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kleinen Kugeln vorhanden. Der hyaline Zellkern ist fast
immer zu erkennen (Abbildung). Untersucht man da-
gegen die Samenschalen spiter als 32 Stunden vom Be-
ginn der Quellung ab oder erst nach dem Hervortreten
der Wurzelspitze, so filit folgender Unterschied zu den
bis 32 Stunden gequollenen auf: die den Wurzelpol der
Schale bildenden Zellen sind jetzt bedeutend gréBer ge-
worden, die Zellwdnde viel diinner, die Reservestoffe
sind ganz oder fast ganz verschwunden {Abbildung).
Die so verdnderte Zone liegt stets am Wurzelpol der
Schale und ist 13-17 Zellen hoch, Die zahlreichen Zellen
der ganzen iibrigen Schale dagegen haben noch dasselbe
Aussehen wie frither. Erst auf etwas spateren Keimungs-
stadien vergrofern sie sich unter gleichzeitiger Verdin-
nung ihrer Winde ebenfalls. Auch die Reservestoffe sind
in der Form, in welcher sie vorher vorhanden waren,
nicht mehr erkennbar, Dafiir liegen in diesen Zellen jetzt
ein, manchmal zwei groBe 6lige Tropfen.

Man hat zunidchst den Eindruck, die Zellen des Wur-
zelpols seien abgestorben. Genauere Beobachtung ergibt
aber, daB auch jetzt noch ein lebender Zellkern vorhan-
den ist. Die Zellen sind gut plasmolysierbar. Plasmolyse
und Deplasmolyse lassen sich dreimal hintereinander
wiederholen, ohne daB eine sichtbare Schadigung des
Plasmas eintritt. Die Zellen sind sehr widerstandsfihig.
Man kann die isolierten Schalen in diesem Stadium min-
destens 3 Tage lang in einem Tropfen Leitungswasser
mit Deckglas bedeckt aufbewahren; sie zeigen danach
noch normale Plasmolyse, wiahrend die zahlreichen iib-
rigen Zellen bereits abgestorben sind. Dieser erst kurz
vor der Keimung auftretende Gradient, welcher in der
plotzlich einsetzenden Aktivitit einer kleinen Gruppe
von bestimmt gelegenen Zellen der fertig ausgebildeten
Samenschale besteht, ist bemerkenswert.

Fiir einen Keimling ist es lebensnotwendig, dafl zuerst
die Wurzel aus der Samenschale austritt. Sie befestigt
den Keimling im Boden und fiihrt ihm Wasser und an-
organische Nahrstoffe zu, ohne welche er rasch zugrunde
gehen wiirde. Es scheint uns so — im Hinblick auf den
Nutzen — verstandlich, daB wihrend der Keimung die
Waurzel zuerst erscheint (nur wenige Pflanzen sind be-
kannt, bei welchen zuerst die Kotyledonen die Samen-
schale durchbrechen!). Vom entwicklungsphysiologi-
schen Standpunkt aus ist jedoch die Situation durchaus
nicht klar. Sie wird im allgemeinen als selbstverstindlich
hingenommen. Auch wenn man die — bisher durch keine
genaue Untersuchung gestiitzte — Annahme macht, daB3
die Keimung ausschlieBlich mit Wurzelwachstum be-
ginnt, so hat dies, wenigstens bei geraden Embryonen,
wie den vorliegenden, nicht automatisch zur Folge, da3
die Wurzel zuerst die Samenschale durchbricht. Der mit
einsetzendem Wurzelwachstum entstehende Druck wird
sich auf die beiden gegeniiberliegenden Enden der Schale
auswirken miissen. Welches Ende zuerst durchstoBen
wird, hangt bei gleich festem Bau der beiden Schalenpole
davon ab, ob der Scheitel der Kotyledonen oder der-
jenige der Wurzel spitzer ist. Sind aber erhebliche Unter-
schiede in der Festigkeit der Samenschale zwischenKeim-
blattpol und Wurzelpol gegeben, so wird derjenige Teil
des Embryos als erster durchbrechen, welcher auf den
geringsten Widerstand trifft, gleichgiiltig, ob der Kei-
mungsbeginn auf Wurzelwachstum, Hypokotylwachs-
tum, Kotyledonenwachstum oder auf dem gleichzeitig
einsetzenden Wachstum aller drei Organe beruht,

Durch die Verdiinnung der Wiande wird die Festigkeit
des Zellverbandes herabgesetzt, durch das Wachstum
der Zellverband ausgeweitet. Beide Vorginge, welche

1 G. KiEBs, Beitrdge zur Movphologie und Biologie der Keimung
(Untersuchungen aus dem Botanischen Institut zu Tiibingen, 1883).
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kurz vor der Keimung einsetzen, miissen das Austreten
der Wurzelspitze vor den Kotyledonen stark begiinsti-
gen. {In gleichem Sinne wirkt wohl auch eine durch Ge-
webespannung herbeigefithrte Spreizung der Kotyledo-
nen, welche nurin frithen Keimungsstadien vorhandenist.)

Dies scheint mir die einzig mogliche Bedeutung des
eigenartigen Gradienten zu sein. Die Samenschale hitte
im vorliegenden Fall anf Grund der Befunde und der
obigen Auseinandersetzungen nicht nur Schutzfunktion,
sondern sie wiirde durch den Gradienten das Hervortre-
ten der Wurzel vor den Keimblittern bedingen. Der Kei-
mungsvorgang bei Crepis capillaris schlieBt sich an jene
von KLEBs! erwihnten, allerdings nicht hiufigen Fille
an, in welchen sich die Keimung durch praformierte
(anatomisch — vor allem in zeitlicher Hinsicht — nicht
genauer untersuchte) RiBstellen oder unter Absprengung
eines Deckels vollzieht (KLEBS hat nicht in Betracht ge-
zogen, dal} die praformierten Stellen gleichzeitig das Her-
vortreten der Keimbldtter verhindern koénnten). Eine
Frage (unter verschiedenen andern) bleibt: weshalb der
Gradient erst kurz vor der Keimung gebildet wird. Bei
der Untersuchung anderer Crepisarten und verschiedener
anderer Compositen wurden zum Teil ganz analoge Ver-
hiltnisse gefunden. Es fehlen aber auch nicht Fille, in
welchen die Differenzierung bereits in der fertig ausge-
bildeten Samenschale vollzogen ist, andere, in welchen
sie iberhaupt nicht stattfindet.

Die mit Unterstlitzung der Freien akademischen Stiftung ausge-
fithrten Untersuchungen werden fortgesetzt. E. HEITZ

Botanische Anstalt der Universitdt Basel, den 19. Sep-
tember 1948.
Summary

In the seed-coat of Crepis capillaris a gradient is
formed shortly before the germination. It consists in
the growth of all the cells in a small, sharply delimited
area at the end around the root-tip. This process takes
place under a decrease of the thickness of the walls
and a consumation of the reserve materials of the cells.
The rest of the cells in the shell, which can not be
distinguished from the cells of the pole during and after
the swelling, remain at the same time unchanged. It is
supposed that the gradient causes the germination of
the root prior to the cotyledones. The investigations
are being continued.

1 G. Kiess, L c.

Mitochondrien und Citrullinsynthese
in der Leber

Wir haben kiirzlich Versuche tiber die Citrullinbildung
in Fermentprdparaten mitgeteilt, die aus Leberhomoge-
naten nach der Methode von CoHEN und Havano! durch
mehrfaches Zentrifugieren und Auswaschen mit isotoni-
scher KCl-Losung hergestellt wurden (Verh. Schweiz.
Vereins Physiol. Pharmakol., Bern, 3. Juli 1948%). Es
zeigte sich, dafl im Verlauf mehrerer Auswaschungen mit
der KCI-Losung die Fahigkeit zur Citrullinsynthese aus
Ornithin, Glutaminsdure und Ammoniumsalz bestandig
abnimmt, wihrenddem das Fermentprdparat auch nach
wiederholtem Auswaschen kaum eine Verminderung der
Aktivitat erkennen 14Bt, wenn die Glutaminsiure und
das Ammonsalz durch Glutamin ersetzt wird. Wir ver-
suchten darauf, unser Priparat weiter zu «reinigen», d.h.

1 P, P. CoueN und M. Havawno, J. Biol. Chem. 172, 405 {1948).
2 F, LEuTtHARDT, A. F. MOLLER und H. NigLseN, Helv. physicl.
acta, im Druck.
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zu einer moglichst gut definierten homogenen Suspen-
sion der aktiven Fermente zu gelangen. Durch 10 Minu-
ten langes Zentrifugieren bei 1500 g kann das aktive
Material aus dem in isotonischer KCl-Losung bereiteten
Homogenat vollstindig sedimentiert werden. Wir ver-
muteten, daf3 das Sediment die Mitochondrien enthalt
und daB diese Elemente an der untersuchten Synthese
beteiligt seien. Es ist uns der Nachweis gelungen, daB die
Citrullinsynthese aus Ornithin tatsidchlich durch die Mi-
tochondrien der Leberzelle bewerkstelligt wird.

Die Mitochondrien der Leber sind von HoceBoowm,
Scu~NeIDER und PALLADE! isoliert worden. Die haupt-
sidchlichste Schwierigkeit, die sich ihrer Abtrennung von
den iibrigen Zellbestandteilen entgegenstellt, liegt in
ihrer Agglutination durch Elektrolytlosungen. Die ge-
nannten Autoren sind durch Verwendung einer 0,88-Mol-
Saccharoseldsung zum Ziel gelangt. In der Rohrzucker-
1osung verkleben die Mitochondrien nicht, sondern sie
bleiben isoliert und behalten ihre urspriingliche Form
bei. {Die schiadliche Wirkung von NaCl-Losungen auf
das Chondriom von Pflanzenzellen war schon GUILLIER-
MonND? bekannt, der fiir die intravitale Beobachtung der
Mitochondrien bereits die Verwendung einer 7,5-109%-
Lasung von Rohrzucker empfahl) Fiir unsere Zwecke
erwies sich die Verwendung von Rohrzucker als unge-
eignet. Saccharose gibt bei der Citrullinbestimmung nach
der Methode von GoORNALL und HUNTER-ARCHIBALD?
eine unspezifische Gelbfirbung, welche die kolorimetri-
sche Bestimmung verunmoglicht. Es muflte daher eine
Waschfliissigkeit gesucht werden, die diesen Nachteil
nicht zeigt. Wir fanden, da8 Mannit sich zum Auswa-
schen eignet und bei der Citrullinbestimmung nicht stort.
Wir sind daher folgendermaBen vorgegangen (die ganze
Aufarbeitung erfolgt bei 0°):

20 cm?® eines auf die iibliche Weise im Apparat von PorTER und
Ervenjem? unter Eiskithlung in isotonischer KCI-Losung bereiteten
25%-Leberhomogenats (Ratte} wurden 10 Minuten in der Kiltezen-
trifuge bei 1500 g zentrifugiert und das Uberstehende verworfen. Der
Riickstand wurde im halben urspriinglichen Volumen 5,759%iger
Mannitlsung aufgenommen, nochmals 10 Minuten unter den glei-
chen Bedingungen zentrifugiert und das gelblich klare Uberstehende
abermals verworfen. Der Riickstand wurde erneut in etwa 6 cm3
Mannit aufgenommen und 3-5 Minuten bei 1500 g zentrifugiert. Es
hat nun eine Trennung der festen Bestandteile statigefunden: der
gut absitzende Rickstand, der die ErythrozZyten, intakte Zellen, die
Kerne der Leberzellen enthilt, ist hellrot gefirbt; das Uberstehende
stellt eine milchige homogene Suspension dar. Wird der Rickstand
noch 2-3mal wahrend je 1 Minute mit der Mannitlésung gewaschen,
so ist er vollig inaktiv. Die gesamte Aktivitit befindet sich in der
iiberstehenden weiBlen Suspension, die pro mg N gegeniiber dem ur-
spriinglichen Praparat eine bedeutend gesteigerte Citrullinbildung
zeigt.

Die histologische Untersuchung 146t erkennen, daB
die Suspension aus Korperchen verschiedenen Durch-
messers, von der Grenze der Aufldsbarkeit bis etwa 2 u,
besteht; die sich mit Janusgriin anfirben lassen. Es wird
allgemein angenommen, daB Janusgriin sich elektiv auf
den Mitochondrien fixiert. Die isolierten Granula neh-
men nach Behandlung mit einer 0,05%,,-Losung von
Janusgriin wihrend 20-30 Minuten den Farbstoff auf
wie in der intakten Leberzelle. Durch Anilinsdurefuchsin
nach ALTMANN fdrben sie sich nach vorheriger Fixierung
in 29%-Osmiumsiure (nach HogeBoom und Mitarbeiter?
1 Vol. 4% OsO,+ 1 Vol. Suspension, 24 Stunden im Eis-

1 G,H.HoceBooM, W.C. ScHNEIDER und G, E.PaLLaDE, J.Biol.
Chem. 172, 619 (1948),

2 M. A. GuiLLiErRMOND, Rev. gén. de Bot. 31, 372 (1919).

3 A. G. GorNALL und A. HUNTER, Biochem, J. 35, 650 (1941). —
R. M. ArcHiBALD, J. Biol. Chem. 156, 121 (1944).

¢ V. R. Porrer und C.A. Evvesyesm, J. Biol. Chem. 114, 495
(19386).
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Abb. 1. Ausstrich der aktiven Suspension. Vergr. 1500mal, Osmiwm-
{ixierung. Farbung mit Anilinsaurcfuchsin nach AvtMann.

schrank) leuchtend rotviolett (siehe Abb. 1). Es handelt
sich also chne Zweifel um Mitochondrien. Die Ausstriche
der aktiven Priparate zeigen, dafl eine annihernd reinc
Suspension von Mitochondrien vorliegt, mit ganz ver-
einzelten Erythrozyten und Leberzellkernen. Der inak-
tive Riickstand dagegen setzt sich vornehmlich aus Zell-
triimmern, Leberzellkernen, Erythrozyten und mit wenig
zahlreichen Mitochondrien zusammen. Wir sind also be-
rechtigt, anzunehmen, daf3 die Citrullinsynthese in der
Leberzelle im Chondriom lokalisiert ist. Es ist wenig
wahrscheinlich, daB mitgeschleppte Mikrosomen bei der
Synthese eine Rolle spielen.

Die Verfolgung der Citrullinsynthese in diesen Pripa-
raten bei Gegenwart von Glutaminsidure und Ammoniak
oder von Glutamin mit und ohne Zusatz von Ammoniak
ergab genau die gleichen Resultate wie unsere friitheren
Untersuchungen mit den Suspensionen, die durch Aus-
waschen mit isotonischer KCl-Lésung gewonnen waren?.
Wir teilen als Beleg die Kurven in Abb. 2 mit, aus denen
erneut die Tatsache hervorgeht, da unter gewissen Be-
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Abb. 2. Citrullinsynthese durch Mitochondriensuspension. Alle Ansitze
{Gesamtvol. 3 cm®) enthalten Ornithin (0,0033 Mol), NaHCO, (6,0135
Mol}; Adenosintriphosphat 0,001 Mol; MgSO, 0,01 Mol; 0,3 cm® Fer-
mentsuspension (=0,85 mg N). Gasatmosphire: Sauerstoff + 5 Vol.9,,
CO,. Versuchsdauer 39 Minuten. Temperatur 38°. Abszisse: Kon-
zentration der Glutaminsdure oder des Glutamins in #Mol pro An-
satz. Ordinate: Citrullinbildung in . @ Glutaminsdure + NH,Cl
(0,0067 Mol bzw. 0,0033 Mol bei der kleinsten Glutaminsdurekonzen-
tration). @ Glutamin ohne Zusatz. O Glutamin + NH,Cl (Konzen-
tration wie bei Glutaminsiure).

1 F. LeuTHARrDT, A. F. MULLER und H. NierseN, Helv. physiol.
acta, im Druck.
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dingungen Glutamin als Citrullinbildner -wirksamer ist
als Glutaminsiure plus Ammoniumsalz, Wir werden
diese Versuche an anderer Stelle ausfiihrlich besprechen
und dort auch die Einzelheiten der Versuchsanordnung
und der Bestimmungsmethoden mitteilen.

Im Hinblick auf die elektive Farbbarkeit der Mito-
chondrien durch Janusgriin (Dimethyl-2, 7-phenyl-10-
amino- 3 -[(dimethylamino) - 4’ - benzolazo] - 6 - phenazo -
nium-10-chlorid) haben wir untersucht, ob die Citrullin-
synthese durch diesen Farbstoff gehemmt wird. Das ist
in der Tat schon bei Konzentrationen der Gréfenord-
nung 10~% bis 10=% Mol der Fall. Die Mitochondrien-
suspension bindet den Farbstoff auBerordentlich fest.
Nach Fillung der Suspension mit Trichloressigsiure er-
hilt man bei kleinen Farbstoffkonzentrationen (z. B. bis
1,6 - 10~% Mol) vollig farblose iiberstehende Losungen.
Es hat sich nun gezeigt, daB die Hemmung durch den
Farbstoff praktisch vollstindig ist, wenn man so viel
Janusgriin zusetzt, da man nach der Fillung der Sus-
pension durch Trichloressigsdure gerade eine schwach-
gefarbte iiberstehende Losung erhdlt. Man kann anneh-
men, daB in diesem Fall die Mitochondrien mit dem
Farbstoff «gesdttigt» sind. Mit abnehmender Konzen-
tration des Farbstoffs nimmt auch die Hemmung ab.
Man erhilt, wenn man die Aktivitit des Systems gegen
den Logarithmus der Farbstoffkonzentration auftriigt,
die Kurven in Abb. 3, die den typischen S-férmigen Ver-
lauf von Dissoziationskurven erkennen lassen. Wenn man
die Aktivitat des Ferments als MaB fiir den «Sittigungs-
grad» der Mitochondrien mit dem Farbstoff annimmt,
kann man aus diesen Kurven ablesen, dal die Mitochon-
drien bei einer Konzentration des Janusgriins von etwa
5 - 108 Mol zur Hilfte «gesattigt» sind. Wir betrachten
das Parallelgehen von Fermenthemmung und elektiver
Farbstoffbindung durch die Mitochondrien als weitere
Stiitze fiir unsere Annahme, da die Synthese in den
Mitochondrien stattfindet. Die Kurven zeigen, dal die
Synthese im glutaminsdurchaltigen System stirker ge-
hemmt wird als im glutaminhaltigen. Auch in dieser Tat-
sache spiegelt sich eine gewisse Uberlegenheit des Glut-
amins als Citrullinbildner. Uber die Wirkungsart des Ja-
nusgriins kénnen wir nichts aussagen.

Unsere Versuche weisen erneut auf die grofe Bedeu-
tung der Mitochondrien fiir die chemischen Umsetzun-
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Abb. 3. Hemmung der Citrullinsynthese durch Janusgriin. (Versuchs-
bedingungen siehe Abb. 2). Glutaminsdure, Glutamin: 50 uMol pro
Ansatz. Abszisse: Konzentration des Farbstoffes in uMol/cm?®. Ordi-
nate: Citrullinbildung in y. O Glutaminsdure + NH,Cl. @ Glut-
amin ohne Zusatz. Die Punkte links auBen geben die Citrullinbil-
dung ohne Farbstoffzusatz. Die schraffierte Fliche bezeichnet den
Konzentrationsbereich des Farbstoffs, in welchem die Giberstehende
Losung nach Fillung der Suspension mit Trichloressigsdure gefirbt
erscheint, in welchem also die Mitochondrien nicht mehr allen Farb-
stoff zu binden vermogen.
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gen in der Zelle hin. SceNEIDER! und HoGEBOOM und
Mitarbeiter®® haben nachgewiesen, daB wichtige Respira-
tionsfermente, Succinoxydase und Zytochromoxydase,
in den Mitochondrien angehiuft sind. Es scheint, daf die
gesamte Succinoxydase der Leberzelle sich in den Mito-
chondrien vorfindet?. Die Darstellungsmethode von
GREEN, LooMis und AUERBACH* fiir die «Zyklophorase»
aus Niere, das Fermentsystem, welches Pyruvat nach
dem Tricarbonsiurezyklus oxydiert, 1aBt vermuten, da8
auch dieses System Mitochondrien als wesentlichen Be-
standteil enthdlt. Neuerdings teilen auch LEHNINGER
und KENNEDY? Beobachtungen mit, die darauf schlieBen
lassen, daBl die Fermente der Fettsiureoxydation eben-
falls in den Mitochondrien lokalisiert sind.

Diese Arbeit wurde mit Hilfe der Fritz-Hoffmann-La-Roche-
Stiftung zur Forderung wissenschaftlicher Arbeitsgemeinschaften in
der Schweiz ausgefiihrt, der wir unseren besten Dank aussprechen.

F. LEuTHARDT und A. F. MULLER

Physiologisch-chemisches Institut der Universitit Zii-
rich, den 22. September 1948.

Summary

By differential centrifugation of rat-liver homogenates
prepared in isotonic solutions of mannitol it is possible
to obtain mitochondria in suspensions that are ap-
parently free from other cellular components. Our pre-
paration contains all of the enzymes responsible for the
conversion of ornithine to citrulline with glutamic acid
and ammonium or glutamine. The synthesis is strongly
inhibited by Janus green, which is a specific vital stain
for mitochondria.

1 W. C. SCHNEIDER, J. Biol. Chem. 165, 585 (1946).

2 G.H.Hocesoom, W.C.ScHNEIDER und G.E.PaLLApE, J.Biol.
Chem. 172, 619 (1948).

3 G. H. HogEBoOM, A.CLaupE und R.D. Horcuxkiss, J. Biol.
Chem. 165, 615 (1946),

4 D.E. Green, W.F.LoomMmis und V. H. AuErBACH, J. Biol.
Chem. 172, 389 (1948).

5 A. L. LeaNnIiNGER und E. P. KENNEDY, Fed. Proc. 7, 166 (1948).

On the Zoological Specificity of Myosin and Actin

The possibility of union of SzENT-GYBRGYI'S myosin
and actin (formation of actomyosin!), taken from dif-
ferént zoological species?, is examined. The present re-
search was done to investigate the zoological specificity
of proteins extracted from muscles.

The possibility of combining myosin and actin ex-
tracted from different muscles of the same animal had
already been demonstrated by Roézsa’s? researches. In
preliminary researches we united myosin with actin, the
latter was stored for more than three weeks in a re-
frigerator after treatment with acetone and after drying.
We extracted also WEBER and EDsALL’s myosin (SZENT-
GYORGYI's actomyosin) from the muscles of Palinurus
vulgaris L. and from the foot of Helix pomatia L. Helix's
actomyosin was not completely free from mucus. These
actomyosins may both be pulled in threads, following
WEBER's method?. With addition of adenosine triphos-

1 According to SzeNT-GYORGY! actomyosin is formed through
the union of myosin and actin: A.SzeNT-GYORGYI, Chemistry of
muscular contraction (Academic Press, New York, 1947),

2 The chemical compositions of the actomyosins of different zoo-
logical species are reported in: K. BaiLev, Adv.in Prot. Chem. I,
289 (1944).

3 'R. Rézsa, unpublished, quoted after SzENT-GYSRGYT (1947).

4 H. H. WEBER, Naturwiss. 27, 33 (1939).



