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tur vorhanden. Die von O'KrrLrLry und Carr?® beobach-
teten granuldren Teilchen sind unseres Erachtens nicht
Zellulosepartikel, sondern unvollstindig entfernte In-
krusten.

Die an der Spitze sehr diinne Zellulosemembran wird
nach hinten durch Anlagerung neuer Stringe verstirkt,
wobei aber die urspriingliche Streuungstextur erhalten
bleibt (Abb. 3). Nach ScuocH-BopmER? ist das Fldchen-
wachstum nur auf die ersten 4-7u einer Schlauchspitze
beschriankt. Eine Umorientierung der IMibrillen erfolgt
dann nicht mehr, weil die Membran keine nachtrigliche
Dehnung erleidet. Vereinzelt fanden wir in den Quer-
schnitten durch die Griffel auch Dollenschliuche mit
zweischichtigen Membranen, wobei dic innere Lamelle
ebenfalls eine Streuungstextur aufwies {Abb. 4). Wie bei
den meisten Pflanzenzellen kann auch hier eine nach-
trigliche Verstirkung der Membran durch eine neue
Schicht erfolgen. Bei Zellen mit extremem Spitzen-
wachstum bleibt also die Fahigkeit der Membranbildung
nicht nur auf diesen Abschnitt beschrinkt. Als weitere
Membranbildungen miissen wir auch die Calluspfropfen
im hinteren Teil der Schliuche ansehen. Eine Innen-
struktur dieser Gebilde konnten wir in den Diinnschnit-
ten nicht erkennen; sie erschienen immer homogen.

Vergleichen wir nun die im Griffel gewachsenen Pol-
lenschliauche mit den auf Agar gekeimten, so erkennen
wir, dass durch die Wachstumshemmung die Wand
dichter geworden ist (Abb. 2, 5}. Dieser Befund deutet
darauf hin, dass bei gehemmtem Wachstum je Flichen-
einheit mehr TFibrillen deponiert werden als in den frei-
wachsenden Pollenschliuchen. Eine Anderung in der
Anordnung der Fibrillen erfolgt dabei nicht, denn die
Streuungstextur bleibt immer erhalten.

Im Tichtmikroskop zeigen die Lcitzellen des Griffels
cine kollenchymartige Struktur. Aus den elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen {Abb. 4) ersieht man, dass
dic Zellwand nur aus einer Primdrmembran besteht.
Typische Kollenchymzellen mit abwechselnden Schich-
ten aus Pektin und Zellulose fehlen ganz. Die kollen-
chymihnliche Struktur der Leitzellen ist daher nur auf
die abnorm stark ausgebildete Mittellamelle zuriickzu-
fithren.

K. MUBLETHALER und H. F. LINSKENS

Institut fir Allgemeine Botanik dev Eidgendssischen
Technischen Hochschule (Laborvatorium fiv Elektronen-
mikvoskopie), Zivich, den 19. Mdrz 1956.

Summary

Electron micrographs were made of the cellulose part
of the cell walls of pollen tubes of Pelunia hybrida,
grown in selfed self-sterile plants and on agar plates. In
sterile plants the tubes showed denser membranes but
the orientation of the cellulose strands is the same as in
cells germinated on agar.

Electron Microscopy of Thin Sections
of Reticulocytes*

Reticulocytes are young anucleated erythrocytes with
a basophilic structure evidenced by vital stainings.
This structure has been the subject of study in recent

* This study has been aided by a grant from the Consetho Nacional
de Pesquisas {Brazil).
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years!, and it is considered to be the result of nucleic
acid precipitation during the staining process?. BRAUN-
STEINER and BrrRNHARD? could not detect filaments in
reticulocytes examined in the electron microscope follow-
ing haemolysis made in suspension in distilled water.
Electron microscope studies in this laboratory have,
however, shown the existence of filaments inside reti-
culocytes (Fig. 1 and 2} in blood smears haemolyzed
after partial drying, or circular forms when haemolysis
was made in suspension in distilled water. Forms that
can be considered intermediate between fHlaments and
circular formswere obtained by modifying thehaemolysis
conditions?,

In this communication, evidence is presented that the
filaments previously described in haemolyzed reticulo-
cytes also exist in intact reticulocytes and that they have
the characteristic mitochondrial structure. This is shown
by electron microscopy® and is brought out by the stain-
ing properties of mitochondria.

To increase the number of reticulocytes in blood, 5-6
ml heart bleedings were made in 350-400 g guinca-pigs,
3 days before preparation. No nucleated erythrocytes
were observed in these preparations. The percentage of
reticulocytes in red cells was about 89, in both smears
for optical microscopy and electron microscope prepara-
tions.

Supra-vital staining of reticulocytes as performed with
Janus green B showed the filaments and granules in
blue-green. Filaments are also to be seen with the dye
in smears of these stained cells when these have been
haemolyzed after partial drying. Staining of haemolyzed
smears was also made according to ALTMaNN and Rg-
GauD’s methods, by which reticulocytes show the fila-
ments stained in red by fuchsin acid and dark blue by
haematoxylin. Hence, the conclusion can be drawn that
both supra-vital staining and hacmolysis after drying
exhibit the same filamentous structure and that these
filaments possess an affinity for mitochondrial stains,

Samples for electron microscopy were prepared by
suspending red cells of a few drops of blood, immediately
after bleeding, in 1% buffered (pH = 7:2-7:4) isotonic
osmic acid solution and fixing for 30 min; dehydration
and embedding in a mixture of methyl and butyl
methacrylate were carried out according to PArLaDpES.
Sections were cut with a Porter-Blum microtome and
examined in a Siemens electron microscope UM 100b at
60 kV at 6700 x magnification.

Reticulocyte sections were identified in the electron
microscope by the difference from the characteristic
aspect of erythrocytes and leucocytes®. Erythrocytes are
homogeneous and possess great scattering power for
electrons due to high haemoglobin content, whereas
reticulocytes appear heterogenecous and less dense to
electrons (Fig. 3). A continuous transition in appearance
can be observed from reticulocytes to adult erythrocytes,
which is possibly related to the increase in haemoglobin
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content. Inside the reticulocytes are found round, long
bodies, which constitute the filaments observed in the
haemolyzed smears. All bodies show the characteristic

Fig. 1. -Electron micrograph of a smear of reticulocyte R and eryth-
rocytes £. Haemolysis after partial drying.

mitochondrial structure (Fig. 4), with a limiting mem-
brane and intramitochondrial bands or lamellae’; arrow
a points to a scction along the long axis of one of these
long bodies, and arrows b to inclined cross-sections;

Fig. 2—Electron micrograph of the filaments inside the reticulocyte.
Haemolysis after partial drying, Shadowed with chrominum, 15°,

arrows ¢ point to cross-sections of long or granular mito-
chondria; arrow d points to an elliptical, transparent
region observed in many veticulocyte sections, possibly
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corresponding to vacuoles, the existence of which in
reticulocytes was reported by Brssis? using the phase-
contrast microscope.

r

Fig. 3.~Electron micrograph of a thin section of reticulocyte R show-

ing mitochondria m and erythrocytes E. Osmic acid fixation in iso-
tonic medium.

Changes in volume of mitochondria in hypotonic media
have been observed by LEwis and Lewis® and recently
by ZorLrLinGer? with the phase-contrast microscope.
Special attention has thus been paid to the salt concen-

Fig. 4.~Llectron micrograph of a thin section of reticulocyte, Arrows
a, b and ¢ point to mitochondria; arrow d to a vacuole, Osmic acid
fixation in isotonic medium.

7 M. Bessis, Traité de Cytologie Sanguine (Daris, 1954), p. 219.
3 M. R. Lewis and W. H. LEwis, Amer. J. Anat. 77, 339 (1915).
9 H. U. ZoLLINGER, Amer. J. Path. 24, 569 (1948).
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trations in the fixation medium when preparing reticulo-
cytes for electron microscopy. Figure 5 shows a reticulo-
cyte fixed by formalin in hypotonic medium and stained
with phosphotungstic acid, giving evidence of the
changes that occur with the mitochondrial filaments in
which the internal bands are still discernible, but already
show an increase in diameter and in the distance between
the mitochondrial bands. These observations on the
mitochondrial nature of the filament add further support
to the hypothesis, suggested in a previous paper?, that
the different morphology observed in reticulocytes
haemolyzed under various conditions is due to osmotic
effects. The aspect of reticulocytes observed by BRAUN-
STEINER and BERNHARD? in electron microscope prepara-
tions after haemolysis in distilled water can also be
explained by osmotic effects.

Fig. 5.-Electron micrograph of a thin section of reticulocyte with
swollen mitochondria m. Formalin fixation in hypotonic medium.
Stained with phosphotungstic acid.

From the above observations, it is strongly suggested
that the “substantia granulo-filamentosa’ in bleeding
anaemias is a pre-existent structure inside the reticulo-
cyte and that it is of mitochondrial nature or can origi-
‘nate from mitochondria during the maturation process
of the cell.

A. BRUNNER jr., A. VALLEJO-FREIRE,
and P. Souza SaNTOs

Laboratovio de Vivus, Instituto Butantan, Sao Paulo,
Brasil, Mavch 6, 71956.

Zusammenfassung

Retikulozyten von Meerschweinchen, in denen Andmie
durch Blutentzug hervorgerufen worden war, wurden in
Diinnschnitten elektronenmikroskopisch untersucht. Da-
bei wurden dieselben filamentdsen Korper mit charak-
teristischer Mitochondrienstruktur, die auch nach teil-
weiser Trocknung hiamolysierter Ausstriche von Retikulo-
zyten auftreten, gefunden. Diese Filamente formen die
durch Vitalfirbung (Janusgriin B) dargestellte innere
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Struktur der Retikulozyten und besitzen Affinitit zu
den spezifischen Mitochondrienfarbstoffen. Auf Grund
dieser Feststellungen wird die Natur der «substantia
granulo-filamentosa» fiir mitochondricnartig und somit
priexistent gehalten.

Action de la triéthylénemélamine sur les mitoses
de segmentation de I'cuf de Pleurodéle

L'action sur la mitose de la 2,4,6-triéthyléneimino
1,3, 5-triazine ou triéthylénemélamine (TEM) a fait
I'objet des travaux de BIESELE et col.!, sur des méris-
témes radiculaires d’Alium cepa, de PLUMMER ¢f col.?,
sur des cultures de fibroblastes de Poulet, de Rose, HEN-
DRY et WaLPOLES, sur le testicule du Rat, et de Ross?,
sur Vicia faba. MEIER, DESAULLES et LousTALOT® ont
comparé son action inhibitrice sur le développement du
granulome expérimental et sur celui de diverses tumeurs
du Rat.

Les ocufs en segmentation de Pleurodeles waltlit
Michah. ont été traités par des solutions de TEM, éche-
lonnées de /400 @ 1/,9000- 115 Ont été fixés, aprés des temps
variables, au sublimé-cobalt, inclus au méthyl-salicylate
de celloidine et colorés par la méthode de FLEMMING,
suivant une technique qui a été exposée ailleurs®. Nous
résumerons les conclusions tirées de I’examen de plus de
300 ccufs, coupés en série.

1° Agglutination des ceufs. La TEM, aux concentra-
tions de /40 & /3000, Produit-une forte agglutination des
ceufs, qui se collent entre eux par leur membrane vitelline.
Ce pouvoir agglutinant disparait dans les solutions
vieillies, dont l'action sur les chromosomes persiste, &
peine atténuée, et aux concentrations inférieures a /,440-

2° Action suv le clivage et sur la polarité. Pendant les
premiers cycles de segmentation, la TEM n’inhibe pas
la segmentation, méme si elle commence a pénétrer dans
le cytoplasme aussitét aprés la fécondation. Elle ne
modific pas la polarité du fuseau, ni I'aspect des sphéres
et des asters, sauf cependant dans deux cas: 1° quand
elle agit aussitdt aprés la fécondation ct que les acufs sont
particuliérement sensibles: on obticnt alors des morulas
(2 16 blastoméres par exemple), qui contiennent seule-
ment 1 ou 2 noyaux, dépourvus de polarité; 2° a la fin
de la segmentation, quand la puissance des poles di-
minue normalement, ce qui rend le fuseau plus vul-
nérable. Dans les cas intermédiaires, on peut observer
une dissociation entre la segmentation et l'activité des
poles, qui continue, d’une part et la chromatine alté-
rée, qui évolue difficilement, d’autre part, d’ou les
mitoses pluripolaires (Fig. 1} ct parfois la libération de
multiples cytasters. La force active des poles est cepen-
dant suffisante pour que des cycles mitotiques successifs
se poursuivent jusqu’a la fin de la segmentation.

3° Action de vupture des chvomosomes. La TEM est
essentiellement un agent de vuptuve des chromosomes dans
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