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Summary. The  R o b e r t s o n i a n  p o l y m o r p h i s m  of Pitymys 
subterraneus i i lvolves  on ly  1 pa i r  of m e t a c e n t r i c  au to -  
somes.  The  crosses of fo rms  w i t h  52, 53 a n d  54 ch romoso-  
mes do no t  show a n y  differeilces in  t h e i r  r e p r o d u c t i v e  
ra te .  So a s ingle a u t o s o m e  t r i v a l e n t  does no t  a f fec t  t h e  
fecondi ty .  M a n y  h y b r i d s  h a v e  been  o b t a i n e d  b e t w e e n  P .  
subterraneus (2 N ~ 52 or 54) a n d  P .  multiplex (2 N = 48) 
w i t h  50 or  51 chromosomes ,  respec t ive ly .  E v e n  w i t h  a 
he t e rogenous  k a r y o t y p e  t h e y  are no t  en t i r e ly  steri le.  
2 p rogeny  were p roduced  f rom back-crosses .  Tile 2 pa ren-  
t a l  species seem to  r e su l t  f rom recen t  spec ia t ion .  Only  

f econda t ion  or embryogenes i s  occurs  in  cross ing P .  duo- 
decimcostatus w i t h  _P. subterraneus or P. multiplex. The  
c h r o m o s o m e  c o m p l e m e n t  of 1 h y b r i d  e m b r y o  of P .  duo- 
decimcostatus (2 N = 62)X P. multiplex (2 N = 48) ha s  
been  s tud ied  showing  55 chromosomes .  P, duodecimco- 
status appea r s  to  be long  to a more  d i s t a n t  e v o l u t i o n a r y  
group.  
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Z i k a d e n e n d o s y m b i o s e :  E u c y t e n - S t r u k t u r - ,  - F u n k t i o n s -  u n d  - E v o l u t i o n s - M o d e l l  

~ b e r  die E n t s t e h u n g  der  E u c y t e n  g ib t  es h e u t e  e ine 
we i tgehend  a k z e p t i e r t e  T h e o r i e l :  Am6boide ,  he t e ro t ro -  
phe,  a n a e r o b e  Procy te i l  sol len vo r  ca. 1000 Mill. J a h r e n  
zuers t  bak te ro ide ,  dani l  b l aua lgena r t ige ,  a u t o t r o p h e ,  
ae robe  P r o c y t e n  a u f g e n o m m e n  u n d  e i n g e b a u t  h a b e n .  
Aus den  a lgena r t i gen  M i k r o o r g a n i s m e n  en t w i cke l t en  sich 
so die P las t iden ,  aus  den  b a k t e r o i d e n  die Mi tochondr ie i l .  
Beide  E u c y t e n o r g a n e l l e n  s te l len  n a c h  dieser  Theor ie  h e u t e  
e x t r e m  a d a p t i e r t e  E n d o s y m b i o n t e n  dar .  

Z ikaden  weisen ebenfa l l s  e x t r e m  ai lgepasste ,  a l le rd ings  
j t ingere,  b a k t e r o i d e  E n d o s y m b i o n t e n  auf  2. S o g e n a n n t e  
H a u p t s y m b i o n t e n  w u r d e n  a l ler  W a h r s c h e i n l i c h k e i t  n a c h  
be re i t s  y o n  Zellen der  H e m i p t e r e n s t a m m f o r m  vo r  ca. 
500 Mill. J a h r e n ,  soge i l ann te  N e b e n s y m b i o n t e n  y o n  sol- 
cheil  der  Z i k a d e n s t a m m f o r m e n  vo r  ca. 250 Mill. J a h r e n  
p h a g o c y t i e r t  ui ld  i n t e g r i e r t  3. H a u p t -  u n d  N e b e n s y m b i -  
o n t e n  k6 i lnen  als V e r t r e t e r  e iner  b e s o n d e r e n  Mikroorga-  
n i s m e n - G r u p p e ,  der  s o g e n a n n t e n  <~ProtoplastoidemL auf-  
gefass t  we rden  4. Sp~tter g ingen  die Z i k a d e n  noch  Be- 
g l e i t symbiosen  m i t  R i c k e t t s i e n  u n d  damn m i t  k lass i schen  
B a k t e r i e n  ein 2. 

Die Mi tocho i ld r i en  sowie die p ro top las to ide i l ,  r i cke t t -  
sien- u n d  b a k t e r i e n a r t i g e n  Z i k a d e n e n d o s y m b i o n t e n  wei- 
sen gem/iss i h r e m  m u t m a s s l i c h e n  E n t s t e h u n g s a l t e r  e inen  
u n t e r s c h i e d l i c h e n  A b h ~ n g i g k e i t s g r a d  yon  der  E u c y t e  
aufS. Die M i t o c h o n d r i e n  s ind  p e r m a n e n t ,  P r o t o p l a s t o i d e n  
u n d  R i c k e t t s i e n  m i t  k u r z e n  U n t e r b r e c h u n g e n  z.B. zur  
E i i n f e k t i o n  u n d  B a k t e r i e n  m e h r  oder  weniger  n u t  t e m -  
por/~r a n  die E u c y t e  gebunden .  M i t o c h o n d r i e n  lassen sicll 
Iolgl ich in v i t ro  n ich t ,  P r o t o p l a s t o i d e n  I lnd Ricke t t s ie i l  
in  der  Regel  in  G e w e b e k u l t u r m e d i e n  u n t e r  Zusa t z  gewis- 
ser Ze l lme tabo l i t e  begre i lz t  (Methode  siehe 5, 6) u n d  Bak-  
t e r i en  unbeg re i l z t  ku l t iv ie ren .  Die B a k t e r i e n  k 6 n n e n  als 
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Hypothetisches Schema des Meehanismus der pH- und pO-Regula- 
tion durch Mitochondrien bzw. protoplastoide Endosymbionten in der 
Eucyte. *Die intrazellul~re Form der symbiontisehen Protoplastoi- 
den besitzt 3 Membranen. AS = Aminos~iuren. 

auto- ,  P ro top las to ide i l  u n d  R i c k e t t s i e n  als s emiau to -  u n d  
M i t o c h o n d r i e n  als x e n o r e p r o d u k t i v  beze i chne t  werden.  
Die B a k t e r i e n  weisen ein D N A - M o l e k u l a r g e w i c h t  a b  ca. 
101~ da l ton ,  R i c k e t t s i e n  v o n  ca. 10 9, P r o t o p l a s t o i d e n  
n a c h  vorl~iufigen, a l le rd ings  I lnzure ichenden  Sch i i t zungen  
a n  u l t r a d i i n n e n  S c h n i t t e n  yon  wahr sche in l i ch  ca. 10 s u n d  
M i t o c h o n d r i e n  yon  ca. 10 ~ auf. So cod ie r t  das  B a k t e r i e n -  
G e n o m  die E n z y m e  yon  K r e b s z y k l u s  u n d  A t n l u n g s k e t t e  
vollst~indig, das  de r  Mi tocho i ld r ien  l iefer t  j e d o c h  in kei- 
n e m  der  be iden  F/~lle die k o m p l e t t e  E i l z y m a u s s t a t t u n g .  
R i c k e t t s i e n  u n d  P r o t o p l a s t o i d e n  s ind auf  G r u n d  ihres  in 
v i t r o - V e r h a l t e n s  wohl  zwischen B a k t e r i e n  u n d  Mi tochon-  
d r ien  e inzuordnen ,  d.h.  ih r  Gei lom codier t  m6gl icher -  
weise n u t  die E n z y m e  ffir den  K r e b s z y k l u s  vol ls t / indig.  

Mi tocho i ld r ien  u n d  P r o t o p l a s t o i d e n  s t ehen  sich n a c h  
m u t m a s s l i c h e m  A l t e r ,  A r t  u n d  A b h ~ n g i g k e i t s g r a d  yon  
der  E u c y t e  folgl ich a m  nXchsten.  Sie v e r h a l t e n  s ich 
phys io log i sch  / ihnlich.  Beide  v e r m 6 g e n  den  p H  der  Eu -  
cy te  geziel t  zu bee inf lussen  7, s. I m  s y m b i o n t e n f r e i  gemach-  
t en  Z ikadene i  des I n v a g i n a t i o n s s t a d i u m s  wurde  z. B. n a c h  
e iner  be re i t s  p u b l i z i e r t e n  Me thode  6 eine p H - S e n k u n g  yon  
7,5 ~ 0,2 au f  7,0 ~k 0,2 fes tgestel l t .  Die pH-Ver~Lilderung 
sol l te  d i r e k t  oder  i i ld i rek t  im Z u s a m m e n h a n g  m i t  d e m  
S y m b i o n t e n v e r l u s t  s tehen.  Der  R e g u l a t i o n s m e c h a n i s m u s  
ver l / iuf t  m6gl icherweise  n a c h  der  u n t e r  a i lde rem a u c h  
auf  die M i t o c h o n d r i e n  a n w e n d b a r e n  c h e m i o s m o t i s c h e n  
Theor ie  9 (s. Figur) .  D a n a c h  spa l t en  t r ans fo re  A T P a s e n  der  
i n n e r e n  M e m b r a n  der  M i t o c h o n d r i e n  aus  i h r e m  P l a s m a  
he range f i i h r t e  A T P  u n t e r  A u f n a h m e  j e eines O H -  aus  d e m  
Eucy te i l p l a sma ,  das  d a d u r c h  anges / iuer t  wird.  Das  Aus-  
mass  der  p r o t o n e n b e w e g e n d e n  Po t en t i a l d i f f e r enz  en t -  
sp r i ch t  m i t  250 m V  der  t h e o r e t i s c h e n  Erwar tu l lg .  Der  
V o r g a n g  is t  revers ibel .  M i t o c h o n d r i e n  uild P ro top la s -  
t o i d e n  bee inf lussen  ebenfa l ls  das  Ionen -  bzw. Molekiil-  
Milieu u n d  d a m i t  den  osmot ische i l  D r u c k  (pO) der  
EucyteT,  s. I m  symbion te i l f r e i en  Zikadei le i  des ob igen  
S t a d i u m s  t r i t t  z .B.  eine n a c h  der  schon  v e r 6 f f e n t l i c h t e n  
Me thode  6 e r m i t t e l t e  ' d i r e k t  oder  i n d i r e k t  d u r c h  den  E n d o -  
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s y m b i o n t e n v e r l u s t  bed ing te  p O - S e n k u n g  yon  8, 3 3= 0, 2 au f  
7,8 :t= 0,2 auf. Pa ra l l e l  zu p O - V e r ~ n d e r u n g e n  is t  die Bil-  
d u n g  m i t o c h o n d r i a l e r  G r a n u a l e  bzw. p r o t op l a s t o i de r  ]?;in- 
sch lussk6rper  zu b e o b a c h t e n .  Be ide  e n t h a l t e n  o rgan i sche  
Molekii le wie A m i n o s g u r e n  bzw. P r o t e i n e  u n d / o d e r  an-  
o rgan ische  I o n e n  wie Ca 2| PO43| u n d  ande re  mehr ,  die 
aus  der  E u c y t e  a u f g e n o m m e n  werden  (Figur).  Die I o n e n  
l iegen in den  I n k l u s i o n e n  als H y d r o x y t a p a t i t e  (Ca~ 
(PO4) 2. Ca(OH)2 ) vo r  odor  s ind m6gl icherweise  che la t -  
a r t ig  a n  freie Carboxyl -  bzw. P h o s p h a t g r u p p e n  der  
Aminos~turen odor P ro t e ine  gebundenS,  ~o. Die B i l dung  
weniger,  grosser  Te i lchen  ans  v ie len  k le inen  sol l te  dabe i  
fiir die S e n k u n g  des pO v e r a n t w o r t l i c h  sein. Da  die In-  
k lus ionen,  z u m i n d e s t  bet  den  P ro top l a s to iden ,  a n  die 
E u c y t e  wieder  abgegeben  n n d  y o n  ih r  aufge l6s t  werden  
k6nnen ,  w~re dieser  V o r g a n g  revers ibel .  

Z u s a m m e n f a s s e n d  1/isst s ich sagen, dass  das  Verh~tltnis 
der  p ro top la s to iden ,  r i cke t t s i en -  u n d  b a k t e r i e n a r t i g e n  
Z i k a d e n e n d o s y m b i o n t e n  m i t  der  ]?;ucyte sich yon  d e m  der  
M i t o c h o n d r i e n  n a c h  Grad  u n d  A r t  g radue l l  un t e r sche ide t .  
Das  der  M i t o c h o n d r i e n  u n d  P r o t o p l a s t o i d e n  d i f fer ier t  
dabe i  a m  wenigs ten .  M i t o c h o n d r i e n  u n d  Pro top las to~den  
zeigen en t sp r echendes  phys io logisches  VerhaI ten .  Beide 
bee inf lussen  n a c h  e inem m6gl icherweise  gle ichen Mecha-  
n i smus  p H  u n d  pO der  Eucy te .  Die p r o t o p l a s t o i d e n  E n d o -  
s y m b i o n t e n  s te l len quas i  ein <~missing l inb> zwischen den  
p e r m a n e n t  an  die E u c y t e  g e b u n d e n e n  M i t o c h o n d r i e n  u n d  
den  temporh,  r s y m b i o n t i s c h e n  B a k t e r i e n  dar.  Die Zika-  
d e n e n d o s y m b i o s e  i s t  ein geeignetes  Modell  zur  S t r u k t u r - ,  
F u n k t i o n s -  und  E v o l u t i o n s a n a l y s e  der  Eucy te .  

Summary, The  m i t o c h o n d r i a  c an  be  cons idered  as ex- 
t r e m e l y  i n t e g r a t e d  endosymbion t s ,  accord ing  to t he  
t h e o r y  of t h e  e n d o s y m b i o n t i c  or ig in  of eucytes .  Leaf  
hoppe r s  show also v e r y  i n t e g r a t e d  e n d o s y m b i o n t s .  The i r  
p ro top las to id - ,  r i cke t t s i a -  a n d  bac te r i a - l ike  e n d o s y m b i o n t s  
differ, accord ing  to grade,  k i n d  and  supposed  age of the  
re la t ion ,  f rom the  h y p o t h e t i c a l  t y p e  of m i t o c h o n d r i a .  
M i t o c h o n d r i a  a n d  p ro top l a s to id s  differ  t he  leas t  a n d  show 
co r re spond ing  phys io logica l  behav io r .  B o t h  h a v e  a regu-  
l a t ive  in f luence  on  p H  a n d  osmot ic  pressure  of t h e  eucy te  
a n d  use p r o b a b l y  t h e  same  m e c h a n i s m  of regu la t ion .  The  
p r o t o p l a s t o i d  endosymbios i s  of l ea fhoppers  can  be  
r ega rded  as a 'miss ing  l ink '  b e t w e e n  t h e  t e m p o r a r y  en- 
dosymbios i s  of t h e  b a c t e r i a  and  t he  p e r m a n e n t  h y p o t h e -  
t i ca l  one  of t he  m i t o c h o n d r i a .  The  l ea fhoppe r  endo-  
symbios i s  is a su i t ab le  model  for t he  ana lys i s  of s t ruc tu re ,  
func t ion  a n d  evo lu t ion  of t he  eucyte .  
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Keratinases: Hydrolysis of Keratinous Substrates 

Act ion  of ke r a t i no ly t i c  enzymes  on  such  widely  dis- 
t r i b u t e d  s t ruc tu re s  as ha i r ,  wool, fea ther ,  horn ,  hoof, 
claw, beak ,  scale a n d  t h e  s t r a t u m  e o r n e u m  of t he  epider-  
mis  has  no t  been  s tud ied  ex tens ive ly .  NICKERSON et  al. 1 
pur i f i ed  a kera ts  f rom Streptomyces /radiae which  
solubi l ized wool k e r a t i n  a t  p H  9.0. An  ex t race l lu la r  
ke ra t i na se  (ke ra t inase  I), of a zoophi l ic  d e r m a t o p h y t e ,  
Trichophyton mentagrophytes, r ap id ly  digests  gu inea  pig  
ha i r  a t  n e u t r a l  pH2. The  m y c e l i u m  of th i s  fungus  also 
yields  2 ce l l -bound  ke ra t inases  (kera t inases  I I  and  III) 
u n d e r  t he  same g r o w t h  cond i t ions  ~. T he  fol lowing r e p o r t  
descr ibes  t he  hydro lys i s  of va r ious  ke ra t i n s  b y  these  
t h r ee  enzymes  of T. mentagrophytes. 

by Three Enzymes of Trichophyton mentagrophytes 
I n  our  exper imen t s ,  all  ke r a t i n s  were n e i t h e r  au toc]s  

no r  steri l ized.  T h e y  were w a s h e d  w i t h  water ,  e x t r a c t e d  
w i t h  c h l o r o f o r m - m e t h a n o l  a and  soaked severa l  t imes  in 
0.05 M p h o s p h a t e  buffer ,  i m M  Mg++, p H  7.0, t h e n  
r insed  w i t h  water ,  m e t h a n o l ,  and  a i r -dr ied  a t  r oom 
t empe ra tu r e .  The  kera t ins ,  excep t  hoof  a n d  powdered  
hair ,  were e i the r  cu t  w i th  scissors to  a l e n g t h  of 3-5  m m  
or cu t  w i t h  a kni fe  to  pieces of 1-3 m m  long. The  assay  
was car r ied  ou t  as follows. K e r a t i n  (50 mg) was  suspended  
in 0.05 2kr p h o s p h a t e  buffer  c o n t a i n i n g  i m M  MgSO 4, 
p H  7.0, to  wh ich  50 vg of e n z y m e  m a t e r i a l  was  a d d e d ;  
f ina l  v o l u m e  5.0 ml.  Contro ls  inc luded  e n z y m e  m a t e r i a l  
in  buf fe r  and  t he  s u b s t r a t e  in buffer .  To luene  (0.1 ml) w~Ls 

Table I. Digestion (%)~ of keratinous materials by keratinases I, II and III of T. mentagrophytes 

Keratinase I Keratinase II Keratinase III 

3h 16h 3h 16h 3h 16h 

1. Calf hoof (40-100 mesh) 0.7 (1.6) 4.7 (6.0) [11.7] 1.4 (0.8) 4.3 (4.0) [3.8] 3.8 (4.1) 14.4 (10.4) [20.0] 
2. Goat hair 0.3 (0.5) 2.9 (2.8) [<2.0] 0.3 (0.2) 1.9 (2.2) E<2.0] 1.3 (0.6) 3.0 (3.4) [<2.0] 
3. Guinea-pig hair 4.4 (4.6) 13.8 (8.9) [19.7] 5.8 (2.8) 15.2 (8.0) [14.8] 6.9 (5.0) 15.8 (8.8) [20.0] 
4. Guinea-pig hair powder (200400 mesh) 15.2 (7.9) 18.2 (11.7) [30.7] 13.0 (7.1) 21.4 (7.5) [23.0] 14.4 (8.1) 21.8 (10.6) [24.0] 
5. Horse hair (white) 0. 5 (0.7) 3.0 (2.7) [<2.0] 0.4 (0.4) 2.7 (2.3) [<2.0] 1.5 (0.9) 5.9 (4.0) [6.0] 
6. Rabbit hair 1.6 (0.8) 3.8 (3.8) [8.5] 1.3 (0.5) 2.7 (2.2) f<2.0] 1.6 (0.7) 6.5 (3.4) [4.0] 
7. Rat hair 1.4 (0.5) 5.0 (2.8) [5.4] 1.2 (0.4) 3.8 (3.6) [2.6] 1..8 (1.0) 2.1 (2.0) [2.0] 
8. Silk~ (eoarse) 1.7 (1.2) 1.7 (1.0) [<2.0] 0.2 (0.0) 0.7 (0.4) [<2.0] 0.6 (0.6) 1.5 (0.8) [2.0] 
9. Silk ~ (fine) 1.2 (1.1) 1.7 (1.4) [2.9] 0.3 (0.3) 0.7 (0.6) [<2.0] 1.0 (0.7) 1.9 (1.8) [<2.0[ 

10. Wool~ 0.2 (0.7) 1.2 (1.3) [<2.0] 0.2 (0.1) 0.8 (1.4) [<2.0] 0.3 (0.3) 1.7 (2.4) [<2.0[ 

*Values were obtained by ninhydrin assay, those by keratinase assay and by weight loss of substrate are indicated in parentheses and brackets, 
respectively, b Diameter 245 280 ~xm. "Diameter 35~0 ~xm. o Merino wool kindly supplied by Morris Fishman and Sons, Philadelphia, Pa., USA, 


