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ers ten  Schockreak t ion  e rho len  s ie -s ich  und  zeigen bis 
z u m  5.-7. Tag  nach  Bes t r ah lung  keine  X n d e r u n g  im 
Gehaben ,  ausser  e iner  gewissen Ind i f fe renz  gegeni iber  
der  U m g e b u n g .  D a n n  t r e t e n  i tusserlich e rkennba re  Sch~i- 
d igungsze ichen auf :  Mat t igke i t ,  Gewich t sver lus t ,  s t rup-  
piges Fe l l  und  Diar rh6e .  Der  S t r a h l e n t o d  schein t  fiir 
beide S t r a h l e n a r t e n  gle ich zu ver laufen .  Wird '  die kri- 
t ische Zei t  yon  7 bis 23 T a g e n  f ibers tanden,  scheinen  die 
Tiere  normal  wei te rzu leben ,  j edoch  ohne  viel  an Gewich t  
z u z u n e h m e n  (keine wei te ren  Todesf/~lle 6 Mona te  naeh 
B e t a t r o n b e s t r a h l u n g  und  3 Mona te  nach  180 keV). Bei 
den l~lberlebenden t r i t t  nach  beiden Bes t r ah lungen  
(180 keV und  31 MeV) eine E r g r a u u n g  des schwarzen  
Fel ls  ein, die arealweise  e inse tz t  und  nach  1-2 Mona ten  
auf  den ganzen  K 6 r p e r  i ibergreif t .  

Dishuss ion .  I m  Gegensa tz  zu den Versuchen  wm 
J o v ~ T  1 (Vergleich 400 keV und 31 MeW) k o n n t e n  wir  
eine schw/tchere W i r k s a m k e i t  der  gleichen mi t  Vic toreen-  
k a m m e r  gemessenen  Dos ise inhe i t  in r bei 31-MeV- 
S t r ah len  gegeni iber  180-keV-St rah len  fests tel len.  JoYET 
beni i tz te  a l terd ings  h6here  r -Dosen,  die n a c h  unserer  
Ans i ch t  e inen gewissen Schwel l enwer t  i iberschr i t ten  
haben  und  fiir ve rg le ichende  B e t r a c h t u n g e n  n ich t  tun-  
l ich sind.  Bei  s t e igender  Dosis ver l l iuf t  die Dosiseffekt-  
ku rve  zusehends  f lacher ,  und eine E r h S h u n g  der  Dosis 
yon 1700 auf  2500 r schein t  auf  den  E i n t r i t t  des Todes  
keine zus/~tzliche W i r k u n g  m e h r  auszui iben.  Mit  der  
Dosis yon 800 r in unsern  Versuchen  haben  wir  wahr-  
scheinl ich  den Schwel lenwer t  be inahe  erre icht ,  und  be- 
fel ts  v o r g e n o r n m e n e  E x p e r i m e n t e  m i t  n iedr igeren  Do- 
sen zeigen an, dass sich der  Un te r sch i ed  i m  bio logischen 
Ef f ek t  der  u l t r a h a r t e n  und  der  180-keV-St rah len  mi t  
a b n e h m e n d e r  Dosis  zusehends  verschi i r f t .  

Die  Fes t s t e l l ung  einer  ger ingern  b io logischen Wirk-  
s a m k e i t  des B e t a t r o n s  deck t  sich m i t  den  Resu l t a t en ,  
die wir  aus  E x p e r i m e n t e n  zur  Fes t s t e l l ung  der  lVIitosen- 
ra te  de r  ~Vurzelspitze yon  Vic ia  ]aba, der  M u t a t i o n s r a t e  
bei Drosophi la ,  der  Mi tosenra te  des E h r l i c h - K a r z i n o m s  
der  weissen Maus,  der  L e t a l i t g t  yon  4-h- und  7-h-Eiern  
yon  Drosophi la  (FRITZ-NIGGLI 2) und  e iner  Ph~nokop ie  
bei Drosophi la  (FRITZ-NIGGLI) ~ gewonnen  haben .  E b e n s o  
s t i m m e n  sie mi t  den Versuchen  yon  QUASTLER4, der  mi t  
20 M e v  und 200 keV M/iuse bes t rahl te ,  i iberein (Dosis 
700-2000 r). 

E ine  Ursache  dieser  un te r seh ied l i chen  W i r k u n g  kann 
die even tue l l  n ich t  wi rk l i chke i t sge rech te  Messung der  
u l t r a h a r t e n  S t r ah len  mi t  L u f t i o n i s a t i o n s k a m m e r n  sein. 
Gle ichzei t ig  muss  a b e t  auch  die Ar t  des S t r ah l en todes  
d i sku t i e r t  werden,  die bei ve r sch iedenen  Dosen un te r -  
schiedl ich ist. Ansche inend  wi rken  die ers ten  Sch~tdi- 
gungen  der  s o g e n a n n t e n  In i t i a l pe r iode  {siehe Zusam-  
mens te l lung  CWRTm s) ,wie Z i rku la t ionss tSrungen ,  e rh6h te  
Permeabi l i t /~t  und  Fragil i t /~t  der  Gewebe,  zellul/~re Zer- 
s t6 rungen ,  Lyrnphopen ie  und  gas t ro in t e s t ina l e  Be-  
schwerden  durch  Bes t r ah lungsdosen  u n t e r  e i n e m  Schwel-  
l enwer t  ,con 850 r his 900 r n ich t  u n m i t t e l b a r  t6dl ich.  
Der  Tod,  der  ers t  e inige Tage  sp~iter e inse tz t  und  dern 
hohes F i ebe r  und schnel ler  Puls  vorangehen ,  wi rd  wahr-  
scheinl ieh durch  eine a l lgemeine  In fek t ion  und  T o x a e m i e  
verursach t .  Be i  h6heren  Dosen  h ingegen  miissen berei ts  
die p r im/ i ren  S t6 rungen  zum T o d e  f i ihren.  

x G. JOYET, W. MAUDERL! und E. ROESCIt, Brown-Boveri-Mitt., 
Sonderheft 1953, S. 56. 

2 H. FRITZ-NIGGLI, Brown-Boveri-Mitt., Sonderheft 1953, S. 60; 
Fortschr. Geb. R6ntgenstr. 80, ~8 (1954). 

a H. FmTz-NIGGLI, Schweiz. med. Wschr. 81, 1218 (1951). 
¢ H. QUASTLER, Amcr~ J. RoentgenoL 54, 723 (1945). 

H. J. CURTIS, Advances in Biological and Medical Physics I I  
(Academic Press inc., New York 195t), S. 1. 

Ob  eine untersch ied l iche  Dosis  B e t a t r o n -  und  180-keV- 
S t rah len  in den e inzelnen Organen  der  Maus yon  Be- 
d e u t u n g  ist, kann  vo r  e iner  e ingehenden  Ana lyse  des 
inneren  Dosisrnusters  e iner  t o tMbes t r ah l t en  Maus  n ich t  
abgek l~r t  werden.  Vor  d iesen U n t e r s u c h u n g e n  und  vor  
a l lem vor  e inem e ingehenden  q u a l i t a t i v e n  S tudiurn  des 
S t r ah l en tods  der  Maus  k6nnen  wi t  de r  Ta t s ache  der  
ger ingeren  W i r k s a m k e i t  der  B e t a t r o n s t f a h l e n  keine 
ErklArung beifi igen. 

HEDI FRITZ-NIGGL[ 

Slrahlenbiologisches Labora lor ium des R6n tgen ins t i tu t s  
der Universi t i i t  Z~r ich ,  den 78. J a n u a r  195.4. 

S u m m a r y  

Mice were sub j ec t ed  to  i r rad ia t ion  of the  whole  body 
wi th  a homogeneous  dose of 31 MeV and 180 keV 
roen tgen  rays.  A q u a n t i t a t i v e  eva lua t i on  of e f fec t iveness  
was ob ta ined ,  using the  s u r v i v a l  t i m e  of mice (between 
i r r ad ia t ion  and death) .  The  180 keV rays  were more  
e f fec t ive  than  the  31 MeV rays. 

1Dber d ie  q u a n t i t a t i v e  B i n d u n g  v o n  R i b o n u k l e i n -  
s l i u r e  m i t  G a l l o z y a n i n c h r o m a l a u n ~  

Den  spezif ischen und q u a n t i t a t i v e n  f i i rberischen Nach-  
we i sme thoden  be ider  Nukleins~turen (NS.) h a t  m a n  seit  
den  g rund legenden  u l t r a v i o l e t t m i k r o s k o p i s c h e n  U n t e r -  
suchungen  yon  CASPERSSON 2 und  se inen Mi t a rbe i t e rn  
e rh6h te  A u f m e r k s a m k e i t  geschenkt .  W ~ h r e n d  eine 
Di f f e ren t i a l f~ rbung  der  Nukleins~turen m i t  der  Methy l -  
g r i inpyron in f i i rbung  und  der  F e r m e n t b e h a n d l u n g  (BRA- 
CHET ~) heu t e  keine  Schwier igke i t en  m e h r  b ie te t ,  i s t  e ine 
q u a n t i t a t i v e  und  spezif ische F / i rbung  der  NS.  i rnmer  
nocb ein schwier iges  P rob lem.  D e r  q u a n t i t a t i v e  und  
q u a l i t a t i v e  W e r t  de r  F e u l g e n - R e a k t i o n  und Methy lgr / in -  
f~irbung (I(URNICIO) ffir Desoxyr ibonuk le ins / iu re  ist  
n ich t  unbes t r i t t en  geb l ieben  (siehe SANDRITTERg). Fi i r  
viele basische Fa rbs to f f e  wurde  eine q u a n t i t a t i v e  Ver-  
b indung  m i t  NS.  v e r m u t e t  (MICHAFLIS ~, KELLEY'). 
Aber  ledigl ich HERRMANN se t  al. haben  in j f ings te r  Zei t  
ffir To lu id inb lau  die s t6ch iomet r i sche  V e r b i n d u n g  rnit  
Ribonukleins~Lure (RNS)  nachweisen  k6nnen.  

Wir  haben  in frf i lmren U n t e r s u c h u n g e n  9 den Fa rb -  
s toff  G a l l o z y a n i n c h r o m a l a u n  (GC.), dessen progress iver  
F ~ r b u n g s c h a r a k t e r  e rheb l iche  Vorte i le  b ie te t ,  ffir q u a n  
t i t a t i v e  U n t e r s u c h u n g e n  benu tz t .  EINARSONX°hatinaus - 
g e d e h n t e n  U n t e r s u c h u n g e n  den hohen  q u a l i t a t i v e n  und 
q u a n t i t a t i v e n  ~Tert  d ieser  F ~ r b u n g  ffir beide NS.  wahr-  
scheinl ich  m a c h e n  k6nnen,  j edoch  n ich t  den exak t en  
Bewcis  gel iefer t .  
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Wir stellten es uns zur Aufgabe, die stGchiometrisehe 
Verbindungvon GC. mit  NS. zun~ichst in vitro nachzuwei- 
sen. Za den Versuchen wurde RNS. der Fi rma B~hrin- 
ger verwendet. Es handel t  sieh um ein grauweisses Pul- 
ver mit  einem Phosphorgehalt  yon 7.58%, Papierchro- 
matographisch liessen sich im HC1-Hydrolysat keine 
Aminosiiuren nachweisen. 

Zum Naehweis der quan t i t a t iven  Bindung zwischen 
GC. und ItNS. w~ihlten wir verschiedene Wege. 

1. Filtrierpapiermethode rnit Extraktion des Farbsto[Jes. 
Als Stamml6sung diente eine 5 %ige L6sung von RNS. 
in t m Natr iumazeta t .  Faltende Konzentrat ionen 
(5-0,25 %) wurden in Tropfen von je 0,1 ml auf Filtrier- 
papierstrei~en (Schleicher und Schiill, Selekt 2043b) yon 
8 × 2 cm Gr6sse aufpipett iert .  Die Papierstreifen wur- 
den bei Zimmertempera tur  getrocknet and anschliessend 
in F~rbekiivetten 48 h mit  GC. geffirbt. Die Farbl6sung 
wurde nach EINARSON hergestellt (pH 1,64). RNS. ist 
in der Farbstoffl6sung nicht  16slich. Nach der F~trbung 
wurden die Papierstreifen 72 h in gr6sseren Mengen 
6fters gewechselten A. dest. gewlissert. Ein  Kontroll-  
streifen wurde jeweils mitgefiihrt. Anschliessend wurden 
die Papierstreifen einzeln in je 20 ml 1/10 nHC1 eingelegt 
und nach 48 h die ausgezogene Farbe durch eine Glasfritte 
IGI Schott filtriert. Die im Papier verbliebenen Farb-  
stoffreste wurden durch Erhitzen in 1/10 nHCI extra- 
hiert. Die LSsungen wurden auf 30 cln 3 anfgefiillt und 
im Pulfr ieh-Photometer  bei 570 mF WeIlenl@mge die 
Ext inkt ion bestimrnt.  In  frfiheren Untersuchungen 
batten wir alas Absorpt ionsmaximum des Farbstoffes 
festgelegt ~, Als Leerwert wurde die aus den leeren Pa- 
pierstreifen gewonnene FarblSsung benutzt .  Die un- 
spezifische Anf~irbung des Filtr ierpapiers ist nu t  sehr 
gering. 

2. Filtrierpapiermethode mit direkter Trop[enphoto- 
mettle. Die Menge des gebundener /Farbs tof fes  kann 
wesentlich einfacher durch direkte Photometrie der ge- 
f~irbten Tropfen bestimrnt werden. Die Papierstreifen 
wurden wie oben mit  0,01 ml RNS. beschickt und ge- 
f~irbt. Das Fil tr ierpapier wurde mit  einer Mischung aus 
Paraffin6t und  ¢¢-Bromnaphthalin aufgehellt. Die Durch- 
li~ssigkeit der Farbflecke wurde in unserem Ultraviolett-  
mikrospektrographen best immt.  Als Beleuchtung dien- 
te start  der QuecksitberhSchstdruckdampftampe eine 
Niedervoltlampe mit  vorgeschaltetem Schottfilter (570 
m# WellenlAnge). Die Streifen wurden mittels einer 
Spezialvorrichtung vor dem Projektionsprisma ange- 
braeht. 

3. Direkte Fiirbung im Reagenzgtas. Wie in den ersten 
Versuchen wurden fallende Konzentrat ionsreihen ver- 
wendet. 0,1 ml der RNS.-LSsung wurde in einem Zentri- 
fugenglas mi t  8 ml GC. durchmischt,  48 h gefXrbt, dann 
30 rain bei 2500 Umdrehungen  zentrifugiert und  vor- 
sichtig dekantiert .  Der Bodensatz wurde mehrmals mit  
10 ml A. bidest, aufgeschtittelt und wieder zentrifugiert, 
bis die Waschflfissigkeit keinen Farbstoff  mehr enthielt.  
ItNS. konnte  in der ~¥aschflfissigkeit nach maximaler  
Einengung i m  Exsikkator  mi t  Lanthanchlorid nicht  
nachgewiesen werden. Der gef/irbte Bodensatz wurde 
mit 2 m tfarnstoff  durch Aufkochen gel6st, auf 30 m! 
aufgefifllt and  im Pulfr ichphotometer  gemessen. 

Ergebnis. Schon allein die Betraehtung der gef~irbten 
Filtrierpapierstreifen zeigt, dass mit  steigender Konzen- 
tration der aufgetropften RNS.-LSsung die Anf~rbung 
der Tropfen st/irker wird. Die geringste im Tropfen noch 
fassbare Menge ist 2 y RNS. in 0,01 cm 3 Natr iumazeta t  
(0,02%ige L6sung). Wie Abbi ldung 1 zeigt, n immt  mit  
steigender Konzentra t ion  der RNS. die Ext inkt ion  des 

I "~V, SANIIlIlT'I ' f , : i t ,  Z ,  W i s s ,  M i k r .  6 1 ,  .30 (P, iS~) ,  

jeweiis gebundenen Farbstoffes linear zu. Da der Farb-  
stoff GC. in den hier in Frage kommenden Konzentra-  
tionen dem Lambert-Beerschen Gesetz folgt, ist damit  
die quant i ta t ive  st6chiometrische Bindung des GC. an 
RNS, bewiesen. Wir sind der Ansicht, das ses  sich hier- 
bei um eine elektrostatische Adsorption handelt ,  eine 
salzartige Bindung zwischen der negat iven Ladungs-  
gruppe der Nukleinsliure und dem posit iv geladenen 
Farbstoffmolekiil GC. 

Iltecm RN$ " L ~ r o  t 

m,:j RN3 t 
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Abb, 1. Graphisehe Darsteltung der Extinktionswerte bestimmter, 
mit Gallozynninehromalaun angeffirbter RNS.-Konzentrationen. 

l~ol,,meri~lerie RNS. - - - - I~enol,,nwrisierie RNS. 

Diese quant i ta t ive  Fa rbb indung  ist auch noch nach 
Depolymerisation derRNS,  imWasserbad (6 hbei  100 ~ C) 
nachzuweisen (Filtrierpapierversuche). Die Ext inkt ions-  
werte liegen allerdings Wesentlich niedriger (Abb. 1), Bei 
der Depolymerisation ents tehen demnach Bruchstiicke 
der RNS., die den Farbstoff  nicht  mehr binden k6nnen.  
Es mfissen aber auch gr6ssere Komplexe vorhanden 
sein, die eine Farbstoffanlagerung erlauben. 

H / \  o, o2.~.~_. 
('c.~)~ NS',./x/"-.,=o-~-~(~o)~ 

Abb. 2. Strukturformel des Gallozyaninehromalaun-Molekiils naeh 
EINARSON.  

Wir haben versucht, das VerhAltnis der Phosphor- 
atome zu den GC.-Molekiilen zu best immen.  ]:)as GC.- 
Molek/i! enth/itt  wie Abbi ldung 2 zeigt, 2 Stickstoff- 
atome. Wir best immten im Kjeldahl die Stickstoff- 
menge einer GC.-L6sung best immter  Konzent ra t ion  mit  
bekanntem Extinkt ionswert .  Vergleicht man die Ex- 
t inktionswerte dieser GC.-L6sungen mit  den entspre- 
chenden Konzentra t ionen IINS., deren Gehalt  an Phos- 
phor bekannt  ist, so ergibt sich ffir die polymerisierte 
RNS. ein Verh~ittnis der GC.-Molekiile zu RNS.-Phos-  
phoratomen wie 1:15,2, das heisst auf 15,2 P-Atome 
kommt  ein GC.-Molekfil. F/Jr depolymerisierte RNS. 
(siehe Abbildung 1) errechneten wir auf 22,8 Phosphor- 
atome 1 Molekiil GC. 

Diese Versuche haben gezeigt, dass sich GC. mit  RNS. 
quant i ta t iv  verbindet.  Im  Gewebe sind aber die Phos- 
phorsg.uregruppen der NS. mit  Eiweissk6rpern verbun- 
den, so dass die Farbstoffanlagerung m6glicherwcise 
ganz oder zum Tell verhindert  wird. tfAMMAttSmEN und 
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TEORELL 1 h a b e n  n a c h g e w i e s e n ,  dass  in vitro k lc ins t e  
P r o t e i n m e n g e n  die A n f t i r b u n g  de r  NS.  m a s k i e r e n  k 6 n -  
nen  (Versuche  m i t  M a l a c h i t g r i i n ,  M e t h y l v i o l e t t  u .a .) .  
E n t s p r e c h e n d e  e igene  V e r s u c h e  m i t  GC. h a b e n  gezeigt ,  
dass  s e tb s t  bei  r e l a t i v  h o h e n  K o n z e n t r a t i o n e n - , - o n  Eiweiss -  
k 6 r p e r n  (2,5 % R N S .  m i t  5 % A l b u m i n )  die  A n f i i r b u n g  
de r  R N S .  n i c h t  g e s t 6 r t  wird .  Dos  s t a r k  p o s i t i v  g e l a d e n e  
GC.-Moleki i l  h a t  e ine  w e i t a u s  s t i i rke re  Affini t~i t  zu r  
R N S .  a ls  die E i w e i s s k S r p e r  u n d  v e r d r t t n g t  v i e l l e i ch t  so- 
ga r  die E i w e i s s k 6 r p e r  aus  i h r e r  B i n d u n g  m i t d e r  N u k l e i n -  
s~iure, wie dies z u m  7Beispiel v a n  L a n t h a n  b e k a n n t  is t .  
I m  h i s t o l o g i s c h e n  S c h n i t t  s c h e i n e n  / ihnl iche  V e r h ~ l t -  
nisse zu b e s t e h e n .  E s  i s t  z u d e m  a n z u n e h m e n ,  dass  die 
13indung zwi schen  E i w e i s s k S r p e r n  a n d  N u k l e i n s / i u r e  
d u r c h  die F i x a t i o n  so we l t  ge locke r t  wird,  dass  die 
Phosphors~Luregruppe  de r  NS.  frei  w i rd  n n d  d e m  F a r b -  
s tof fmolekf i I  zu r  Ve r f f i gung  s t eh t .  

Die  F r a g e  des  spez i f i s chen  C h a r a k t e r s  de r  GC.-F/ i r -  
b u n g  u n d  d e r  q u a n t i t a t i v e n  V e r b i n d u n g  m i t  D e s o x y -  
r ibonuk le ins /~ure  sol l  i n  w e i t e r e n  U n t e r s u e h u n g e n  gekl~trt 
w e r d e n .  

~;tvr. ~ANDRITTtgR, H. DltgFI!;Nt3ACH 
a n d  F.  KRANTZ 

Aus  dem Senckenbergischen Pathologischen Institut der 
Universiti~t Frank[art am Main, den 11. Januar 195d. 

Summary  

I t  is s h o w n  t h a t  t he  dye  g a l l o c y a n i n c h r o m a l u m  
c o m b i n e s  q u a n t i t a t i v e l y  w i t h  r i b o n u e l e i c  acid.  1 mole -  
cule g a l l o c y a n i n  is e q u i v a l e n t  to  a p p r o x i m a t e l y  15 phos -  
p h o r u s  a t o m s .  T h e  q u a n t i t a t i v e  c o m b i n a t i o n  in vitro is 
n o t  d i s t u r b e d  b y  p ro t e in s .  

1 E. ~lrtd G. HAMMARS'rEN and T. TEOI~ELL, Act.a Med. Scand. 6~, 
~l.q (19~s). 

O b s e r v a t i o n s  on  the  N u c l e i c  A c i d s  D u r i n g  the 
Development of the Lethal Hybrid Tri ton 

palmafus ~ × Salamandra atra ~1 

T h e  v iew t h a t  t h e  nuc le ic  ac id  c o n t e n t  is c losely  
r e l a t e d  to  t h e  m o r p h o g e n e t i c  a c t i v i t y  h a s  d r a w n  s u p p o r t  
f r o m  c y t o c h e m i c a l  a n d  m i c r o p h o t o m e t r i c a l  s t u d i e s  
d u r i n g  t h e  d e v e l o p m e n t  of v a r i o u s  o rgan i sms .  R e c e n t l y  
e v i d e n c e  h a s  b e e n  c i t ed  t h a t  t h e  d e v e l o p m e n t a l  f a i lu re  
in  a m p h i b i a n  l e t h a l  h y b r i d s  is p r i m a r i l y  due  to  a n  
i n t e r r u p t i o n  in t h e  s y n t h e s i s  of nuc le ic  ac id  s . L ike  m o s t  
of t h e  i n t e r spec i f i c  crosses  b e t w e e n  a n u r a n s  a, t h e  h y b -  
r ids  o b t a i n e d  b y  f e r t i l i z ing  Triton patmatus eggs w i t h  
Salamandra atra s p e r m s  are  l e t h a l  a n d  t h e i r  deve lop -  
m e n t  is a r r e s t e d  a t  t h e  l a t e  b l a s t u l a  or  t h e  e a r l y  gas-  
t r u l a  4. B y  m e a n s  of t h e  FEULGEN r e a c t i o n  a n d  U~NA'S 
m e t h y l  g r e e n - p y r o n i n  m i x t u r e ,  a p p r o a c h e s  were  m a d e  b y  
BALTZEa a n d  SCH6N~ANN ~ to  e s t i m a t e  t h e  nuc l e i c  ac id  
c o n t e n t  in  t h e  e m b r y o n i c  cells  of s u c h  l e tha l s .  T h e i r  
r e su l t s  s h o w e d  t h a t  t h e  h y b r i d  cell  is poo r  in  de s oxy -  
r i b o n u c l e i c  ac id  (DNA) whi le  i t s  a m o u n t  of r i b o n u c l e i c  
ac id  (RNA)  is n o r m a l  *. O b v i o u s l y  a more  a c c u r a t e  

1 This work was supported by a grant from the Karl-Hescheler- 
Stiftung. 
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m e t h o d  is n e e d e d  i n  o r d e r  to  g ive  a de f in i t e  a n s w e r  to  
t h i s  p r o b l e m .  T h e r e f o r e  f u r t h e r  e f fo r t s  h a v e  b e e n  m a d e  
b y  s u b j e c t i n g  t h e  l e t h M  h y b r i d  T. palmatus f~ × S. atra 
to  m i c r o p h o t o m e t r i c M  ana lys i s .  T h e  p r e s e n t  r e p o r t  
dea l s  w i t h  q u a n t i t a t i v e  m e a s u r e m e n t s  of R N A  a n d  
D N A  a t  d i f f e ren t  d e v e l o p m e n t a I  s t ages  of b o t h  h y b r i d s  
a n d  con t ro l s .  

Eggs  t a k e n  o u t  of t h e  o v i d u c t  of  T. pahnatus females ,  
w h i c h  h a d  b e e n  t r e a t e d  p r e v i o u s l y  w i t h  g o n a d o t r o p i c  
h o r m o n e ,  were  p a r t l y  i n s e m i n a t e d  w i t h  S. atra s p e r m s  
(pat h y b r i d )  a n d  p a r t l y  w i t h  s p e r m s  of t h e  s a m e  species 
(pp cont ro l ) .  B o t h  t y p e s  of eggs were  k e p t  a t  18°C u n t i l  
t h e  des i red  s t ages  were  r eached .  F o r  a s s a y i n g  t h e  nuc le ic  
ac id  c o n t e n t ,  t h e  m i c r o p h o t o m e t r i c a l  m e t h o d  of OGUR 
a n d  ROSt~N 1 was  used.  Br ie f ly ,  e a c h  egg was  f ixed  in 
9 6 %  e t h y l  a l coho l  a n d  t h e n  t r e a t e d  twice  w i t h  10% 
t r i c h l o r a c e t i c  ac id  for  a t  l e a s t  ha l f  a n  h o u r  in  t h e  refr ig-  
e r a to r .  Af t e r  w a s h i n g  a g a i n  in a lcohol  i t  was  t r e a t e d  
w i t h  t e t r a h y d r o f u r a n  u n d e r  r e f lux  for  4 h.  T h e  e x t r a c -  
t i o n  of R N A  was  m a d e  in  3 c m  a of 5 % pe rch lo r i c  ac id  
a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  for  20 h a n d  t h a t  of D N A  a t  70°C 
for  40 ra in .  T h e  nuc le ic  ac id  c o n t e n t  in  t h e  egg e x t r a c t  
was  f i n a l l y  d e t e r m i n e d  b y  t h e  BECKMA~ s p e c t r o p h o t o -  
m e t e r  a t  220 -280  mr2. 
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Fig. 1.---Content of RNA during the early development of Triton 
palmatus and tile lethal hybrid Triton palmatus ~ x Salamandra 

atra ~. 

V e r y  r e c e n t l y  t h e  m e t h o d  of OouI~ a n d  ROSEN for t h e  
d e t e r m i n a t i o n  of nuc le ic  ac id  in  a m p h i b i a n  eggs was  
c r i t i s i zed  b y  SZE ~. A c c o r d i n g  to  h i m  t h e  v a l u e  g i v e n  b y  
t h i s  m e t h o d  is t oo  h igh ,  p r o b a b l y  due  to  t h e  p r e s e n c e  of 
o t h e r  d i s t u r b i n g  s u b s t a n c e s .  W e  h a v e  s t a n d a r d i z e d  t he  
m e t h o d  w i t h  a s o l u t i o n  of p u r e  nuc le ic  ac id  ( H o f f m a n n -  
L a  IZoche, Basel ) .  A c o n c e n t r a t i o n  of 54 7 / c m  ~ gave  a n  
e x t i n c t i o n  of 1-39 un i t s .  T h e  t~NA c o n t e n t  in  t h e  ea r ly  
g a s t r u t a  of the cont i 'o l s  h a s  a v a l u e  of 4.78 y / e m b r y o .  
T a k i n g  t h e  size of  t h e  egg i n t o  c o n s i d e r a t i o n ,  t h i s  v a l u e  
is e s s e n t i a l l y  in  a c c o r d a n c e  w i t h  t h a t  o b t a i n e d  b y  
STEIN~RT 3 in  Rana esculenta, b u t  a p p a r e n t l y  t o o  h i g h  
c o m p a r e d  w i t h  t h e  D N A  c o n t e n t  g iven  b y  Sz~ a for  
Rana pipiens. H o w e v e r ,  in  t h i s  w o r k  t h e  h y b r i d  a n d  
t h e  c o n t r o l  eggs were  m e a s u r e d  u n d e r  i d e n t i c a l  con-  
d i t i ons  a n d  t h e  t e c h n i c a l  e r ro r  i n h e r e n t  in  t h e  m e t h o d  
c a n  be  c o n s i d e r e d  as ins igni f icant , .  

The  e x t i n c t i o n  v a l u e s  a t  260 ru/* are  p r e s e n t e d  
g r a p h i c a l l y  in  F i g u r e s  1 a n d  2. W e  sha l l  cons ide r  f i r s t  
t h e  c h a n g e s  of R N A  a n d  D N A  in  t h e  pp con t ro l s .  F r o m  
t h e  m o r u l a  to  t h e  ea r ly  g a s t r u l a  t h e r e  i s  a h a r d l y  
d e t e c t a b l e  i nc r ea se  of 1RNA. T h i s  is i n  a g r e e m e n t  w i t h  
t h e  o b s e r v a t i o n s  b y  STVZlNERT a in  a n u r a n s ,  A c c o r d i n g  to  
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