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E i n l e i t u n g
Während das Lamellensystem der Chloroplasten bei höheren Pflan

zen in Grana- und Intergranabereiche differenziert ist, ist bei den mei
sten Algen das Stroma der Chloroplasten von gleichartig ausgebildeten 
Thylakoiden durchzogen. Bei den Conjugaten dagegen konnten neben 
den nichtdifferenzierten Thylakoiden bei verschiedenen physiologischen 
Umständen auch granaähnliche Bildungen beobachtet werden. Bei Micra- 
sterias papillijera ( C h a r d a r d  und R o u i l l e r  1957), Micrasterias 
truncata ( Ma r c e n k o ,  unveröffentlicht), Mougeotia ( Ka j a  1966), Zy- 
gnema ( C h a r d a r d  1967), Mesotaenium und Peniurn ( C h a r d a r d  
1964) kommt spontan eine Granastruktur vor; bei Micrasterias rotata 
(D r a w e r t und M i x 1961) ist die Chloroplastenstruktur dagegen vom 
physiologischen Zustand der Zelle abhängig.

Unter Umständen konnte man auch bei einigen anderen Algen aus 
dem Stamm der Chlorophyta eine Granastruktur, nämlich die s. g. »Pseu- 
dograna« beobachten; so z. B. bei Carteria (Volvocales, L e m b i und 
L a n g  1965), Protosiphon botryoides (Chlor ococcales, B e r k a l o f f  
1967), bei Verdunkelung der Zellen von Acetabularia (Dasycladales, W e r z 
1966) und bei autotrophen Zellen von Chlamydobotrys (Volvocales, Wi e s -  
s n e r und A m e l u n x e n  1969).

Bei der Desmidiaceae Netrium digitus wurde die Granastruktur licht
mikroskopisch von K o p e t z k y - R e c h t p e r g  (1955) beschrieben, die 
besonders bei Verdunkelung von Zellen deutlich zum Vorschein kommt.
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Diese Befunde wurden durch eigene Versuche bestätigt. Deshalb erschien 
es interessant zu sein die Chloroplastenstruktur von Netrium auch elek
tronenoptisch zu untersuchen.

M a t e r i a l  u n d  M e t h o d e n
Die Algen wurden in der Lösung von P r i n g s h e i m  (1954), wie 

bereits früher beschrieben ( M a r c e n k o  1966), kultiviert.
Mitochondrienfärbungen wurden mit Visbagrün (1:50.000 in Nährlö

sung verdünnt, 2 Std) durchgeführt.
Das Chlorophyll wurde nach der Methode von A r n o n (1949, in 

H o l d e n  1965) mit Hilfe eines Spektrophotometers »Specol« bestimmt.
Als Beweis für die Vitalität der Zellen nach den Verdunkelungspe

rioden diente das Vorkommen der Cytoplasmaströmung.
Für elektronenmikroskopische Untersuchungen wurden lebende Al

gen (sowohl die belichtete Kontrolle als auch die dunkelgehaltenen Zel
len) bei niederen Umdrehungszahl (1000 U/Min) zentrifugiert und teil
weise in 2%-igen Agar eingebettet. Die Fixierung des Materials (teils in 
Agarblöckchen eingebetteter, teils nicht eingebetteter Zellen) erfolgte in 
l°/o-iger Lösung von 0s04 mit Na-Veronal Puffer (pH 7,2; 2, Std), oder 
in 4°/o-iger Lösung von Glutaraldehyd mit Cacodylatpuffer (pH 7,2; 30 
Min.) und darauffolgender Postfixierung mit 1%-igen Os04 (2 Std). Der 
Entwässerung mit Ethanol folgte die Einbettung in Araldit. Fixierung 
und Entwässerung wurden bei ca 1° C ausgeführt. Die Schnitte wurden 
mit Bleicitrat nach R e y n o l d s  (1963) kontrastiert. Die elektronenmi
kroskopischen Aufnahmen wurden mit dem Siemens Elmiskop I des In
stitutes für Biologie der Universität Zagreb hergestellt.

E r g e b n i s s e  u n d  D i s k u s s i o n  
a) Lichtmikroskopische Befunde

In der Zelle der verwendeten Netrium-Kulturen kann man zwei 
Chromatophore beobachten die aus einem axialen Cylinder und sieben 
sternartig ausgehenden Rippen bestehen (Abb. 1). Die Vorgefundene Zahl 
der Rippen (7) ist in Übereinstimmung mit den Angaben von B i e b e 1 
(1964) und W e s t  & W e s t  (1904) für Netrium digitus. K o p e t z k y -  
R e c h t p e r g  (1955) gibt für seinen Stamm jedoch an, dass die Chloro- 
plasten mit neun Rippen versehen waren. Der Rand jeder Rippe ist ge
lappt und die Lappen abwechselnd zu beiden Seiten abgebogen. Nur ein 
dünner Cytoplasmabelag trennt die Chloropiasten von der Zellwand.

Nach Verdunkelung der Zellen (über zwei Wochen) kommt es zu 
Veränderungen, die z. Teil von K o p e t z k y - R e c h t p e r g  (1955) aus
führlich beschrieben wurden. Hauptsächlich handelt es sich um eine 
Kontraktion und ein Zurückziehen der beiden Chloropiasten von der 
Zellwand — besonders im Gebiet der Pole und der Zellmitte (Abb. 2, 3 
und 4). Dabei nimmt das Chloroplastenvolumen ab, die Reservesubtanzen 
werden abgebaut, die Zahl der charakteristischen Plasmastränge wird 
vermindert und es kommt zu einer unregelmässigen Vernetzung der 
durch Zerklüftung entstandener kleineren Stränge, die oft pendelnde Be
wegung zeigen. Diese Plasmastränge sind sehr wahrscheinlich im engen 
Zusammenhang mit den Mitochondrien, da in ihnen nach Behandlung 
mit Visbagrün eine blaue körnerartige Färbung sichtbar wird. Ob gan
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ze Stränge mit Mitochondrien identifiziert werden können, wie D ra -  
w e r t (1961) dies vermutete, konnte nicht mit Sicherheit festgestellt 
werden, da man diese Stränge im elektronenmikroskopischen Bild nicht 
vom übrigen Plasma klar unterscheiden kann.

Nach einer Verdunkelung von mehr als 10 Tage wird in den Chlo- 
roplasten lichtmikroskopisch eine mehr oder weniger deutlich ausge
prägte granaartige Struktur sichtbar, die besonders um das zentrale Py- 
renoid sowie in älteren Zellen sichtbar wird (Abb. 3). Es tritt dann 
langsam ein Absterben der Zellen ein. Der Chlorophyllgehalt sinkt bei 
Lichtabschluss während der ersten 10 Tage in bezug auf die Kontrolle 
nicht. Weitere Messungen nach längeren Zeitabschnitten sind nicht ver
lässlich, da in diesem Fall ein Teil der Zellen bereits abgestorben war.

Nach etwa 4 Wochen Verdunkelung verlieren die Chloroplasten ihr 
typisches Aussehen und die Endlappen der Chloroplasten verschmelzen 
langsam zusammen (Abb. 2, 3 und 4). An der Peripherie der Chloropla
sten werden in vielen Zellen homogene vakuolenartige Regionen sichtbar 
(Abb. 2), die im Fluoreszenzmikroskop keine Fluoreszenzerscheinungen 
und auch im Dunkelfeld keine Strukturierung erkennen lassen.

Erst nach einem Monat Verdunkelung konnte ein höheres Absterben 
der Zellen beobachtet werden. Von den noch nach einem Monat leben
den Zellen (Beweis: Plasmaströmung) waren aber bereits etwa 30°/o irre
versibel geschädigt, was durch weitere Kulturversuche nachgewiesen 
werden konnte.

b) Elektronenmikroskopische Befunde
Die Feinstruktur der Chloroplasten der im Licht kultivierten Kon

trolle zeigt im Stroma durchgehende Lamellenschichten, die aus meist je 
zwei parallel liegenden Thylakoiden bestehen. Die Thylakoide können 
einzeln oder in mehr oder weniger dichten (aufgeschichteten) Stapeln 
angeordnet sein (Abb. 5). Das Stroma ist mehr oder weniger stark aus
gebildet. In sämtlichen Bildern (besonders nach Os04 Fixierung) sind die 
Lamellen der Thylakoide teilweise »aufgebläht«. Granaähnliche Struk
turen (sonst üblich bei Conjugaten) konnten in der Kontrolle nur aus
nahmsweise gefunden werden. Möglicherweise handelt es sich in die
sen Fällen um ältere Zellen.

Bei einem 10-tägigen (oder längeren) Lichtabschluss kann man in 
der Regel Partien mit ausgeprägter Granaausbildung (»Pseudograna« 
nach L e m b i  und L a n g  1965, auch B e r k a l o f f  1967) vorfinden 
(Abb. 7 und 8). Oft kann man innerhalb der Thylakoide ein »blindes« 
Ende (Abb. 6 f) beobachten (auch in der belichteten Kontrolle), das 
durch eine Einfaltung der Thylakoidmembran entstanden ist, und als 
ein Teilungsstadium der Lamellenstruktur gedeutet wird ( Ka j a  1966, 
B e r k a l o f f  1967). Auch bei höheren Pflanzen wurden solche »Ver
schiebungen« der Chloroplastenmembranen als Entwicklungsstadien ge
deutet ( W e h r m e y e r  1964). Ob es sich bei der Granabildung, die 
nach Verdunkelung der Zellen entsteht, um eine Neubildung der Grana- 
lamellen handelt, wie es bei der Verdunkelung der Zellen von Aceta- 
bularia von W e r z  (1966) angenommen wird, ist zur Zeit schwer zu 
sagen. Im Gegenteil erscheint es durchaus möglich, dass infolge der 
Chloroplastenschrumpfung, die offensichtlich durch einen Stromaschwund 
zustande kommt, die Thylakoide gewellt und gefaltet werden und auf 
diese Weise die Pseudograna bilden.
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Das Verschwinden der Stärkehülle des Pyrenoids bei einigen ver
dunkelten Desmidiaceen neben einem kompakteren Bau des Pyrenoids 
wurde von C h a r d a r d  und R o u i l l e r  (1957) elektronenmikrosko
pisch verfolgt. Nach etwa einem Monat Verdunkelung kann man bei Ne- 
triumchloroplasten ein Falten der Thylakoidstapeln beobachten. Neben 
einem teilweisen Abbau des Stroma sind weiterhin eine irreguläre Ver
teilung der Thylakoide und Grana im Stroma, wie auch eine Vergrösse- 
rung der Zahl und des Volumens der Plastoglobuli auffallend. Die an die 
Granalamellen grenzenden Plastoglobuli verschmelzen oft zu unregel
mässigen, grossen osmiophilen Gebilden (»Fleck«, Abb. 7 t)- In solchen 
Stadien sind die Zellen wahrscheinlich irreversibel geschädigt.

Ähnliche Vorgänge und Veränderungen wurden bei Verdunkelung 
der Chloropiasten höherer Pflanzen ( G e n e r o z o v a  1965) sowie bei 
der Vergilbung der Blätter ( L j u b e s i c  1968) beobachtet. Die bei den 
beiden Prozessen beschriebene Veränderungen zeigen folgende Reihen
folge: Abbau von Stromathylakoiden, »Zusammenpressen« von Grana- 
thylakoiden, ungeordnete Verteilung von Grana und Anhäufung der 
Plastoglobuli.

Z u s a m m e n f a s s u n g
Während in den belichteten Zellen von Netrium digitus die Chloro- 

plasten vorwiegend ein undifferenziertes Thylakoidsystem besitzen, 
kommt bei mehr als 10 Tage dauernden Lichtabschluss vorwiegend eine 
granaähnliche Struktur zum Vorschein. Nach etwa 4 Wochen Verdun
kelung treten dagegen irreversible Veränderungen ein, die ein Abster
ben der Zellen zur Folge haben.

Herrn Prof. Dr. Zvonimir Devide danke ich herzlichst für seine Unter
stützung bei der Arbeit.

Für die elektronenmikroskopischen Aufnahmen bin ich Frau Dr. Mercedes 
Wrischer zu Dank verpflichtet.

Frau Branka Vrhovec danke ich bestens für ihre Mithilfe bei der Anfertig
ung der Ultradünnschnitten.

►

T a f e l e r k l ä r u n g

Abb. 1. Netrium digitus, belichtete Kontrolle, lebend. 600 :1.
Abb 2. N. digitus, nach 4 Wochen Verdunkelung, lebend; vakuolenartiges Ge

bilde ( t ); 800 :1.
Abb. 3. N. digitus, nach 4 Wochen Verdunkelung, lebend; granaartige Struk

tur sichtbar; 800 : 1.
Abb. 4. N. digitus, nach 4 Wochen Verdunkelung; 460 :1.
Abb. 5. Kontrolle Chloroplastenstruktur. Fixierung 0 s 0 4; 32.000 :1.
Abb. 6. Chloroplast, nach 8 Tage Verdunkelung; Fixierung: Glutaraldehyd/ 

0 s 0 4; 45.000 :1.
Abb. 7 und 8. Chloroplastenstruktur nach 4 Wochen Verdunkelung mit Pseudo- 

granabildung. Fixierung: Glutaraldehyd/Os04; osmiophiles Gebilde 
( t )• Abb. 7. 45.000 :1 ; A.bb. 8. 56.000 :1.
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Abb. 1— 4.



Abb. 5— 8.
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S U M M A R Y

C H A N G E S IN  TH E  C H L O R O P L A S T -U L T R A S T R U C T U R E  O F N E T R IU M  D IG IT U S  
(D E S M ID IA C E A E ) A F T E R  A  P E R IO D  O F D A R K N E S S

Elena Marcenko 
(Institu t »R u d er B oskovi6«>

In illuminated cells of Netrium digitus the majority of the ehloro- 
plasts contains a more or less undifferentiated thylakoid system. After 
periods of darkness (of ten days and more) a predominant grana-like 
structure (»pseudograna«) appears in the chloroplasts.

S A D R Ž A J

P R O M JE N E  U  U L T R A S T R U K T U R I K L O R O P L A S T A  V R S T E  N E T R IU M  D IG IT U S  
(D E S M ID IA C E A E )  N A K O N  P E R IO D A  T A M E

Elena Marcenko
(Institu t »R u d er B o šk o v ić « )

U osvijetljenim stanicama vrste Netrium digitus većina kloroplasta 
sadrži manje-više nediferencirani sistem tilakoida. Nakon perioda tame 
(10 dana ili više) u kloroplastima javljaju se pretežno strukture slične 
grana-područjima (»pseudograna«).
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