeleiteten Fusionen lg13t daran denken, dab 
aueh die normalen ~-Kugeln aus der Versehmelzung mehrerer Axialgra- 
nula hervorgehen k6nnten. In der Tat  linden sigh f fir diese Itypothese 
weitere Anhaltspunkte, wenn die Kontraste dutch Fgrbung mit Karmin- 
Essigsgure erh6ht werden. Dann lassen sieh in wenigen gfinstigen Fs 
Fadenabsehnitte mit kleinen Granula erkennen, die sehleifenf6rmig dureh 
die c~-Kugel hindurehziehen. 

In den Ooeytenkernen adulter Tiere kommen die ~-Kugeln in grSgerer 
Anzahl vor als in den Eikernen der Larven (vgl. Abb. 4 mit 3). 
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b) Das  f e i n f a d i g e  M a t e r i a l  u n d  die  f i - K u g e l n  

Naeh Prgparation und Aufbewahrung des 0vats  in der bereits er- 
wi~hnten Ca-RingerlSsung (5 g NaC], 0,42 g KCI, 0,25 g CaC12, Aqua dest. 
ad 1000) bleibt die Perlsehnurstruktur im heilen Kern optimal erhalten. 
Der iibrige Kernraum erscheint bis auf einige Kugeln von eharakteristi- 
sehem Aufbau (fi-Kugeln) homogen ohne besondere Einsehlfisse (Abb. 8). 

Abb. 9. Teilsti icke freipr~parierter  Chromosomcn in Ca-i%ingerlSsung. Die s t a rk  Iichtbrechende Perl-  
s chnurs t ruk tu r  (P) hebt  sich deutl ich yon den Lampenbf i r s tenchromosomen (L) ab. Die Schleifen (S) 

der Lampenbt i r s tenchromosomen sind nu t  unscharf  dargesteIlt ,  a a-KugeI ,  fl fi-Kugel, 
D Doppelloop-Brficke. Technik  wie Abb. 2. Oben 300 •  un ten  575 • 

Diese ttbersichtliehen Verhgltnisse gndern sich nach Ubertragung des 
Ovars in eine andere l~ingerl6sung, in der das Calziumehlorid dutch eine 
gquivalente Menge Kaliumchlorid ersetzt worden ist (K-Ringer: 5 g 
NaC1, 0,67 g KC1, Aqua dest. ad 1000). In diesem Medium tri t t  naeh etwa 
10 min eine sehr langsam iortschreitende Verkfirzung der Perlsehnur- 
strange ein. Da die Sehniire an vielen I-Iaftpunkten miteinander verklebt 
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sind und an mindestens einer Stelle an der Kernmembran  festh~tngen, 
wird w~hrend der Sehrumpfung h~ufig das gesamte Perlsehnurmaterial 
im Laufe yon etwa 45 rain an den Rand des Kerns gezogen. I m  iibrigen 
Kernraum fallen ungef/~hr 10 rain naeh dem Einlegen des Ovars in den 
K-Ringer zahlreiehe diffuse Strgnge auf, die an mehreren Stellen an den 
Perlsehnurehromosomen ansetzen, abet aueh untereinander und mit  der 

Abb. 10. Oocytenkern mit Lampenbiirstenchromosomen (L), die zwischen der Kernmembran und 
den dutch K~Itebehandlung kontrahierten Perlschnursegmenten (P; im]?hasenkontrastfiberstrahlt) 
ausgespannt sind, Lampenbfirstenchromosomen in X-Ringerl6sung sichtbar gemacht, dureh Veronal- 

l~inger im Kontrast erhSht. Phasenkontrast. 490 x 

Kernmembran  verknfipft sind, so dab sie als weites Masehenwerk den 
Kern erffillen (Abb. 10, 11, 12). 

Unfibersiehtliehe Verkn/~uelungen und die gedr/~ngte F/file dieses fein- 
fgdigen Materials verhindern eine detaillierte Analyse des Strangaufbaus. 
Daher wurde der Kern mit  Glasnadeln angestoehen, worauf der Inhal t  
zum Teil selbst&ndig herausflog, zum anderen Teil mit  den Nadeln her- 
ausgezogen werden mugte. Diese Pr/tparationsmethode maeht  zwar die 
Verkniipfungen zwisehen den Perlsehnnrehromosomen und dem feinfgdi- 
gen Material reeht deutlieh und erlaubt aueh eine angen/~herte Abseh/it- 
zung der Gesamtausdehnung der diffusen Strukturen (Abb. 13), bringt 
aber wenig AufsehluB fiber den Feinbau, da die unvermeidliehen Zerrun- 
gen bei der Chromosomenisolation das fragile Fadenwerk fiberm/~[tig 
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Abb. l l .  Derselbe Kern  (wie in Abb. 10) s ta rker  gequetseht ,  wodurch alle Lampenbfirstenstr~inge in 
eine optische Ebene gebraeh~ wurden.  Dars te l lungsverfahren  und Bezeichnungen wie in Abb. 10. 

490 • 

Abb, 12, Teil eines Ooeytenkerns  m i t  e inem Lampenbi i r s tenchromosom,  alas an einer Stelle (-->) an 
tier K e r m u e m b r a n  haf~et. Dars te l lung in K-l~ingerl6sung. Phasenkontras~.  960 • 
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streeken und an vielen Stellen zer- 
reiBen. Nur in einigen seltenen, beson- 
ders g/instigen F/~llen bleiben Teile des 
feinfgdigen Materials angen/~hert im 
nnverletzten Zustand erhalten und 
zeigen dann folgenden Aufbau: Von 
einer Aehse zweigen seitlieh zahlreiehe 
in sieh zur/ieklaufende Sehlingen ab 
(Abb. 9, 14), die den ,,normM-loops" 
der Amphibien-Lampenbfirstenehromo- 
somen (CALLA~ U. LLOYD, 1960) &hnlieh 
sind. Sie entfernen sieh jedoeh dureh- 
sehnittlieh nut  5 b~ welt v o n d e r  Aehse, 
sind also etwa viermal kfirzer als die 
,,normal-loops" der Amphibienehromo- 
somen. Gelegentlieh laufen anstelle der 
Sehleifen aueh zwei kurze gestreekte 
F&den in Richtung der Aehse parallel 
nebeneinanderher (Abb. 15). Es hat  den 
Ansehein, als wfirden sie eine L/ieke 
in der Aehse fiberbrtieken. Vermntlieh 
handelt es sieh um Paare gestreekter 
Sehleifenstr&nge, die an Stellen star- 
ker Zugbeanspruehung meehaniseh er- 
zeugte Br/iehe iiberbriieken. Sollte es 
sieh tats&ehlieh um ,,Doppel-loop- 
Br/ieken" handeln, so w/~re das ne- 
ben den Sehleifen ein weiteres mit  
den Amphibien-Lampenbfirstenehro- 
mosomen iibereinstimmendes Merkmal. 
Auf Grund der Ahnliehkeit dieser 
eharakteristisehen Kennzeiehen soll das 
feinfgdige Material als ,,Lampenbiir- 
stenehromosomen" bezeiehnet werden. 

Da es noeh nieht gelungen ist, die 
isolierten Chromosomen exakt  in eine 

Abb, 13. Die Lampenbfirstenehromosomen sind etwa 
zur tt/~lfte arts dem Kern herausgezogen worden, wgh- 
rend das Perlsehnurmaterial gr613tenteils im aufge- 
platzten Kern zur~iekgeblieben ist. Die Perlsehnur- 
absehnitte erseheinen nieht als einzelne Segmente 
innerhalb der Lampenbiirsteneln'omosomen, sondern 
als zusamlnenh~tngende Einheit. Die Sehleifen (S) sind 
bei der Preparation zerrissen oder in die Lgnge ge- 
streekt worden. Prgparation in K-RingerlSsung. 300 • 
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optisehe Ebene zu legen und die Sehleifen augerdem yon der Brownschen 
Molekularbewegung heftig hin- und hergerissen werden, geben die 
Photographien die Chromosomenstruktur nut  unseharf wieder. Die Lam- 
penbfirstenehromosomen lassen sieh mit feinen Glasnadeln um ihre zehn- 
faehe L/~nge his auf eine elastisehe Fibrille ausdehnen, die naeh dem Zer- 
reiBen zusammensehnurrt. Diese Fibrille liegt an der Grenze der Siehtbar- 
keit und erscheint gleiehmKBig ohne seitliehe Abzweigungen, aber mit 
kleinen, unregelm/~gig aufeinanderfolgenden Piinktehen, die an Chromo- 
meren erinnern. Unter der Zugbeanspruehung bei derartigen Mikromani- 
pulationen reigen wahrseheinlieh alle Doppelsehleifen an ihren Ansatz- 
punkten auf und werden zwischen den Absehnitten der Zentralaehse aus- 
gespannt. Die Fibrille bestiinde dann alternierend aus Aehsenstiiekehen 
und gestreekten loops. 

Die bisher geschilderten Pr/~parationsmethoden erm6gliehen aller- 
dings nut in seltenen Glfieksf~llen eine fiberzeugende Darstellung der 
Lampenbfirstenstruktur. Einer detaillierten Beobaehtung stehen folgen- 
de Sehwierigkeiten im Wege: Einerseits drgngen sieh die Chromosomen 
im engen Kernraum des unverletzten Keimbl/isehens derart, dab die 
einzelnen Str/~nge nut fiber kurze Absehnitte verfolgt werden k6nnen. 
Andererseits zerreiBen die Chromosomen beim Versueh ihrer Isolation. 
Klarere Verh/~ltnisse sehufen sehlieglich versehiedene Eingriffe (Energie- 
mangelzust/~nde), die zu einer extremen Verkfirzung der Perlsehnurab- 
sehnitte fiihrten, wodureh der fibrige Kernraum einigermaBen geliehtet 
wurde (s. S. 351ff.). Die deutlieh zwischen den verklumpten Perlsehnur- 
ehromosomen und der Kernmembran ausgespannten Str/inge des feinf~- 
digen Materials (Abb. 10) werden naeh dieser Behandlung wie im Normal- 
fall erst naeh einigen Minuten im K-I~inger siehtbar. Da die Sehleifen der 
Lampenbfirstenehromosomen im K-Ringer die Neigung haben, mit der 
Achse zu verkleben, wurde der Kern naeh 15 min Aufenthalt im K-Ringer 
in Veronal-Ringer iibertragen (Ca-Ringer mit n/10 Natrium-Di/~thylbar- 
biturat auf pH 7,2 gepuffert). Diese neutrale Ringerl6sung verhindert die 
st6renden Matrixverquellungen, so dab die Sehleifen in optimaler Seh/~rfe 
hervortreten (Abb. 15). 

Beim naehtr/s Vergleieh mit anderen Insekten mit panoisti- 
schen Ovarien hat sieh herausgestellt, dab Locusta zwar als ein hervorra- 
gendes Objekt zum Studium der Perlsehnurstruktur gelten kann, fiir die 
Analyse der Lampenbfirstenehromosomen dagegen weniger giinstig ist. 
Bei der grfinen Laubheusehreeke Tettigonia viridissima sind die Chromo- 
somen offenbar stabiler. Hier gelang es bereits beim ersten Versueh der 
Isolation yon Lampenbtirstenehromosomen, viele loops unzerst6rt zu er- 
halten (Abb. 14a). 

Neben den ~-Kugeln kommen in allen Kernen yon Locusta noeh an- 
dersartige Kugeln vor, die niemals auf den Perlsehnurabsehnitten liegen 



Abb) 14~ u. b. Schleifen (loops) tier L~mpenbSrstenchromosomen yon Tettigonia vividissima (~) und 
Locusta migratoria (b). Das feinf~idige Materia] ist  bei Locusta bis auf die l%andbezirke stark verkn~uelt. 
a a-Kugeln von Telligonia. Darste]lungsverfahren wie Abb. 13; Chromosomen freipriipariert. 1200 x 

Abb. 15. Teil eines Oocytenkernes, in dem das Perlschnurm~terial  (P) durch K&ltebeh~ndlung kon- 
trahiert  ist. Die Lampenbtirstenchronlosomen (L) h~ften an der Kernwand und an den ~Per]schnur- 
segmenten. D Doppel-loop-Briicke. Zeichnung ini t  Wild Forschungsmikroskop M 20 mit  Zeichen- 

tubus. 800 • 

24 Chromosom~ (Berl,), ]3d. 20 
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und als fl-Kugeln bezeiehnet werden. Nach der Chromosomelfisolation und 
anderen Darstellungsmethoden des feinf~digen Materials (K-Ringer, Hy- 
pertonl6sung) hat sich gezeigt, dab die ~-Kugeln nicht frei im Kernsaft 
sehwimmen, sondern an den Str/tngen des feinfgdigen Materials, d.h. an 
den eigentlichen Lampenbiirstenchromosomen haften. Sie treten in weeh- 
selnder Anzahl yon einigen wenigen bis fast dreigig Kugeln pro Kern ohne 
deutlichen Bezug zum Eientwieklungsstadium auf. Die fi-Kugeln h/iufen 
sieh an der Peripherie des Oocytenkerns. Sie haben im Gegensatz zu den 
~-Kugeln keine individuelle Struk~ur, sondern variieren nur in der GrSl3e 

Abb, 16. f l-Kugeln von Loeusla migraloria im isolierten Zus tand  (links) und im unverlegzten Oocyten- 
kern (rechts). Rechts  ist die Rindenschicht  tier fl~Kugel artifiziell in den I n n e n r a u m  eingedrf ickt  

worden.  P repa ra t i on  in Aqua  dest. 1200 x 

yon 2--7 ~ Durchmesser (Messungen im Vitalzustand). Die kleinen fi- 
Kugeln sind homogen mit wenigen, augen an der Peripherie sitzenden 
Granula. Bei den gr61~eren /~-Kugeln heben sich eine etwa 2 ~ dicke, 
optisch dichtere und st/irker basophile Rindenschicht und ein liehtdureh- 
]~ssiger, schwaeh basophiler Innenraum deutlieh voneinander ab (Abb. 16). 
Die Augenschicht der /~-Kugel liigt sieh wie die Wand eines Gummi- 
balls eindellen (Abb. 16). Uber die Oberflgehe verteilen sich etwa zehn 
Granula, die 0,5 9 dick sind und deutlich aus der Kugel herausragen 
(Abb. 7). In Karmin-Essigs/iure-gef~rbten PrKparaten wird in gfinstigen 
Fallen deutlich, dab eine mit dem feinf~digen Material in Verbindung 
stehende Fibrille schleifenfSrmig durch die fl-Kuget hindurchl/iuft. Im 
Gegensatz zu den ~-Kugeln treten die/~-Kugeln niemals paarig auf. 

Das Chromosomenmaterial tier wachsenden Ooeyte yon Locusta t r i t t  
also in zwei Strukturtypen auf. Der fiberwiegende Tell des Fadengertistes 
entspricht den Amphibien-Lampenbiirstenchromosomen; ein kleinerer 
Tell weicht von diesem Grundtyp ab und gleieht eincr gewundenen und 
verknguelten Perlschnur. Sowohl die Perlschnurstr~nge als auch die 
Lampenbfirstenchromosomen laufen paarig nebeneinanderher und sind 
umeinander gewunden. Das entsprieht den Erwar~ungen; denn da das 
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, ,Perlsehnurstadium" dem Paehyt~n folgt, sollten sieh die Chromosomen 
in einem dem Diplotgn entsprechenden Stadium befinden. Da die Perl- 
schnurf&den und die Lampenb/irstenabsehnitte an zahlreichen Haftpunk-  
ten miteinander im Zusammenhang stehen, gelang es nieht zu entschei- 
den, ob die Perlschnurstruktur ein einziger zusammenhi~ngender Doppel- 
faden ist oder ob sie sieh aus mehreren Abschnitten aus vielleieht ver- 
schiedenen Chromosomen zusammensetzt.  

Die Gesamtl~nge der Perlsehnursegmente, bezogen auf den haploiden 
Satz, erreieht etwa 2,5 ram. Die Achsenls der feinf/~digen Lampenbtir- 
stenehromosomen betr~gt naeh groben Sehs das Zehnfaehe. Wer- 
den sehlieBlich noeh die Sehleifen dazugereehnet, so erh6ht sich die Liinge 
wahrscheinlich mindestens um eine weitere Zehnerpotenz. Dieser Wert  
entspricht den Erwartungen; denn an den Lampenbfirstenehromosomen 
yon Triturus, dessen DNS-Menge mehr als zehnmal gr66er als die der 
tibrigen Metazoen ist, wurde yon GALL U. CALLAN (1962) eine Gesamt- 
ehromosomenlgnge des haploiden Satzes yon l0 m erreehnet. 

2. Entwicklung der Lampenbiirstenstruktur wiihrend der Oogenese 
und Ontogenese 

Bei den beschriebenen Perlschnur- und Lampenbiirstenstrukturen 
handelt es sieh um funktionsbedingte Chromosomenmodifikationen, die 
ws der meiotisehen Prophase auftreten und in das Schema des 
Meioseablaufs einznordnen sind. 

Die ersten drei Prophasestadien der weibliehen Reifeteilung - -  Lepto- 
bis Paehyt/~n - -  beschr~nken sieh bei Locusta vorwiegend auf die Larval- 
entwieklung. Bei adulten Tieren treten nur noeh in den ersten Tagen 
naeh der Imaginalhs einige Zygo- und Pachyt/inkerne auf, dann 
sind die frfihen meiotisehen Prophasestadien aller kfinftigen Eier bereits 
durchlaufen. Es fo]gt die Waehstumsphase der prims Ooeyten mit  
Kernstrukturen,  die in eharakteristischer Weise vom vielfach untersueh- 
ten ,,Normalverlauf" der m/~nnliehen Meiose abweiehen. 

Noeh im Paehytgn gleiehen die Chromosomen der M~nnehen und 
Weibehen einander fast vollst~ndig und zeigen aueh einen/ibereinstim- 
menden Nukleolus, der an einem deutliehen Chromomer angeheftet ist 
(vgl. Abb. 17a mit  Fig. 5 in Jo~N u. H~I)ERSO~, 1962). I m  Vergleieh zur 
Zellgr6Be (Durehmesser etwa 30 ~z 1) haben die Kerne im Zygo- und 
Paebyt~.n den relativ beaehtlichen Durehmesser yon 25 ~ (Abb. 17). 
Aus den Lagebeziehungen im Germarium ist zu ersehen, dal3 auf das 
Paehyt/ instadium die Phase des ooplasmatisehen Waehstums der Ooey- 
ten folgt. Gleiehzeitig mit  dem Beginn des Plasmawaehstums bilden die 

1 Durehmesser jeweils an lebenden Ovariolen im ungequetsehten Zustand ge- 
m e s s e n .  

24* 
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Chromosomen die Lampenbiirstenstruktur aus und behalten sic bis zum 
Ende der Oogenese bei. Die auff/i]ligen Perlsehnurchromosomen und das 
feinf/~dige Material sind die mit  dem 0oeytenwachstum verkniipften 
Chromosomenstrukturen. 

Abb. 17a u. b. Pachyt/~n- (a) und  Zygotf~nkerne (b) aus  dem Germ~r ium yon Larven .  a Ka rmin -  
Essigs~ure-Quetsehpr~parat ,  b Germar i lml  Iebend in Ca-]gingerl6sung gequetseht .  N Nukleolus. 

L inks  960 x ,  reehts  616 • 

Die Entstehung der Perlsehnurstr/~nge erfolgt zun~ehst in Form ein- 
zelner Klumpen, die in Kernen von 25 ~ Durehmesser bei einer Zell- 
grSBe yon 40--50 ~ in Erscheinung treten (Abb. 18). Der Nukleolus 

ist nicht mehr siehtbar, wenn sich 
die Perlsehnurchromosomen her- 
ausbilden. Er  zeigt somit ein mit  
den Verhgltnissen in der Sperma- 
togenese fibereinstimmerides Ver- 
halten, wo der Nukleolus in den 
sp/~teren Prophasestadien ebenfalls 
nicht mehr zu erkennen ist (HE~- 
DE,SON, 1964). Dem Versehwin- 
den des echten Nukleolus folgt 
also die Ausbildung der Perl- 
schnurabsehnitte. Beide Struktu- 

Abb. 18. Junge  0ocyte  im  Germar ium;  im  K e r n  t e l l  seheinen sieh auszusehliel~en, 
zeigen sich die ers ten Per l schnurs t rukturen .  

Lebendpr~para t  in Ca-tt ingerl6sung. 1120 x vielleieht funktionell einander z u  

vertreten. 
Die ooplasmatische Waehstumsphase ist je nach dem Alter des Tieres 

verschieden lang. Die ersten grSBeren Ooeyten treten im zweiten Larval- 
stadium auf. Da bereits einige Tage naeh der Imaginalh~utung sgmtliche 
Eier, die ein Tier zur Ablage bringt, mit  dem Wachstum begonnen haben, 
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legen die jungen Tiere Eier mit  k/irzeren Waehstumszeiten ab als die alten 
Weibehen. Die reifen Ooeyten einer jungen I-Ieuschrecke sind w/~hrend 
der Larvalzeit  gewachsen, bei 30~ etwa vier Wochen lang, die Eier sehr 
alter Weibchen haben dagegen Wachstumszeiten his zu aeht Wochen hin- 
ter sich. I m  Verlauf dieser Wachstumsperiode einsehlieglich der achtt/igi- 
gen Endphase, d.h. der Dottereinlagerung, behalten die Oocytenehromo- 
somen ihre Strnktur  im wesentlichen unver/~ndert bei, wiihrend der Kern 
von 25 ~ bis auf 100 ~ im Durchmesser anw/ichst. Die Grundzfige der 
Chromosomenstruktur/~ndern sich weder mit  dem Alter des Tieres noch 
mit  dem Stadium des Ooeytenwachstums, wenn man yon geringf~gigen 
Untersehieden absieht, die bereits besehrieben worden sind (S. 337 u. 
341). Diese Versehiedenheiten betreffen lediglieh das Ausmal3 der Perl- 
sehnurverknguelung und die Anzahl der g-Kugeln. 

3. Experimentelle Beein/lussung der Kernstru]ctur 
als Hil/smittel der Chromosomenanalyse 

In  der Hoffnung, Syntheserate und Transportgesehwindigkeit in un- 
terschiedlichem Ausmag zu verzSgern nnd dadurch eventuell an bestimm- 
ten Chromosomenorten Genproduktanreicherungen zu erzielen, wurde 
das Verhalten der Funktionsstrukturen unter eingeschr/~nkter Energie- 
versorgung geprfift. Energiemangelzustgnde bei erniedrigter Temperatur  
(0~ und unter Sauerstoffentzug im Stiekstoffmilieu ffihren zu einer 
reversiblen Ballung der Perlsehnursegmente zu ffinf bis zehn stark ver- 
kiirzten, ]/~ngliehen, gekrfimmten Klumpen,  deren vakuoliger Aufbau mit 
der Struktur der g-Kugeln iibereinstimmt (Abb. 19). Werden die Ovarien 
yon der Traeheenzuleitung abgesehnitten nnd mehrere Stunden ]ang iso- 
liert gehalten, so verklumpt  das Perlschnnrmaterial wie bei der Stick- 
stoff- und Kiiltebehandlung. Dabei spielt es keine Rolle, ob die losgelSsten 
Ovarien in der LeibeshShle desselben Tieres gelassen, in andere Individuen 
transplantiert  oder in vitro in Ca-Ringerl5sung aufbewahrt  werden. Die- 
ser unter versehiedenen Versuehsbedingungen einheitliehen Reaktions- 
weise der Perlsehnurehromosomen kSnnte eine ebenso einheitliche Ur- 
sache zugrunde liegen: eine mehr oder minder starke Einschrgnkung der 
Energiezufuhr. 

Das feinfgdige Material seheint gegenfiber einer Drosselung der Ener- 
gieversorgung weniger empfindlieh zu sein. Bei einer gleiehartigen Zn- 
sammenballung wie bei den Perlsehnurehromosomen mfil3ten die fein- 
fi~digen Lampenb/irstenstrgnge im unversehrten Kern in Ca-RingerlSsung 
siehtbar werden. Sie lassen sieh aber wie im Normalzustand erst im Ca- 
freien K-Ringer oder naeh Verletzung der Kernmembran  darstellen und 
erseheinen dann - -  wenn ~berhaupt  - -  nut  wenig kontrahiert  (vgl. 
Abb. 19e mit  Abb. 21). Dieses untersehiedliehe Verhalten versehiedener 
Abschnitte der Chromosomen lggt vermuten, dag der Verkfirzung der 
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Perlschnurstr/~nge nicht eine Spiralisierung der Chromosomenachse, son- 
dern eine gesteigerte Verklebungstendenz der Axialgranula zugrunde 
liegt. 

Die ersten starken Zusammenballungen des Perlsehnurmaterials tre- 
ten im Stiekstoffmilieu oder unter normalen atmosph/irischen Bedingun- 

Abb. 19a--c. Oocytenkerne aus Tieren, die 1--3 Tage bei 0~ geh~lten warden. Die Perlsehnur- 
absehni~te (P) haben sich zu kurzen wurstf0rmigen Klumpen zusammengeballt; die Lampenbiirsten- 
ehromosomen (L) und die fl-Kugeln (~) scheinen yore K~lteeinflug weniger stark betroffen zu sein. 
a 1 Tag, b 2 Tage, e 3 Tage K~ltebehandlung. e Chromosomenmaterial mit  dem Kernsaft aus dem 

geplatzten Keimbl~sehen herausgeflossen, l~r~paration in Ca-RingerlSsung. 890 • 

gen bei 0~ sehon naeh drei Stunden auf und betreffen zun/~ehst nur die 
jungen Kerne im Anfangsabsehnitt  der Ovariole. Mit auffallenden Zeit- 
differenzen von Kern zu Kern werden dann in den folgenden Stunden in 
unregelm~giger Folge auch die Kerne der/t l teren Oocyten yon der Kon- 
traktion erfagt. Einige Grad fiber Null wirkt sieh der K/flteeffekt weniger 
deutlieh aus: Bei 6~ maehen sieh erst nach drei Tagen m/tgige Verkfir- 
znngen der Perlsehnurehromosomen bemerkbar.  
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Die Verklumpung der Perlschnurstr/~nge ist vollst/~ndig reversibel. 
Wenn die Tiere in Normalverhgltnisse zuriiekgefiihrt werden, beginnen 
sieh die zusammengebalRen Perlsehnursegmente zu streeken und treten 

Abb. 20. Oocytenkern aus einenl Ovar, das 9 h in hypertoner L6sung gelagert wurde. Perlschnur- (P) 
und feinfadiges 3laterial (L) stark kontrahiert. Teehnik wie Abb. 2. 480 x 

Abb. 21. Oocytenkerne, in denen das Perlsehnurmaterial (P) und die Lampenbfirstenohromosomen 
(L) unter Einwirkung hypertoner L6sungen stark zusammengesehrumpft sind. Die vier groBen Kugeln 
im reehten Bild, die in il~'er Struktur an a-Kugeln erinnern, sind aus den Perlsehnurstr~ngen hervor- 

gegangen. Lebendquetsehprg~parate in Ca-]gingerl6sung. Links 350 x ,  reehts 750 x 

dann wieder als lange F~den in Erseheinung, auf denen sieh das Synthese- 
material etwa wie die Tautropfen auf einer Spinnwebe in kleinen Ktigel- 
chen gleiehm/gBig verteilt. Sog~r naeh drei Tagen K~ltebehandlung bei 
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0~ stellen die Chromosomen in einigen Stunden ihren Perlschnuraspekt 
wieder her. Dabei f~llt erneut die rasehere Reaktion der jungen Ooeyten- 
kerne anf. 

In hypotonischen Ringerl6sungen quellen samtliche Kernkomponen- 
ten so stark auf, dab die Ooeytenkerne leer erscheinen. Werden die Ova- 
riolen nachtraglich in isotone L5sungen zuriiekgeftihrt, so kommen die 
Perlschnurstrukturen und die /~-Kugeln wieder zum Vorsehein. Diese 
Quellungserscheinungen sind an das zelleigene Milieu gebunden; denn sie 
lassen sich an isolierten Kernen nur dann naehvollziehen, wenn diese 
noch yon einer geniigenden Menge Cytoplasma umgeben sind. Wird da- 
gegen der vom Ooplasma befreite Kern in einen Tropfen hypotoniseher 
LSsung oder sogar Aqua dest. fiberfiihrt, so que]len die Axialgranula und 
die c(-Kugeln nur einige Sekunden lang auf and treten dann besonders 
kontrastreieh wieder in Erseheinung. Da gleiehzeitig das Kernvolumen 
zunimmt und damit den Chromosomen mehr Platz zur Ausbreitung ge- 
boten wird, hat sich destflliertes Wasser als bestes Medium zur Analyse 
der Perlsehnurstr~nge bewahrt. 

Andersartige Folgen stellen sieh in hypertonisehen t~ingerl6sungen 
ein. Bei pl6tzlicher Ubertragung der Ovariole in eine solehe L6sung kommt 
es innerhalb kurzer Zeit zu heftigen Sehrumpfungen des Perlsehnur- und 
feinf~tdigen Materials, verbunden mit unspezifischen ZerreiBungen und 
Koagulationen. Nut wenn die Konzentration der zunaehst isotonen Ca- 
l~ingerl5sung ganz allms innerhalb yon etwa einer Stunde erh6ht 
wird, ziehen sieh die Chromosomen gleichms zusammen und verklum- 
pen wie unter eingesehrankter Energieversorgung. Die Perlsehnurstr~nge 
stimmen dann sehon bei ungef~hr doppelt erh6hter Konzentration der 
RingerlSsung in Struktur und AusmaBen mit den l~ngliehen Gebilden 
tiberein, die bei Stickstoff- und Kaltebehand]ung entstehen (vgl. Abb. 20 
mit Abb. 19). In L6sungen noeh h6herer osmotischer Werte ist es sogar 
mSglich, das gesamte Perlsehnurmaterial zu vier bis iiinfzehn grolten Ku- 
geln zu verdiehten, die wie tibergroBe ~-Kugeln aussehen (Abb. 21). Im 
Gegensatz zu den Folgen verminderter Energiezufuhr sehrumpfen im 
hypertonisehen Medium aueh die feinfs Lampenbfirstenehromoso- 
men zu kompakten Str~ngen zusammen und werden an die Perlsehnurab- 
sehnitte herangezogen, soweit es die Haftstellen an der Kernmembran 
zulassen (Abb. 21). 

4. Histochemische Untersuchungen 
Die Deutung der Perlschnurstrgnge und des feinf~digen Materials als 

Chromosomen st/itzt sieh in morphologischer Hinsicht zun~ehst auf den 
paarigen Verlauf dieser Str/~nge. Ein entscheidender Beweis ffir die Chro- 
mosomennatur ist aber erst der Nachweis yon DNS als zentralem Bauele- 
ment der Funktionsstrukturen. Die Feulgenreaktion war negativ: nile 
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Kernkomponenten blieben ungefgrbt. Das war zu erwarten, da die ehro- 
mosomale DNS offenbar in weitgehend entspiralisierter Form vorliegt. 
Aueh bei den Lampenbfirstenehromosomen der Motehe mit ihrem extrem 
hohen DNS-Gehalt sind dig Chromosomenaehsen feulgenuegativ; ledig- 
lieh die Chromomeren zeigen eine sehwaeh positive Reaktion (CALLAN U. 
McGgEGOR, 1958). Die Locusta-Chromosomen enthalten entweder gar 
keine Chromomeren, oder diese sind so klein, dab sie mit der Feulgenf~r- 
bung nieht naehgewiesen werden k6nnen. 

Abb. 22. Oocytenkern, in dem die Perlschnurstr~nge dutch DNase zerstfieke|t wordea sind. 
Teehnik wie Abb. 3. 380 • 

Ein empfindlicheres DNS-Nachweisverfahren ist die Enzymbehand- 
lung. An Iixierten Pr/~paraten bleibt die DNase-Einwirkung im allgemei- 
hen unsiehtbar, da die mit dem FixierprozeB verbundenen Eiweigverkle- 
bungen den Chromosomenzusammenhalt zus~tzlieh verfestigen. Infolge- 
dessen wurden die Verdauungsexperimente an lebenden Chromosomen 
durehgeffihrt. Kleine DNase-Kristalle wurden im Ca-freien K-ginger  
(zus/~tzlieh 0,1 g MgC12 ad 1000 ml) in die N/~he isolierter Kerne some aueh 
freiprs Chromosomen gesehoben. Sehon naeh 5 rain l~Bt sieh der 
eindrueksvolle Vorgang der Enzymwirkung unter dem MJkroskop ver- 
folgen: Die Lampenbfirstenehromosomeu und dig Perlsehnurstrgnge zer- 
brechen sehrittweise in immer kfirzere Absehnitte, bis naeh 25 min nut  
noeh kleine Stiiekehen fibrigbleiben (Abb. 22). 

Dieses Ergebnis entsprieht den Befunden von CALLA~ u. McGuEGoR 
(1958) an Amphibien-Lampenb/irsteuehromosomen und yon LEzzI (1965) 
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an Polyt/~nchromosomen. Auch bei den Heusehreckenchromosomen er- 
weist sich die DNS als die fiir den ehromosomalen L/~ngszusammenhalt 
entscheidende Substanz. 

Alle Kernkomponenten (~- und/~-Kugeln, Perlschnnr- und feinfiidiges 
Material) sind deut]ieh basophil und fgrben sich mit Gal]ocyanin an. Naeh 
dreistfindiger l~Nase-Einwirkung (0,5%, 37~ geht die Anf/~rbbarkeit 
vo]lst~ndig verloren, wKhrend die Follikelzellchromosomen noeh in opti- 
maler positiver Farbreaktion hervortreten. In Ubereinstimmung mit der 
intensiven I~NS- und EiweiBmarkierung fiber den Oocytenkomponenten 
autoradiographischer Pr~tparate ist es sehr wahrseheinlich, dab die Funk- 
tionsstrukturen vornehmlich aus Ribonukleoproteiden bestehen. 

5. Der RNS-Sto/]wechsel im Oocytenlcern 
(autoradiographische Untersuchunffen ) 

a) U r i d i n e i n b a u  

Wiihrend des Perlschnur- bzw. Lampenbfirstenstadiums nimmt das 
Oocytenvolumen fast um das 10~fache zu, der euplasmatische Anteil urn 
mehr als das ]04fache. Einen fiberzeugenden Eindruck yon diesen gewal- 
tigen Waehstumsvorg~ngen vermittelte die Tritinm-Autoradiographie 
mit Hilfe yon Ha-Uridin und verschiedenen H3-Aminosi~uren. In den 
Untersuchungen zeigte sich yore Beginn des Ooplasmawaehstums bis zum 
Ende der Dottereinlagerung eine starke ~V[arlderung fiber den heran- 
wachsenden Oocyten, die auf intensive RNS- und Eiweil~synthese schlie- 
l~en l~6t. Auch der Stoffwechsel des Follikelepithels ist unverhiiltnism~Big 
hoch. Das l~13t zuni~chst vermuten, dab die Follikelzellen direkt zur 
ooplasmatischen Eiweil~bildung beitragen kSnnten. Ein unmittelbarer 
I~NS- oder Proteinfibertritt von den Follikelzellen ins Ooplasma der 
benachbarten Oocyte mfil3te sich in einem Markierungsgradienten aus- 
drficken. Doch gibt die Verteilung der MarMerung in den Autoradio- 
grammen nach verschiedenen Inkubationszeiten keinerlei Anhaltspunkte 
ffir derartige Transportvorg~nge. Da die Ovarien der Heuschrecken pan- 
oistisch sind, d.h. keine Ni~hrzellen besitzen, bleibt ffir die Steuerung 
der gesamten Euplasmasynthese allein der Oocytenkern iibrig, dessen 
Chromosomensatz zudem - -  weft in der Keimbahn - -  nieht polyploid 
werden kann. 

Diese Uberlegungen legen den Gedanken nahe, in der auffallenden 
Chromosomenstruktur der wachsenden Eizelle den Ausdruek intensiver 
Genfunktion zu sehen. Einen unmittelbaren Beweis ffir diese Vorstellung 
kann wiederum nur die Autoradiographie liefern. Mit dem Ziel, die naeh 
Injektion yon Ha-Uridin (spez. Akt. bis 24400 mc/mM; 0,3 mc pro Tier) 
neu gebildete I~NS direkt an den Perlschnur- und feinf~digen Str~ngen zu 
finden, wurden die Chromosomen mit Glasnadeln aus dem Keimbl~schen 
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herausgezogen. Sie haften aueh ohne Klebemittel gut auf dem Objekt- 
trager und k6nnen naeh Formolfixierung mit einem Stripping-Film oder 
mit Photoemulsion (Ilford, K 2) fiberzogen werden. Dieses Verfahren hat 
sehwerwiegende Nachteile, da offenbar merkliehe RNS-Mengen bei der 
Praparation yon den Chromosomen abgestreift werden und in nnmittel- 
barer Naehbarsehaft der isolierten Strange auf dem Objekttrager festkle- 
ben. Infolgedessen treten die markierten Perlsehnnr- und Lampenb/irsten- 
ehromosomen in der Autoradiographie nieht sebarf genug hervor, da die 
Aktivitat der umgebenden I~NS das Bild verwiseht. Doeh lagt sieh die 
gNS-Synthese aueh an Paraffinschnitten und noeh besser an freiprapa- 
rierten und gequetsehten Totalkernen reeht gut verfolgen, obwohl die 
Chromosomen im Kern so dieht liegen, dag die Markierung der einzelnen 
Strange nieht gesondert zu erkennen ist. Naeh Kurzzeitinkubationen 
(von 8 bis etwa 25 min bei 21~ sind die Perlsehnurehromosomen und das 
feinf/~dige Material etwa in gleieher Diehte markiert (Abb. 23), wahrend 
naeh langeren Inkubationszeiten die Sehwarzung fiber den Perlsehnur- 
segmenten betraehtlieh starker zunimmt als die Markierung fiber den 
/ibrigen Kernstrukturen (Abb. 24). Es ist noeh nnentsehieden, ob die RNS 
an den beiden Chromosomenabsehnitten eine ungleieh lange Verweil- 
dauer hat oder ob die im Kern gebildete RNS vor dem Abtransport ins 
Cytoplasma zun/~ehst an den Perlsehnursegmenten gesammelt wird. Die 
naeh sehr kurzen Inkubationszeiten erhaltenen Autoradiogramme spre- 
ehen dagegen, dab die Perlsehnursegmente nut  Speieherfunktion haben. 
Solange keine direkten Hinweise Ifir eine Wanderung der an den Lampen- 
bfirstenabsehnitten erzeugten RNS zu den Perlsehnurstrukturen vorlie- 
gen, wird man der einfaeheren t typothese den Vorzug geben, dab die an 
den Perlsehnursegmenten synthetisierte RNS lgnger am Bildnngsort ver- 
weilt. 

Diese Beobaehtungen wurden dureh Versnehe erganzt, in denen es 
gelang, freipraparierte Kerne ohne Cytoplasma in vitro in einem Ringer- 
Ha-Uridin-Gemiseh zn inkubieren (1 me pro 3 ml Veronal-Ringer mit Zu- 
satz eines Kristalls MgC12). Naeh 4--12 min in-vitro-Inknbation zeigte 
sieh eine gleiehm/~Bige Markierung fiber den Ooeytenkernen. I~NS-Syn- 
these isolierter Kerne in vitro wurde sehon mehrfaeh naehgewiesen (Lite- 
ratur bei KtrEHL, 1965), bisher Mlerdings nut  naeh Isolation der Kerne 
dutch Zentrifugierung. In diesen F~tllen kann nieht ausgeschlossen wet- 
den, dag geringe Cytoplasmareste an den Kernen hangengeblieben sind. 

b) E i n w i r k u n g  y o n  A c t i n o m y c i n  

Als ein anderer Weg zum Naehweis des funktionellen Zustands be- 
stimmter Chromosomenabsehnitte hat sieh die Einwirkung yon Aetino- 
myein bewahrt. Die l~NS-Syntheseaktivitat ist offensiehtlich an den 
diffusen, weitgehend anfgelockerten Chromosomenzustand gebunden 
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(PELL~NG, 1959 ; GALL U. CALLAN, 1962 ; P~ESCOTT U. BE~DEt~, 1962 ; HEN- 
DE,SON, 1964). Wird die Transscription an der DNS-M~trize durch Kom- 
plexbildung mit Actinomycin blockiert (KE~STE~ U. KERSTE~, 1962), SO 

Abb. 23, Ooeytenkern aus einem mit It"-Uridin behandelten Tier; Inkubationszeit 25 rain bei 210 C; 
rech~s naeh Entfernung des Strippingfilms. Perlschnurbereieh und fibriger Kernraum (mit Lampen- 
bfirstenchromosomen) sind etwa in gleicher Dichte markiert. Isolierter Kern in :Nentralformo] 

gequetscht. Spez. Akt. 20000 me/raM; 0,3 mc pro Tier; Exposition: 3 Monate. 300 • 

Abb. 24. P~NS-SIarkierung fiber einem Oocytenkern nach 1 b Inkubation; rechts nach Entfernung 
des Strippingfilms. Der Perlsehat~rbereich (P) ist deutiieh starker markiert als die Lampenbfirsten- 

chromosomen (L). Technik und Expositionszeit wie Abb. 24. 300 • 

werden die diffusen Chromosomenschleffen eingespult (IZAWA, ALLFI~EY 
U. MI~St~Y, 1963; BEERMANN, 1964~, b; LAUFE~, NAXASE U. VANDE~- 
BERG, 1964; MEYEB U. HESS, 1965). An der durch Actinomycin verur- 
sechten Rtickbildung entspiralisierter Chromosomenabschnitt, e, d.h. an 
deren Verdichtung, kann die funktionelle Natur dieser Strukturen er- 
k~nnt werden. 
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Abb. 25. Unter  der E inwi rkung  von Act inomycin  haben sich die Per lsehnurabschni t te  zusammen-  
gezogen und ~ls einzelne 8ti icke vone inander  gelOst. 2 ~g  Act inomycin  pro Tier, 90 rain Inknba t ion ,  

Technik  wie Abb. 2. 425 x 



360 W. K ~ z :  

Naeh der Injektion yon 1--50 ~xg Aetinomycin C (Bayer, Leverkusen ; 
Inkubationen bei 21~ und 30~ wurde das Verhalten der Oocyten- 
chromosomen an Lebendpr~paraten untersueht und auBerdem deren 

Abb. 26. igach l~ngerer Actinomycin-Behandlang (2 ~g pro Tier, 22 h) kn~ueln sich die Perlschnur- 
abschnit te zu einem Haufen an der Kernmembran zusammen. 480 • 

Abb. 27. Das Perlschnurmaterial  (P) vermindert  sich unter  Aetinomycin-:Einwirkung (10 ~g pro Tier, 
7 h) in zunehmendem Mal~e, wg~hrend sich an der Kernmembran  gleichzeitig viele Granula (G) an- 
sammeln. Die Lampenbiirs~enchromosomen (L) erscheinen ira s tark kontrahierten Zas tand  und 

werden an die Perlschnurabschnit te herangezogen. Tectmik wie Abb. 2 and  3. 375 x 
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Syntheseleistung autoradiographiseh verfolgt. 90 min naeh der Injektion 
begannen die Kernstrnkturen in bezeiehnender Weise veto Normalaus- 
sehen abzuweiehen. Die Gesehwindigkeit des Ablaufs der dutch Aetino- 
myein verursaehten Ver/tnderungen an den Chromosomen kann dnreh 
Temperatur- und Dosissteigernng wesentlieh erh6ht werden, ohne dag 
die Art der Strnkturver/~nderungen dadureh beeintr~tehtigt wird. In glei- 
ehem Mal3e wirken h5here Dosen duch besehleunigend auf die Bloekie- 
rung der RNS-Synthese ein. Die folgenden geitangaben gelten f/it die als 

Abb. 28. Ooeyte mit Ooeytenkern (K) und pyknotisehen Kernen (pK) naeh mehrtggiger Aetino- 
myein-Behandlung (12 ~xg pro Tier, 3 'rage). Es bleiben nut noeh ~este der Perlsehnursegmente als 
groge Kugeln erhalten. Das stark kontrahierte feinf~dige Material ist in dieser Itellfeld-Aufnahme 

nieht siehtbar. Die Strukturen in den pyknotisehen Kernen reagieren nieht auf Aetinomyein. 
F E  Follikelepithel. Lebendpr~tparat in Ca-t~ingerl6sung. 300 x 

giinstig befundene Dosis von 2 ~xg pro Tier bei einer Inkubationstempera- 
fur yon 21~ Wie bei der Strukturbeeinflnssung dureh K/~lte und Stick- 
stoff reagieren versehieden grebe Ooeytenkerne untersehiedlieh sehnell. 
Insgesamt 1/~Bt sieh jedoeh ein reeht einheitlieher, reproduzierbarer Vor- 
gang erkennen. 

Die ersten eharakteristisehen Ver/inderungen fallen etwa 90 rain naeh 
der Injektion auf, zu einem Zeitpunkt, bei dem noch RNS gebildet wird. 
Die Perlsehnurabsehnitte haben sieh in ihrer L~ngsaehse zusammenge- 
zogen nnd dabei z.T. als Einzelstfieke voneinander gel5st (Abb. 25). Die 
Zahl der Axialgranula seheint abgenommen zn haben; dem entsprieht das 
Vorkommen yon zahlreiehen, etwa 1 ~x grogen K/igelehen, die frei in der 
Karyolymphe sehwimmen, sieh an der Kernmembran h/~ufen und ver- 
mutlich abgelSste Bildungen der Perlsehnursegmente sind (Abb. 27). 
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I m  Zeitraum yon 6 bis 24 h naeh der Injektion haben sieh die Perl- 
sehnurehromosomen, deren Synthesematerial sieh weiter vermindert  hat, 
zu einem Haufen an der Kernwand zusammengezogen (Abb. 26). I m  
fibrigen Kernraum erseheinen die ebenfalls stark kontrahierten Strs 
der feinfgdigen Lampenbiirstenehromosomen, die - -  sofern sie nieht an 
der Kernmembran  festh~ngen - -  an die Perlsehnurehromosomen heran- 
gezogen warden (Abb. 27). Die RNS-Synthese hat deutlieh abgenommen. 

Nach etwa 2 Tagen sind in einigen Kernen fast s~mtliehe Axialgranula 
und c~-Kugeln versehwunden, und aueh die naeh ktirzeren Inkubations- 
zeiten an der Kernmembran  angesammelten Grannla haben sich betr~eht- 
lieh vermindert  (Abb. 27, reehts). In  anderen Kernen bleiben ges te  der 
ehemaligen Perlsehnurstr/inge in Form weniger, groBer Kugeln yon 3 bis 
20 ~ Durehmesser erhalten (Abb. 28), die das Ieinfi~dige Material mit  den 
noeh immer unver~inderten /~-Kugeln dieht an sieh heranziehen. Die 
RNS-Synthese ist erlosehen. In  diesem Stadium k6nnen die Tiere in deut- 
lieh moribundem Zustand noeh einige Tage iiberleben. 

Eine Regeneration der Funktionsstrukturen konnte im Gegensatz zu 
den sonst weitgehend vergleiehbaren Befunden yon MEYE~ u. HEss 
(1965) an den Chromosomen von Drosophila-Spermatoeyten bei Loeusta 
niaht festgestellt werden, da die Versuehstiere gew6hnlieh naeh vier Ta- 
gen starben. 

IV. Diskussion 

1. Deutung der ,,Perlschnurstruktur" als [un]ctioneller Nukleolus 

Die Chromosomennatur der in den unfixierten Oocytenkernen yon 
Loeusta darstellb~ren fs Strukturen wird dureh ihre Entwieklung, 
ihre Empfindliehkeit gegen/iber DNase und dureh die an ihnen ablaufen- 
den Synthesen belegt. Es war jedoeh niaht m6glieh, die Analyse des Kern- 
inh~lts bis zu den einzelnen Chromosomen voranzutreiben, da die ehro- 
mosomalen Str/~nge zahlreiehe Haf tpunkte  ausbflden, in denen sie mit- 
einander und mit  der Kernmembran  verklebt sind. Die Loeusta-Chromo- 
somen sind, w~e ffir einen Ooeytenkern zu erwarten, stark gestreekt. Da 
sic eine liehtoptiseh erfaBbare Fenlgenfgrbung nieht geben, muB ihre 
DNS-Aehse weitgehend entspiralisiert sein. Sie sind im Mikroskop nur 
deshalb siehtbar, weft sie eine Matrix aus Ribonukleoproteiden tragen. 

Der iiberwiegende Tail des Genoms hat typisehe Lampenbiirstenstruk- 
tur mit  Sehleifen. Demgageniiber ist ein Bereieh einheitlieh modifiziert: 
An ihm konnten keine Sehleifen dargestellt werden, sondern er t ragt  
kompakte K/igelahen, die wie auf einer Perlsehnur hintereinander aufge- 
reiht sind. Diese Untergliederung des Ganoms in zwei Absehnitte unter- 
schiedlieher Struktur ist die auff/tlligste Erseheinung der Locusta-Chro- 
mosomen im Ooeytenkern. 



Funk t ions s t ruk tu ren  im Oocytenkern  yon  Locusta 363 

Beim Vergleich homologer Genorte an Lampenbfirstenchromosomen 
hat sich bei Amphibien und Drosophila gezeigt, dab Gene gleicher Funk- 
tion morphologisch iibereinstimmende Funktionsstrukturen ausbilden. 
Bestimmte Chromosomenorte kSnnen in verschiedenen Kernen an der 
typisehen Gestalt ihrer loops wiedererkannt werden. Mutationen werden 
durch charakteristisehe Ver~nderungen der Schleifenmatrix unmittelbar 
sichtbar (CALLAIq, 1963; HESS, 1964). Mit einiger Bereehtigung kann 
daher vermutet  werden, dab die strukturelle Einheitlichkeit der Perl- 
schnurabsehnitte yon Locusta ein Ausdruck daffir ist, dab hier Gene ~hn- 
licher, vielleicht sogar gleiehartiger Funktion hintereinanderliegen, die 
gegen/iber dem fibrigen Genom eine Sonderstellung einnehmen. Aueh im 
Modus ihres RNS-Umsatzes heben sich die Perlschnurbereiche yon den 
fibrigen Chromosomen ab ; denn sie bflden eine RNS, die, wie es die auto- 
radiographischen Versuehe wahrscheinlieh maehen, li~nger am Synthese- 
oft  verweilt als die am feinf/~digen Material produzierte RNS-Fraktion. 

Der Fall, dab sieh einzelne Bereiche des Genoms aus zahlreiehen iden- 
tischen Teilst/icken zusammensetzen, ist nicht neu; denn aus genetischen 
Versuehsergebnissen schloB BEE~:~AN~ bereits 1960, dal] der Iqukleolen- 
bildungsort yon Chironomus aus vielen gleichartigen Absehnitten besteht. 
Wie der I~ukleolus, so ist aueh die Perlschnurstruktur yon Locusta ein in 
Gestalt und Funktion eigenstiindiger und auff~lliger Teil des Genoms. 
Allerdings gibt es unter den genetiseh und morphologiseh erarbeiteten 
Chromosomenkarten bisher kein Beispiel, wonach funktionsverwandte 
Gene in einer solchen Anzahl hintereinander aufgereiht sind, dal~ sie als 
l~ngere Chromosomenabsehnitte hervortreten. 

Seit den Untersuehnngen an nukleolenlosen Mutanten (B~ow~ u. 
GUI~DON, 1964) ist bekannt, dab die ribosomale l~IqS ffir die frfihe Em- 
bryogenese bereits in der Oogenese gebildet wird. Die Synthese der Ribo- 
somen-RNS finder hSchstwahrscheinlich am Nukleolusorganisator start 
(PELLING, 1959; EDSTI~SM U. BEEI~MANN, 1962). Es ist daher ri~tselhaft, 
warum bei Locusta zu Beginn des Oocytenwachstums der im Zygot/in 
noeh sichtbare Nukleolus versehwindet, von dem man gerade in der 
Wachstumsphase eine besondere Aktivit~t erwarten sollte. Zwischen den 
Nukleolenbildungsorten, die offensiehtlich aus selbst~ndigen Unterein- 
heiten bestehen k6nnen, und der Perlschnurstruktur yon Locusta beste- 
hen Gemeinsamkeiten, die an die MSgliehkeit denken lassen, dab die 
Perlsehnursegmente eine ffir die besonderen Erfordernisse der Oogenese 
entsprechend modifizierte Nukleolenregion darstellen. 

Diese Hypothese finder eine Itauptstfitze im Vergleich mit den Am- 
phibien-Oocyten. In den Kernen der wachsenden Eizellen des Axolotls 
(C~LLA~, 1966) und des Salamanders Plethodon (K]~zE~, briefl. Mitt.) lie- 
gen mehrere 100 Nukleolen an der Kernmembran, w/~hrend die Chromo- 
somen nur einen einzigen Nukleolusorganisator haben. Die vielen freien 
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Iqukleolen stimmen in ihrem Aufbau mit den Strukturen am Nukleolus- 
organisator fiberein. Da die Nukleolen einen DNS-haltigen Faden enthal- 
ten (MrLLE~, 1964), wird angenommen, dab die DNS-Anlagen aller l~u- 
kleolen vom l~ukleolusorganisator gebildet worden sin4 und sich abgel6st 
haben, bevor die Synthese nuldeol~ren Materials einsetzte, l~ur ein bis 
wenige Nukleolen bleiben am Bildungssegment haften und treten hier als 
interkalares Zwisehenstfick innerhalb eines Lampenbiirstenchromosoms 
in Erscheinung. 

Die freien wie die im Chromosomenverband verbleibenden I~ukleolen 
yore Axolotl zeigen w~hrend des Oocytenwaehstums zeitweise eine sehr 
auffifllige ~hnliehkeit zu den Perlschnurstr~ngen yon Locusta, Die Axo- 
lotl-Nukleolen nehmen in mittleren Wachstumsstadien die Gestalt yon 
langgestreekten l%ingen an, auf denen kleine Ktigelehen hintereinander 
aufgereiht sind (vgl. Fig. 23--25 in CALLA~, 1966). Diese stark licht- 
brechenden Kfigelehen gehen w~hrend der Streekung offensiehtlieh aus 
kompakteren Massen hervor; denn im weniger auseinandergezogenen 
Zustand tragen die Nukleolenringe grSi~ere Kugeln in geringerer Anzahl. 
Diese Kugeln sehen den cr yon Locusta ~hnlieh (s. Fig. 27 in CAn- 
LA~, 1966), die ebenfalls als Fusionsprodukte der kleinen Axialgranula 
gedeutet wurden. 

Die ~hnliehkeit der Perlsehnurstrukturen ist mit den Nukleolen am 
grSBten, die am Nukleolen-Bildungssegment interkalar im Chromosomen- 
verband eingeschaltet bleiben. Denn diese Nukleolen bflden wie die Perl- 
schnurstr~nge yon Locusta verbindende Segmente irmerhalb des eigent- 
lichen Lampenbfirstenchromosoms. In beiden Fi~llen sind diese Zwischen- 
stiicke nieht mit loops, sondern wie die freien Nukleolen mit stark licht- 
breehenden Kugeln besetzt und treten daher als gesonderte Bereiche aus 
dem sonst einheitlieh gestalteten Chromosomenverband hervor (vgl. 
Abb. 8a in tt~ss, 1966, und Fig. 34 und 43 in CAn~A~, 1966, mit Abb. 9 
oben, S. 342). 

Hinsiehtlieh der morphologischen Erscheinungsform, der I~NS-Sym 
these un4 dutch das Vorkommen yon DNS stimmen die Locusta-Perl- 
schnurstrs mit den Axolott-Nukleolen iiberein. Ein Unterschied scheint 
lediglich in der Anordnung der nutdeoli~ren DNS-Anlagen zu bestehen. 
Diese 16sen sieh beim Axolotl in einzelnen Segmenten von den Chromoso- 
men ab, wi~hrend sic bei Locusta in Form langer Schniire am Bfldungsort 
im Chromosomenverband eingegliedert bleiben miiBten. 

Allerdings darf nieht fibersehen werden, dab auch in den Locusta- 
Kernen neben den Perlsehnurabsehnitten einzelne kugelfSrmige Struktu- 
ten vorkommen, n~mlieh die #-Kugeln. Die Ahnliehkeit mit den freien 
Amphibien-Nukleolen ist zwar insofern gering, als die fl-Kugeln zu kei- 
hem Entwieklungszeitpunkt eine den Verhgltnissen beim Axolotl analoge 
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]?erlschnurstruktur annehmen, ]edoch bestehen die fi-Kugeln yon Locusta 
wie viele Nukleolen (H~S~TL, 1957) aus Mark und Rindenschicht und tra- 
gen an der Peripherie stark liehtbrechende Granula. In l~bereinstimmung 
mit den Amphibien-Nukleolen treten die fl-Kugeln nahe an der Kern- 
membran auf und h&ngen auf noeh ungekls Weise an den Lampen- 
bfirstenchromosomen. Da die fi-Kugeln sehr klein sind, kann fiber ihren 
RNS-Stoffwechsel noch nichts ausgesagt werden. Im Gegensatz zu den 
Amphibien-Nukleolen erscheinen die fl-Kugeln jedoch in stark varfieren- 
der Anzahl, die keine Beziehung zu den verschiedenen Altersstufen der 
Oocyte aufweist. Da auch keine Abgabe der/~-Kugeln in das Ooplasma 
beobachtet wurde, scheinen sie wirklich in unterschiedlicher Anzahl vor- 
zukommen. Dieses wfirde gegen die funktionelle Wichtigkeit dieser Kern- 
organellen sprechen. Es kSnnen deshalb bei dem gegenw~rtigen Stand 
der Untersuchungen eher die Perlstrukturstr~nge als die fl-Kugeln mit 
der Nukleolenfunktion in Znsammenhang gebracht werden. 

Einerseits ist aus theoretischen Erw~gungen die Existenz eines 
Nukleolus ffir die ooplasmatisehe Waehstumsphase der Locusta-Oocyten 
zu fordern; andererseits ist die morphologische und funktionelle ~hnlich- 
keit zwischen den Locusta-Perlsehnurchromosomen und den Axolotl- 
lqukleolen evident. Es steht jedoch noch aus, wie weit die Homologisie- 
rung vorgenommen werden kann. 

Folgende Denkm5glichkeiten sind gegeben: 
1. Die den Perlschnurstrukturen zugrunde liegenden Chromosomen- 

abschnitte sind ein in allen Zellen vorhandener Bestandteil des Genoms. 
2. Es handelt sich nm eine besondere Keimbahn-DNS, die etwa wie 

bei Ascaris megalocephala jeweils in den prospektiven Somazellen dimi- 
nuiert wird. 

3. Eine yon der normalen Chromosomenreplikation unabh~ngige 
DNS-Synthese ffihrt, w&hrend die Gesamtheit der tibrigen Gene den phy- 
siologisch tetraploiden Zustand beibehi~lt, zu Beginn jeder Oogenese zur 
Vervielfaehung eines oder weniger Genorte, die ira Falle yon Locusta 
naeh Beladung mit Ribonukleoproteiden als Perlsehnurstr~tnge in Er- 
scheinung treten. J~hnliche Verhgltnisse scheinen neben den Amphibien 
(MILLEI~, 1964; CALLAI~NI, 1966) aueh bei Dytisciden (U~BA~I u. RUSSO- 
CAIA, 1964)und Tipuliden (BAYt{EUTttER, 1956; LI~A-DE-FARIA, 1962) 
vorzuliegen, wo auffgllige DNS-KeimbahnkSrper gebildet werden, die 
zumindest im Falle der Dytisciden am RNS-Stoffwechsel des Oocyten- 
kerns betefligt sind (BIs.~ u. RIB~RT, 1966). Bei Locusta werden weitere 
Versuche durchgeffihrt, die entscheiden sollen, ob die DNS der Perl- 
schnursegmente zu Beginn jeder Oogenese neu gebi]det wird. So]lte dies 
zutreffen, so ware zu prfifen, warm die Perlschnurabschnitte wieder aus 
dem iibrigen Genbestand entfernt werden und ob es sich um terminale 

25* 



366 W. KvNz: 

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 Gegeni~berstellung 

zu den Funktionsstrukturen yon Drosophila 

Ein Vergleich der Lampenbfirstenchromosomen yon Locusta mit den 
sehr genau untersuchten Amphibienchromosomen (CALLAN U. LLOYD, 
1960) kann ebenso zum Verst~tndnis der Heuschrecken-Ooeytenchromo- 
somen beitragen wie eine Gegeniiberstellung mit den Funktionsstruk~u- 
ren in den Spermatocytenkernen yon Drosophila (MEYER, 1963), die bis- 
her den einzigen fiberzengenden Nachweis der Lampenbfirstenstruktur 
bei Insekten darstellen. Die Locusta-Lampenbfirstenchromosomen be- 
stehen wie die der Amphibien aus einer Achse mit seitlichen Schleifen. 
Die Schleifen gleichen den ,,normal-loops" der Molche, sind abet, ver- 
mutlieh im Zusammenhang mit dem geringeren DNS-Gehalt des Genoms, 
etwa vierma] kleiner. Aus diesem Grunde st6Bt die Analyse der Heu- 
schreckenchromosomen auf erhebliche Schwierigkeiten. Siehere 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 ffir 
die Amphibien-Lampenbfirstenchromosomen charakteristisch sind und 
dort als besonders auffallige Markierungspunkte die Identifizierung be- 
stimmter Chromosomenabschnitte erm6glichen. 

Die Chromosomen in den Oocyten yon Locusta gleichen hinsichtlieh 
der Vielzahl ihrer Sehleifen viel mehr den Lampenbfirstenchromosomen 
der Molche als den Strukturen in den Spermatocytenkernen yon Droso- 
phila, wo nur wenige loops nachgewiesen wurden. Die Ahnlichkeit chro- 
mosomaler Funktionsstrukturen scheint eher vom Aufgabenbereich der 
Zellkerne als vom Verwandtschaftsgrad der Tierarten abzuhi~ngen. ])er 
auff~llige Untersehied zwisehen den Ooeyten und den Spermatoeyten 
hinsichtlich ihrer Xerngr6Be und der Chromosomenstruktur l~13t sich 
wahrseheinlich auf eine unterschiedliehe funktionelle Beansplsachung des 
Genoms znriiekffihren. 

Die Zunahme des Kernvolumens bei vermehrter RNS-Synthese ist 
plausibel. Da offensiehtlich nur aufgeloekerte Chromosomenbereiehe zur 
l~NS-Bfldung bef~higt sind (PELLING, 1959, 1964, 1966 ; GALL U. CALLAS, 
1962 ; PIn, SCOTT u. BENDER, 1962 ; HJ~NDE~SON, 1964), muB durch Erwei- 
terung des Kerns Raum fiir feinfibrfl]s Ausspulungen gesehaffen wer- 
den. AuBerdem erfordert eine verst~trkte l~NS-Bfldung einen gr6Beren 
Pool an Vorstufen ffir die Syntheseprodukte. In ]~bereinstimmung damit 
enthalten bei ein und demselben Tier die groBen Kerne meist ein dlffus 
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vertefltes Chromatin, die kleinen mehr kompakte Strukturen. Ffir diese 
Regel liefert besonders der Vergleieh der groBen 0oeytenkerne mit den 
viel kleineren Kernen der Spermatocyten ein eindrueksvolles Beispiel. In 
beiden Fallen liegt ein bereits reduplizierter Chromosomensatz vor, je- 
doch sind die Ooeytenehromosomen vollstgndig aufgelockerte Lampen- 
bfirstenchromosomen, die Spermatoeyten-Bivalenten dagegen meist 
kompakte, stark feulgenpositive Strukturen. Bei Drosophila enthalten 
die Spermatoeytenkerne zwar ebenfalls Lampenbiirstensehleifen, jedoeh 
nur in geringer Anzahl sls Bildungen eines einzigen Chromosoms. 

Diese morphologischen Unterschiede gehen offensiehtlieh auf eine 
verschiedene funktionelle Beanspruehung der Kerne zurtick. Die Sper- 
matoeyten haben wie die Somazellen einen recht begrenzten Aufgaben- 
bereich. Selbst bei intensivem Stoffwechsel braucht nur ein Tell des 
Genoms Funktionsstrukturen auszubilden. Die wachsenden Eizellen sind 
dagegen weniger spezialisiert; denn die Aufgabe des 0oeytenkerns be- 
steht in der Steuerung des Aufbaus der noeh weitgehend undifferenzierten 
Cytoplasmamenge eines Embryos, der zun~chst in Form der einkernigen 
Eizelle heranws bevor er naeh der Befruehtung des Eikerns in raseh 
aufeinanderfolgenden Mitosen und Furchungen in Einzelzellen zerg]ie- 
dert wird. Im Laufe des Oocytenwaehstums ~ird das Cytoplasma eines 
ganzen Keimes aufgebaut, dessen Einzelzellen yore Beginn der Embryo- 
genese an arbeitsfs sein miissen, aber erst relativ sparer mit einer eige- 
nen RNS-Synthese beginnen (G~oss, 1964). Deshalb muB wghrend der 
Oogenese nieht nur eine grol~e Menge, sondern aueh eine be~ehtliehe Viel- 
zahl versehiedenartiger Proteine gebildet werden, damit die Embryonal- 
zellen fiber a]le Fermentsysteme des Grundstoffweehsels verffigen. Dieser 
Forderung entspreehen die morphologisehen und autoradiographisehen 
Ergebnisse an Lampenbiirstenchromosomen, an denen die Entfaltung 
und Syntheseaktivit~t eines Gro~tefls aller Gene wahrscheinlich gemacht 
werden konnten (GALL u. CALLAN, 1962 ; vgl. S. 356ff.). Der ungewShnlieh 
groge Kernraum des 0ocytenkeimbl~schens ist vermutlich eine Voraus- 
setzung fiir chromosomale Auflockerungen und Syntheseprozesse derarti- 
gen Umfangs. 

Zusammenfassung 

1. Die Kerne der waehsenden Ooeyten von Locusta migratoria wurden 
isoliert und im unfixierten Zustand mit Phasenkontrastoptik untersucht. 
Sie enthalten fgdige Strukturen, die paarig angeordnet sind. Ihre Chro- 
mosomennatur wird durch die Empfindlichkeit gegeniiber DNase wahr- 
scheinlich gemacht. Die Chromosomenf~den tragen grS~tentefls wie die 
Lampenbiirstenehromosomen der Amphibien zahlreiehe seitliche Schlei- 
fen (loops). Ein kleinerer Tefl, dem die loops fehlen, ist mit stark lieht- 
brechenden Gran~ besetzt (Per]schnurabschnitt). Die lichtmikroskopisch 
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sichtbare Basophflie der Kernstrukturen verschwindet nach RNase-Be- 
handiung. 

2. Der EirffluB des Ionengehaltes verschiedener SalzlSsungen auf die 
Sichtbarkeit der Chromosomen im isolierten Kern wurde geprfift. In  
hypertonen Medien ziehen sich die Lampenbfirstenchromosomen und die 
Perlschnurabschnitte stark zusammen. In  Stickstoffatmosphs und bei 
tiefer Temperatur  verschmelzen die Perlschnursegmente durch Grana- 
verklebungen zu wenigen groBen Klumpen. Nach Zurfickffihrung in ~qor- 
malbedingungen wird dcr Ausgangszustand wieder hergestellt. 

3. Ha-Uridin wird in situ und in vitro bereits nach 8 min in deutlichem 
Umfang in die RNS an den ChromosomenfKden eingebaut. Nach l/~ngeren 
Inkubationszeiten sind die Perlschnnrstr/~nge starker markier t  als die 
Lampenbfirstenchromosomen. 

4. Durch Actinomycin wird die RNS-Synthese allmi~hlich blockiert. 
Dabei ziehen sich die Perlschnurstr/inge und die Lampenbfirstenchromo- 
somen in fortschreitendem Mal~e zusammen. I m  Gegensatz zu der durch 
K/~lte und Hypertonl6snng hervorgerufenen Chromosomenkontraktion 
kommt  es hierbei abcr nur zu geringffigigen Verschmelzungen der Perl- 
schnurgrana. Nach l~ngerer Einwirkungsdauer des Actinomycins ver- 
mindern sich die RNS-haltigen Grana der Perlschnnrabschnitte in zu- 
nehmendem AusmalL 

5. Die funktionelle Bedeutung der Perlschnursegmente wird disku- 
tiert. Auf Grund ihrer einheitlichen Struktur,  der Ahnlichkeit mit  den 
Amphibiennukleolen und der Eigentfimlichkeit ihres RNS-Stoffwechsels 
wird vermutet ,  dab sie den Nukleolen dcr Amphibien entsprechen, abet 
hintereinander im Chromosomenverband eingeschaltct sind. 

Meinem verehrtem Lehrer, Prof. Dr. K. BIV.R, danke ich fiir die st~ndige F6rde- 
rung der Arbeit. Weiterhin danken Prof. B I ~  und ich tterrn Prof. Dr. J. G. GALL 
ffir freundliche Hinweise und Herrn Prof. Dr. J. K]~z]m ffir die Mitteilung noch 
nicht verSffentlichter Beobach~ungen. 
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