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represented as involving brominat ion a t  the less hindered 
position 7, followed by the allylic expulsion of a bromide 
ion (XXVII I ) ,  and indeed there is good evidence tha t  
bromination does in fact occur at position 7. SCH6PF has 
shown ~t t ha t  the t r ea tment  of t r ibromodihydrotheba-  
inone with potassium carbonate  in methanol  affords the 
antipode of 1-bromosinomeninone (XXIX) ,  and re- 
presented this as involving 1 : 5 : 7-tr ibromodihydrothe- 
bainone (XXX).  Although such a~ '-dibromocompounds 
are known in the steroid series a much more reasonable 
hypothesis in this case is t ha t  the diketone (XXIX)  
arises from the 7:7-dibromo-componnd (XXXI) ;  the 
production of the diketone (XXIX)  by the brominat ion 
of dihydrocodeinone presumably proceeds through the 
7 : 7-dibromide (XXXI) ,  formed by the 1 : 4-addition of 
hydrogen bromide to the allylic ether system of the 7- 
bromo-enol (XXXII ) .  
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Mono-isonitrosothebenone, allotted a 7-isonitroso- 
structure by WlEI.AND and KOTAKE x2, was thought  by 
I'(APOPORT and LAVIGNE 18 to be a 5-isonitroso-compound, 
on the grounds tha t  the mechanism of isonitroso-com- 
pound formation is similar to tha t  of brominat ion;  how- 
ever the arguments  outl ined above make the 7-substitut-  
ed s tructure ( X X X I I I )  (which is more sat isfactory on 
steric grounds, as reaction would be expected to occur a t  
position 7 ra ther  than at  the much more hindered posi- 
tion 5) ve ry  much more probable. 

K .  W .  B E N T L E Y  

The Chemistry Department, The University, Aberdeen, 
February 17, 1956. 

Zusammen/assung 

Die biologische Ents tehung  yon Thebain und Sino- 
menin aus zwei enant iomorphen Formen  yon Laudanin 
wird zur Diskussion gestellt. Der  Schluss der 4,5-Oxyd- 
Briicke bei 7-Hydroxy-, 7-Amino-, Bromo- and 6-Oximino- 
Verbindungen verl/iuft  analog dem vorgeschlagenen, bio- 
logischen Entstehungsweg.  Es wird angenommen, dass 
die Bromierung der 6-Keto-7:8-dihydro-Verbindungen 
aus der Morphingruppe in Stellung 7 vor  sich geht. 

11 C. SCII6PF, T. ]PFEIFFER, and H. HIRSClt, Ann. 499, 213 (193~). 
12 H. WIELAND and M. KOTAKE, Ann. 444, 69 {t925). 
13 H. RAPOPORT and J. B. I.AVIGNE, J. Amer. chem. Soc. 78, 

5329 (1953). 

E l e k t r o n e n m i k r o s k o p i s c h e  A u f n a h m e n  
y o n  P o l l e n s c h l i i u c h e n  

Die Selbststerilit~itsreaktion ~ussert sich bei Petunia 
in einer Hemmung  des "vVachstums der Pollenschl/iuche 
im Griffelgewebe. Biochemische Untersuchungen (LINs- 
KENS 1) zeigten, dass daran Stoffwechselprozesse betei- 
ligt sind. Zur Erg/inzung dieser Befunde untersuchten  
wir die Feins t ruktur  der Pol lenschlauchmembrancn im 
Elektronenmikroskop,  um abzukl~iren, ob bei der Wachs- 
tumshemmung auch eine Ver~nderung der W a n d t e x t u r  
erfolgt. 

Methode. Ffir alle PrS.parate dienten ats Griffelspender 
Pflanzen yon Petunia hybrida media wdgaris des Klons 
T2U, die die Selbststerilit~tsallele S 3 S 3 enthalten..  Zur 
Best~ubung wurden Pollen der gleichen Pflanzen be- 
niitzt,  also Selbstbest~tubung durchgefiihrt.  Die Griffet 
ent fernten wir 12 h nach der Best/iubung und fixierten 
sie in 1% Osmiums/~ure. In  den Quer- und L~mgsschnit- 
ten durch diese Griifel gelang es aber nicht, die Pollen- 
schl~uche mit  Sicherheit  yon den Leitzcllen zu unter-  
scheiden. Die Griffel wurden daher vor dem Einbe t ten  
im Methacryla t  kurz in 5% NaOH und 5% HC1 gekocht,  
um das Pekt in  aus den Leitzellen zu entfernen. Wie aus 
den Abbildungen 4 und 5 hervorgeht,  erscheinen dann 
die Pollenschl/iuche wegen der starken Kutinisierung 
kontrastreicher  als die diinnen Zellw~nde der Leitzellen. 

Zum Vergleich mit  diesem im Griffel gewachsenen 
Pollenschlauch untersuchten wir auch die Wa n d te x tu r  
yon Irei gewachsenen Schl~iuchen. Zu diesem Zwecke 
liessen wir die Pollen der gleichen Petunia-Pflanzen in 
einer Feuch tkammer  auf einer dtinnen Schicht Rohr-  
zuckeragar (0,5% Agar, 10% Rohrzucker,  0,01% Bor- 
s~iure) keimen. Diese Schl/iuche wurden nach dem Fixie-  
ren durch Hydrolyse der Agarschicht  mi t  verd. HCI iso- 
l iert  und anschliessend abzentrifugiert .  Aus Abbi tdung 1 
ist ersichtlich, dass durch diese Behandlung die nicht-  
zellulosischen WarMsubstanzen noch nieht ent fernt  wor- 
den sind. Ers t  die anschliessende Erw/i rmung in 10% 
K O H  16ste die Inkrusten vollstitndig heraus (Abb. 2). 
Zur Untersuchung der Membrans t ruk tur  im Elekt ronen-  
mikroskop wurde ein Tropfen der gewaschenen und an- 
gereicherten Pollenschlauchsuspension auf den. Objekt-  
tr~tger fibertragen und naeh dem Antrocknen mit  Chrom 
beschattet .  

Ergebnisse. Each  BIOURGE 2 soil die Pollenschlaueh- 
membran hauptsiichlich aus Zellutose bestehen und als 
Inkrusten Pekt in  enthal ten.  Bei den auf Agar  gekeim- 
ten Schl~iuchen t r i t t  aber bei der FXrbung mit  Chlorzink- 
jod die violette Zellulosereaktion oft erst nach Stunden 
ein (VOGEL3), was darauf  hindeutet ,  dass die Zellulose 
vollst~indig durch nichtzellulosische Stoffe maskiert  ist. 
Die Abbildungen 1 und 4 zeigen, dass diese Substanzen 
bei schwacher Hydro lyse  nicht  abgebaut  werden und 
daher nicht mi t  Pekt in  identisch sind. Solange sich der 
Schlauch in lebhaf tem Wachs tum befindet, i s t  die 
Spitze weniger s tark inkrust ier t  als der hintere Teil des 
Schlauches (Abb. 1). Tr i t t  abet  ein Wachstumsst i l ls tand 
ein, so wird auch die Spitze mi t  jenen Stoffen, die die 
Eigenschaften von Kut in  aufweisen, impr~gniert.  Dieser 
Befund deckt  sich mit  den Beobachtungen yon SCHOCH- 
BODMER 4, dass bei wachsenden Schlauchspitzen eine 
Plasmolyse nicht  m6glich ist, aber nach einem Wachs- 

I H. F. LINSKENS, Z. Bot. 43, I (1955). 
2 Pm BIOURGE, Cellule 8, 47 (1892). 
3 A. VOGEL, Die Zellwand der Pollenschl~iuche. Diplomarbeit Eidg. 

Techn. Hochschule, Zfirich, 1950. 
4 H. SClIOCII-BODMER, Bet'. schweiz, bot. Ges. 55, 154 (1945); 

Vjschr. naturf. Ges. Ztirich 92, 43 (1947). 
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1 Spitze eines auf Agar gewachscnen Pollerlschlauches. (Vergr6sscrung 3000:1.) - 2 Pollenschlauchspitzc nach dcm VVcgl6scn dcr In- 
krusten. (Vergr6sscrung 7000:I.) 3 Mittelsttick eincs Pollcnschlauches. (Vergr5sscrung 9000:1.) - 4 Schnitt  durch eincn Griffel mit 

PollenschlAuchcn und Lcitzellcn (Pcktin weggcl/3st), (Vergr6sserung 4000: 1.) - ,5 L/ingsschnitt durch den Griffel Init Pollcnschlauch. 
(Vergr6sserung 3000 : 1.) 

t u m s s t i l l s t a n d  s o f o r t  e r f o l g t .  O f f e n b a r  z i e h t  s i c h  d a s  
P l a s m a  n a c h  t ier  K u t i n i s i e r u n g  a u s  d e r  Z e l l w a n d  z u r i i c k .  

f3be r  d ie  A n o r d n u n g  d e r  Z e l l u l o s e f i b r i l l e n  i n  d e n  
P o l l e n s c h l i i u c h e n  i s t  b e r e i t s  e i n e  U n t e r s u c h u n g  y o n  
O ' K E L L E Y  u n d  CARR 5 e r s c h i e n e n .  N a c h  d i e s e n  A u t o r e n  

5 j .  c. O'KELLEY and P. H. CARR, Amcr. J. Bot. 4 1 , 2 6 1  (1954). 

b e s t e h t  d i e  M e m b r a n  i m  b a s a l e n  T e i l  a u s  e i n e m  F i b r i l l e n -  
s y s t e m  m i t  S t r e u u n g s t e x t u r .  A n  d e r  S p i t z e  d a g e g e n  
f a n d e n  s ie  n u r  s t ~ i b c h e n f 6 r m i g e  P a r t i k e l ,  w e l c h e  als  
] 3 a u s t e i n e  d e r  Z e l l u l o s e f i b r i l l e n  a n g e s e h e n  w u r d e n .  E i n e  
z u s a m m e n h ~ i n g e n d e  M e m b r a n  sol[  s i c h  e r s t  h i n t e r  de r  
S p i t z e  a u s b i l d e n .  N a c h  u n s e r e n  E r g e b n i s s e n  ( A b b .  2, 3, 
5) i s t  a b e r  k e i n  s o l c h e r  U n t e r s c h i e d  in  d e r  F i b r i l l e n s t r u k -  
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t u r  v o r h a n d e n .  Die  v o n  O'KELLEY u n d  CARI< 5 b e o b a c h -  
t e t e n  granul~t ren  T e i l c h e n  s ind  unse re s  E r a c h t e n s  n i c h t  
Ze l lu losepar t ike l ,  s o n d e r n  u n v o l l s t / i n d i g  e n t f e r n t e  In -  
k ru s t en .  

Die  a n  de r  Sp i t ze  s eh r  d f inne  Z e l l u l o s e m e m b r a n  wi rd  
nach  h i n t e n  d u r c h  A n l a g e r u n g  n e u e r  S t r i inge  vers t~irkt ,  
wobei  a b e t  d ie  u r sp r i i ng l i che  S t r e u u n g s t e x t u r  e r h a l t e n  
b l e ib t  (Abb .  3). N a c h  SCHOcH-BoDMER 4 is t  da s  F l ~ c h e n -  
w a c h s t u m  n u r  au f  die e r s t e n  4-7/~ e iner  S c h l a u c h s p i t z e  
besch r / ink t .  E i n e  U m o r i e n t i e r u n g  de r  F ib r i l l en  er fo lg t  
d a n n  n i c h t  m e h r ,  wel l  d ie  M e m b r a n  k e i n e  nach t r f ig l i che  
D e h n u n g  er le idet .  V e r e i n z e l t  f a n d e n  wi r  in d e n  Quer -  
s c h n i t t e n  d u t c h  die Gr i f fe l  a u c h  l ' o l l e n s c h l ~ u c h e  m i t  
zwe i sch ich t igen  M e m b r a n e n ,  wobe i  die i n n e r e  L am e l l e  
ebenfa l l s  e ine  S t r e u u n g s t e x t u r  au fwies  (Abb.  4). W i t  bei 
den  m e i s t e n  P f l a n z e n z e l l e n  k a n n  s u c h  h ie r  e ine n a c h -  
t r f igl iche V e r s t / i r k u n g  de r  M e m b r a n  d u r c h  eine neue  
S c h i c h t  er fo lgen.  Bei  Zel len  m i t  e x t r e m e m  Sp i t zen -  
w a c h s t u m  b l e i b t  also die F ~ h i g k e i t  de r  M e m b r a n b i l d u n g  
n i c h t  n u r  au f  d ie sen  A b s c h n i t t  beschr~Lnkt. Als we i t e re  
M e m b r a n b i l d u n g e n  mt i s sen  wir  a n c h  die Ca l lu sp f rop fen  
im h i n t e r e n  Teit  d e r  Sch l / iuche  a n s e h e n .  E i n e  I n n e n -  
s t r u k t u r  d ieser  Geb i lde  k o n n t e n  w i t  in d e n  D i i n n s c h n i t -  
t en  n i c h t  e r k e n n e n ;  sie e r s c h i e n e n  i m m e r  h o m o g e n .  

V e r g l e i c h e n  w i t  n u n  die i m  Gr i f fe l  g e w a e h s e n e n  Pol-  
l e n s c h l g u c h e  m i t  den  au f  A g a r  g e k e i m t e n ,  so e r k e n n e n  
wit,  dass  d u t c h  die \ ¥ a c h s t u m s h e t n m u n g  die W a n d  
d i c h t e r  g e w o r d e n  i s t  (Abb.  2, 5). D iese r  B e f u n d  d e u t e t  
d a r a u f  h in ,  dass  be i  g e h e m m t e m  \ V a c h s t u m  je  F l g c h e n -  
e inhe i t  m e h r  F i b r i l l e n  d e p o n i e r t  w e r d e n  als in  d e n  frei- 
w a c h s e n d e n  Po l l ensch l f iuehen .  E i n e  -A, n d e r u n g  in de r  
A n o r d n u n g  de r  E ib r i l l en  e r fo lg t  d a b e i  n i ch t ,  d e n n  die 
S t r e u n n g s t e x t u r  b l e i b t  f r a m e r  e r h a l t e n .  

i m  L i c h t m i k r o s k o p  zeigen die Le i t ze l l en  des Griffcls  
eine k o l l e n c h y m a r t i g e  S t r u k t u r .  A us  d e n  e l e k t r o n e n -  
m i k r o s k o p i s c h e n  A u f n a h m e n  (Abb.  4) e r s i e h t  m a n ,  dass  
die Z e l l w a n d  n u t  aus  e iner  P r i m ~ r m e m b r a n  b e s t e h t .  
T y p i s c h e  K o l l e n c h y m z e l l e n  m i t  a b w e c h s e l n d e n  Sch ich-  
ten  aus  P e k t i n  u n d  Zel lu lose  f eh len  ganz .  Die  kol len-  
c h y m g h n l i c h e  S t r u k t u r  de r  Le i t ze l l en  is t  d a h e r  n u r  au f  
die a b n o r m  s t a r k  a u s g e b i l d e t e  M i t t e l l a m e l l e  zu r i i ckzu-  
f i ihren.  

K..-~{0HLETHALER u n d  H.  F. LINSKENS 

Ins t i tu t  ]iir Allgemeine Botanik  der Eidgen6ssischen 
Technischen Hochschule (Laboratorium /i~r Elektronen- 
mikroskopie), Zi~rich, den 79. M d r z  7956. 

S u m m a r y  

E l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  were  m a d e  of t h e  cel lu lose  p a r t  
of t he  celt  wal ls  of po l len  t u b e s  of  2Petunia hybrids,  
grown in  selfed se l f -s ter i le  p l a n t s  a n d  on  a g a r  p la tes .  In  
s ter i le  p l a n t s  t h e  t u b e s  s h o w e d  d e n s e r  m e m b r a n e s  b u t  
the  o r i e n t a t i o n  of t h e  ce l lu lose  s t r a n d s  is t h e  s a m e  as  in  
ceils g e r m i n a t e d  on  agar .  

yea r s  x, a n d  i t  is c o n s i d e r e d  to  be  t h e  r e s u l t  of nuc le ic  
ac id  p r e c i p i t a t i o n  d u r i n g  t h e  s t a i n i n g  process  2. BRAUN- 
STEINER a n d  BERNHARD a cou ld  no t  d e t e c t  f i l a m e n t s  in  
r e t i cu locy t e s  e x a m i n e d  in t h e  e l e c t r o n  mic roscope  fol low- 
ing h a e m o l y s i s  m a d e  in s u s p e n s i o n  in d i s t i l l ed  w a t e r .  
E l e c t r o n  m i c r o s c o p e  s t u d i e s  in  t h i s  l a b o r a t o r y  h a v e ,  
howeve r ,  s h o w n  t h e  e x i s t e n c e  of f i l a m e n t s  ins ide  re t i -  
cu locy te s  (Fig. 1 a n d  2) in  b lood  s m e a r s  h a e m o l y z e d  
a f t e r  p a r t i a l  d ry ing ,  or c i r c u l a r  f o r m s  w h e n  h a e m o l y s i s  
was  m a d e  in s u s p e n s i o n  in d i s t i l l ed  wa te r .  F o r m s  t h a t  
c a n  b e  c o n s i d e r e d  i n t e r m e d i a t e  b e t w e e n  f i l a m e n t s  a n d  
c i r cu l a r  fo rms  were  o b t a i n e d  b y  m o d i f y i n g  t h e  h a e m o l y s i s  
c o n d i t i o n s  4. 

I n  th i s  c o m m u n i c a t i o n ,  e v i d e n c e  is p r e s e n t e d  t h a t  t h e  
f i l a m e n t s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  in h a e m o l y z e d  r e t i cu lo -  
cy tes  also ex i s t  in  i n t a c t  r e t i c u l o c y t e s  a n d  t h a t  t h e y  h a v e  
t h e  c h a r a c t e r i s t i c  m i t o c h o n d r i a l  s t r u c t u r e .  T h i s  is s h o w n  
b y  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  ~ a n d  is b r o u g h t  o u t  b y  t h e  s t a i n -  
•ng p r o p e r t i e s  of m i t o c h o n d r i a .  

To inc rease  t h e  n u m b e r  of r e t i c u l o c y t e s  in  blood,  5 -6  
m l  h e a r t  b l eed ings  were  m a d e  in  350-400  g gu inea-p igs ,  
3 d a y s  be fo re  p r e p a r a t i o n .  No  n u c l e a t e d  e r y t h r o c y t e s  
were  o b s e r v e d  in t h e s e  p r e p a r a t i o n s .  T h e  p e r c e n t a g e  of 
r e t i c u l o c y t e s  in  r ed  cells was  a b o u t  8 0  in  b o t h  s m e a r s  
for  o p t i c a l  m i c r o s c o p y  a n d  e l ec t ron  mic roscope  p r e p a r a -  
t ions .  

S u p r a - v i t a l  s t a i n i n g  of r e t i c u l o c y t e s  as p e r f o r m e d  w i t h  
J a n u s  g r e e n  B s h o w e d  t h e  f i l a m e n t s  a n d  g r a n u l e s  in  
b lue -g reen .  F i l a m e n t s  are  also to  be  seen w i t h  t h e  d y e  
in s m e a r s  of t h e s e  s t a i n e d  cells w h e n  the se  h a v e  b e e n  
h a e m o l y z e d  a f t e r  p a r t i a l  d ry ing .  S t a i n i n g  of h a e m o l y z e d  
s m e a r s  was  also m a d e  a c c o r d i n g  to ALTMANN a n d  RE- 
GAUD'S m e t h o d s ,  b y  w h i c h  r e t i c u l o c y t e s  show t h e  fi la- 
m e n t s  s t a i n e d  in red  b y  fuchs in  acid a n d  d a r k  b lue  b y  
h a e m a t o x y l i n .  Hence ,  t h e  c o n c l u s i o n  c a n  be  d r a w n  t h a t  
b o t h  s u p r a - v i t a l  s t a i n i n g  a n d  h a e m o l y s i s  a f t e r  d r y i n g  
e x h i b i t  t he  same  f i l a m e n t o u s  s t r u c t u r e  a n d  t h a t  t h e s e  
I i l a m e n t s  possess a n  a f f i n i t y  for  m i t o c h o n d r i a l  s t a in s .  

S a m p l e s  for  e l ec t ron  m i c r o s c o p y  were  p r e p a r e d  b y  
s u s p e n d i n g  red cells of a few d r o p s  of b lood,  i m m e d i a t e l y  
a f t e r  b leed ing ,  in 1~/o b u f f e r e d  (pH = 7 .2-7 .4)  i so ton ic  
osmic  acid so lu t i on  a n d  f ix ing  for  30 r a in ;  d e h y d r a t i o n  
a n d  e m b e d d i n g  in  a m i x t u r e  of m e t h y l  a n d  b u t y l  
m e t h a e r y l a t e  were  ca r r i ed  o u t  a c c o r d i n g  to  :PALADE 5. 
Sect ions  were c u t  w i t h  a P o r t e r - t ~ l u m  m i c r o t o m e  a n d  
e x a m i n e d  in a S i emens  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  U M  I 0 0 b  a t  
60 kV a t  6700 X m a g n i f i c a t i o n .  

R e t i c u l o c y t e  s ec t ions  were  i d e n t i f i e d  in  t h e  e l ec t ron  
mic roscope  b y  t h e  d i f f e rence  f r o m  t h e  c h a r a c t e r i s t i c  
a spec t  of e r y t h r o c y t e s  a n d  l e u c o c y t e s  ~. E r y t h r o c y t e s  a re  
h o m o g e n e o u s  a n d  possess  g r e a t  s c a t t e r i n g  power  for  
e l ec t rons  d u e  to  h i g h  h a e m o g l o b i n  c o n t e n t ,  w h e r e a s  
r e t i c u t o c y t e s  a p p e a r  h e t e r o g e n e o u s  a n d  less dense  t o  
e l ec t rons  (Fig. 3). A c o n t i n u o u s  t r a n s i t i o n  in a p p e a r a n c e  
can  be  o b s e r v e d  f rom r e t i c u l o c y t e s  to  a d u l t  e r y t h r o c y t e s ,  
w h i c h  is pos s ib ly  r e l a t e d  to  t h e  inc rease  in  h a e m o g l o b i n  

Electron Microscopy of Thin Sections 
of Reticulocytes* 

l~e t i cu locy tes  a re  y o u n g  a n u c l e a t e d  e r y t h r o c y t e s  w i t h  
a ba soph i l i c  s t r u c t u r e  e v i d e n c e d  b y  v i t a l  s t a in ings .  
This  s t r u c t u r e  ha s  b e e n  t h e  s u b j e c t  of s t u d y  in  r e c e n t  

* This study has been aided by a grant from the Consetho National 
de Pesquisas (Brazil). 
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