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Die Wirkung von MakrotetraHdantibiotika auf photosynthetische Reaktionen in Spinatchloroplasten 

Die Verwendung yon Antibiotika als Mittel zum 
Studium biochemischer Reaktionen und ihrer Mecha- 
nismen ist allgemein bekannt  und verbreitet.  Das in 
dieser Arbeit verwendete Dinactin geh6rt zur Gruppe 
der Makrotetralide. Diese sind niedermolekulare, zykli- 
sche Ausscheidungsstoffe yon Aktinomyceten von extre- 
mer Lipophilie und hoher ToxizitAt fiir Bakterien und 
Gewebek~alturen. Ihre starke Beeinflussung der Zell- 
aktivitAt wird dutch ihre Eigenschaft, die PermeabilitAt 
sowohl yon natiirlichen wie kiinstlichen Membranen ffir 
Kationen zu ~ndern, verursacht. Makrotetralide hem- 
men in Mitochondrien die oxydat ive Phosphorylierung, 
die StArke ihrer Wirkung ist ausgeprAgt yore Ionen- 
milieu abhAngig. Dies steht in Zusammenhang mit  dem 
sehr selektiven Komplexbildungsverm6gen der Makro- 
tetral ide mi t  Alkalimetallen und den unterschiedlichen 
StabilitAtskonstanten der verschiedenen Alkalimetall- 
Makrotetralid-Komplexe. Die gr6sste StabilitAt weist 
dabei der K+-Makrotetralid-Komplex auf (Zusammen- 
fassung der chemischen und biologischen Eigenschaften 
der Makrotetralide bei KELLI~R-SCHIERLEIN und GER- 
LACH 1). 

An Chloroplasten wurde bisher die Wirkung yon Di- 
nactin auf folgende lichtabhi~ngige Reaktionen unter- 
sucht:  die zyklische Phosphorylierung, die ATP-Ortho- 
phosphat-Austauschreaktion, die Hillreaktion, die licht- 
induzierte Protonenaufnahme, VolumenAnderungen der 
Chloroplasten, direkt und im Elektronenmikroskop be- 
s t immt,  und der Kaliumionenflux. 

1. Die Wirkung yon Dinactin au[ Phosphorylierungs- 
reaktionen. Bei steigender Konzentrat ion yon Dinactin 
erfolgt in einem K+-Medium eine Hemmung der zyk]i- 
schen Photophosphorylierung bei 10-eM, w~khrend in 
einem entsprechenden Na+-Medium die gleiche Wirkung 
schon bei 10real geringerer Konzentrat ion zu beobachten 
ist. In einem in der K/Na-Zusammensetzung variierten 
Gemisch ist die zyklische Photophosphorylierung bei 
konstanter Dinactinkonzentration (10-7M) im reinen 
Na + stark gehemmt, dutch Ersetzen des Na+ durch K + 
wird die Dinact inhemmung vollstAndig aufgehoben 
(BACHOFEN und SPECHT2). Dass es sich dabei um einen 
Effekt  des Kaliumions handelt, ist daraus ersichtlich, 
dass bei konstanter Osmolaritgt der Dinactineffekt durch 
Na + nicht beeinilusst wird, durch eine steigende K +- 
Konzentrat ion abet vollstAndig unterdrfickt werden kann. 

Die Austauschreaktion zwischen ATP und Ortho- 
phosphat wird allgemein als Teilschritt der ATP-Bildung 
sowohl bei Chloroplasten wie auch bei Mitochondrien 
betrachtet.  Urn in Chloroplasten diesen Austausch zu 
induzieren, mfissen die Membranen zuerst in einen energie- 
reichen Zustand gebracht werden, z.B. durch eine-kurze 
Voltbelichtung; die Austauschreaktion selbst 1Auft an- 
schliessend im Dunkeln ab (CARMELI und AVRONS). Auf 
die Gesamtreaktion des ATP-Pa-Austausches iibt Di- 
nactin die gleiche Wirkung aus wie auf die lichtabh/~ngige 
Phosphorylierung der Chloroplasten; die genaue Analyse 
zeigt jedoch, dass der spezifische, kationenabhi~ngige 
Einfluss der Makrotetralide nur in der Lichtphase erfolgt. 

Die Wirkung von Dinactin auf die Hillreaktion (Photo- 
reduktion yon Ferricyanid mit  Wasser als Elektronen- 
donator) zeigt, dass die Makrotetralide haupts/ichlich als 
Entkoppler  wirken, wird doch eine deutliche Beschleuni- 
gung des Elektronentransportes erreicht. Auch hier ist 
im Bereich zwischen 10 -s und 10-SM ein Unterschied 
zwischen Na +- und K+-Medium messbar, der entspre- 
chend den Resultaten der Phosphorylierung ist (BAcH- 
OFEN und SPECHT2). 

2. Die Wirkung yon Dinactin au[ die lichtinduzierte 
Protonenau/nahme. Bei Belichtung ungepufferter Chloro- 
plastensuspensionen kann im Aussenmedium eine Ab- 
nahme der Protonenkonzentration gemessen werden, die 
im Dunkeln voltstAndig reversibel ist (NEuMAm~ und 
JAGENDORF*). I)inactin reduziert diese lichtinduzierte 
Protollenwanderung in Ahnlichen Konzentrat ionen wie 
die Phosphorylierung, wobei weniger eine ~nderung der 
Anfangsgeschwindigkeit des Protonentransportes als eine 
Reduktion des Gesamtausschlages zu beobachten ist. 
Auch fiir diese Reakt ion ist die Zusammensetzung des 
Reaktionsmediums entscheidend: Im  Gegensatz zur 
ATP-Bildung ist jedoch die Gr6sse des messbaren Pro- 
tonengradienten in K + starker beeinflusst als in Na +. 

1 W. KELLER-SCHIERLEIN und H. GERLACH, Fortschr. Chem. org. 
NatStoffe 26, 161 (1968). 
R. BACHOFEN und I. SPECHT-JORGENSEN, Planta 90, 66 (1970). 

s C. CARMEL! und M. AVRON, Biochem. Biophys. Res. Comm. 24, 
923 (1966). 

4 j .  Ngur~A~ und A. JAG~DORF, Arch. Bioehem. 107, 109 (1964). 

Fig. 1. Elektronenmikroskopische Aufnahme der Grana- und Stromastruktur von Chloroplasten nach Dinactineinwirkung. Vergr6sserung 
30000faeh. a) Kontrolle, b) 1 min nach Zugabe yon Dinactin (Endkonzentration 10-4M), c) 10 min nach Zugabe von Dinactin, belichtet. 
Siehe auch ErkIArungen im Text. 
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Z u s a m m e n g e f a s s t  ze igt  sich, dass  in  G e g e n w a r t  v o n  
D i n a c t i n  u n d  K + die P h o s p h o r y l i e r u n g  wenig  bee in f lus s t  
ist,  de r  P r o t o n e n g r a d i e n t  a b e r  g le ichzei t ig  r e d u z i e r t  wi rd  ; 
in  N a  + dagegen  e r r e i ch t  de r  l e tz te re  n a h e z u  die Kon t ro l l -  
wer te ,  die P h o s p h o r y l i e r u n g  dagegen  is t  bei  g le icher  
H e m m s t o f  f k o n z e n t r a t i o n  b lock ie r t .  

3. Die Wirkung yon Dinactin au/ das Volumen der 
Chloroplasten. Agent i en ,  welche  die P e r m e a b i l i t ~ t  yon  
M e m b r a n e n  bee inf lussen ,  mf issen  a u c h  A u s w i r k u n g e n  auf  
das  V o l u m e n  de r  e n t s p r e c h e n d e n  P a r t i k e l  zeigen. Z u g a b e  
y o n  D i n a c t i n  in  G e g e n w a r t  yon  K + l~sst  d ie  Chloro-  
p l a s t e n  sehr  r a s c h  das  V o l u m e n  ve rg r6s se rn ;  es k a n n  
a n g e n o m m e n  werden ,  dass  als  Folge  der  D i n a c t i n z u g a b e  
K+ bis  z u m  G l e i c h g e w i c h t s z u s t a n d  r e l a t i v  u n g e h i n d e r t  
e i n t r i t t ,  pa ra l l e l  dazu  er fo lg t  e ine W a s s e r a u f n a h m e ,  wel- 
che  die V o l u m e n v e r g r 6 s s e r u n g  bewi rk t .  I n  N a  + erfolgen 
die g le ichen  R e a k t i o n e n  wie in K +, sie s ind  a b e r  wegen 
de r  ge r ingeren  Spez i f i tg t  des D i n a c t i n s  ffir Na+ l a n g s a m e r  
u n d  y o n  k l e i n e r e m  U m f a n g .  Be i  B e l i c h t u n g  erfolgt  ein 
S e h r u m p f e n  de r  Zel lorganel len ,  i n t e r p r e t i e r b a r  als  l i ch t -  
(oder energie-)  ge t r i ebene r  Ionen-Ausf luss .  D a b e i  k a n n  
A T P  in d iesem Prozess  die L i c h t w i r k u n g  w e i t g e h e n d  
e r se t zen  (BosSHARD u n d  BACHOFENS). 

VolumenXnderungen in der beschriebenen Gr6sse soll- 
ten im Elektronenmikroskop als Anderung der Ultra- 
struktur sichtbar sein, ausserdem mfisste dadurch ent- 
sch i eden  w e r d e n  k6nnen ,  ob  a n  de r  Schwe l lung  de r  
C h l o r o p l a s t e n  haupts~Lchlich de r  S t r o m a r a u m  - d u t c h  
e r h 6 h t e  P e r m e a t i o n  d u r c h  die  C h l o r o p l a s t e n m e m b r a n  - 
ode r  a u c h  de r  I n n e n g r a n a r a u m  - d u t c h  Que l lung  de r  
T h y l a k o i d e  se lbs t  - be t e i l i g t  s ind.  A u s s c h n i t t e  aus  en t -  
s p r e c h e n d  b e h a n d e l t e n  P r o b e n  g a n z e r  Ch lo rop l a s t en  zei- 
gen  die D i n a c t i n w i r k u n g  a u c h  in  de r  e l e k t r o n e n o p t i s c h  
s i c h t b a r e n  U l t r a s t r u k t u r  (F igur  1). M a n  b e a c h t e  in  
F i g u r  1 b die gegenf iber  1 a ve rg r6sse r t e  Zah l  op t i s ch  leer  
e r s c h e i n e n d e r  , S t r o m a v a k u o l e m ~  u n d  den  l e i ch t  ver-  
g r6sse r t en  A b s t a n d  de r  G r a n a l a m e l l e n .  N a c h  B e l i c h t u n g  
in l c  s ind  die G r a n a l a m e l l e n  enger  gepackt ,  d i e ,  S t r o m a -  
v a k u o l e n ,  h a b e n  s ich  u n t e r  d e m  E in f lu s s  y o n  D i n a c t i n  
we i t e r  vergr6sser t .  Das  A u s m e s s e n  de r  B i lde r  bes t t t t ig t ,  
dass  wie  be i  den  zuers t  ge r i ann ten  V o l u m e n m e s s u n g e n  
die g a n z e n  C h l o r o p l a s t e n  z .B.  1 r a in  n a c h  de r  D i n a c t i n -  
b e h a n d l u n g  l i nea r  i m  Mi t t e l  u m  25%,  die T h y l a k o i d s t a p e l  
u m  35% z u g e n o m m e n  h a b e n ,  also sowohl  die P e r m e a b i -  
l i t g t  ffir K + de r  C h l o r o p l a s t e n m e m b r a n  als a u c h  de r  
T h y l a k o i d e  se lbs t  e r h 6 h t  wird.  

4. Die Wirkung yon Dinactin au/ den K+-Gehalt der 
ChZoroplasten. Chlo rop l a s t en  y o n  S p i n a t  e n t h a l t e n  u m  
400 ~g K + / m g  Ch lo rophy l l ;  m i t  r a s c h e n  Pr tLparat ions-  
m e t h o d e n  (z.B. NOBEL s) b le ib t ,  wie s ich  aus  d e m  Ver-  
gleich m i t  n i ch twgss r igen  P r A p a r a t i o n e n  ergib t ,  das  
endogene  K+ vol ls tAndig  in den  Chlorop las ten ,  wt~hrend 
bei  den  g l te ren ,  witsserigen A u f a r b e i t u n g s m e t h o d e n  (z. B. 
WHATLEY a n d  ARNON 7) of t  m e h r  als 50% des  Alkal i -  
me ta l l e s  au sgewaschen  wird.  D e m  o b e n  e rwAhnten  rever -  
s ib len  S c h r u m p f e n  u n d  Schwel len  be i  Wechs e l  yon  L i c h t  
u n d  D u n k e l  l~uf t  e ine e n t s p r e c h e n d e  B e w e g u n g  v o n  
K + - I o n e n  para l l e l ;  V e r s c h i e b u n g e n  de r  L a d u n g e n  d u r c h  
d e n  e ingangs  erwtLhnten l i c h t i n d u z i e r t e n  P r o t o n e n t r a n s -  
p o r t  w e r d e n  d a m i t  d u r c h  den  en t gegenges e t z t  f l i essenden  
K + - I o n e n t r a n s p o r t  m i n d e s t e n s  z u m  Tei l  n e u t r a l i s i e r t  
(F igur  2). Bei  B e h a n d l u n g  v o n  C h l o r o p l a s t e n  m i t  Di- 
n a c t i n  k a n n  i m  D u n k e l n  eine deu t l i ch  r a sche re  /~quili- 
b r i e r u n g  zwischen  d e m  K + aussen  (**K) u n d  d e m  K + 
i n n e n  b e o b a c h t e t  werden .  W i r d  die Pr t~para t ion  schliess- 
l ich  be l i ch te t ,  so n e h m e n  das  V o l u m e n  der  Ch lo rop l a s t en  
u n d  die *2K-Aktivit tkt  de r  l e t z t e r en  para l l e l  ab, e ine Be-  
o b a c h t u n g ,  die n a c h  den  b i she r igen  U n t e r s u c h u n g e n  als 
energ ieabh i ing iges  A u s p u m p e n  des  K+ b e t r a c h t e t  w e r d e n  
k a n n  (Figur  3). We~den  V o l u m e n A n d e r u n g e n  u n d  T r a n s -  

p o r t  yon  K + z u s a m m e n f a s s e n d  b e t r a c h t e t ,  zeigt  sich, 
dass  sowohl  in A b w e s e n h e i t  wie in  G e g e n w a r t  yon  Di-  
n a c t i n  die b e i d e n  Vorg~knge bei  B e l i c h t u n g  u n d  A b d u n k e -  
lung  e inen  pa ra l l e l en  Ver l au f  zeigen, wobe i  a n g e n o m m e n  
werden  d a d ,  dass  de r  K + - T r a n s p o r t  yon  den  b e i d e n  die  
p r im~re  R e a k t i o n  dars te l l t .  

5. Diskussion. Die A b s o r p t i o n  de r  L i ch t ene rg i e  d u r c h  
die C h l o r o p l a s t e n p i g m e n t e  e rzeug t  in  de r  p h o t o s y n t h e -  
t i s ch  a k t i v e n  M e m b r a n  eine Po ten t i a ld i f f e renz ,  d u r c h  
welche  v o n  den  b i she r  e rwAhnten  R e a k t i o n e n  v e r m u t l i c h  
pr imAr die P r o t o n e n  yon  aussen  n a c h  i n n e n  v e r s c h o b e n  
werden .  Der  e n t s t a n d e n e  P r o t o n e n g r a d i e n t  in  de r  Mem-  
b r a n  k a n n  n a c h  MITCHELL 8 ffir die A T P - S y n t h e s e  aus-  
g e n u t z t  werden ,  b e i m  P ro tonen r f i ck f lu s s  wi rd  f iber eine 
gekoppe l t e  r eve r s ib le  A T P a s e  aus  A D P  u n d  P h o s p h a t  
A T P  gebi lde t .  Z u g a b e  yon  D i n a c t i n  e r h 6 h t  die K+-Per -  
m e a b i l i t ~ t  de r  C h l o r o p l a s t e n m e m b r a n  w e i t g e h e n d  u n d  
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Fig. 2. Parallelit~t zwischen Volumen ganzer Chloroplasten (Sedi- 
menth6he nach Htimatokritzentrifugation) und K+-Gehalt der 
Chloroplasten (gemessen mit Atomabsorption, [~g K+lmg Chloro- 
phyll) bei Wechsel yon Licht und Dunkel. Zeitangabe auf der 
Abszisse, ausgeftillter Balken = dunkel. 
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Fig. 3. Parallelit~it zwischen Volumen ganzer Chloroplasten (Htima- 
tokritzentrifugation) und Gehalt an 42K (nach Vorinkubation mit 
42KC1 wt~hrend 15 min) bei Belichtung nach Zugabe von Dinactin 
(Endkonzentration 10-4M). Beginn der Belichtung nach 2min 
(Pfeil); alle Werte angegeben in % fiber dem Kontrollwert ohne 
Dinactin zur Zeit 0. V = Volumen; K = Gehalt an 4*K. 

5 E. BOSSHARD-HEER und R. BACHOFEN, Planta 91,204 (1970). 
s p. S. NOBEL, Pl. Physiol. '/2, 1389 (1967). 
7 F. R. WHATLEY" trod D. I. ARNON, ill Methods in Fnzymology 

(Eds. S. P. COLOWICK lind N. O. KAPLAN; Academic Press, 
New York 1963), Vol. 6, p. 308. 

s p. MITCHELL, Biol. Rev. 41,445 (1966). 
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bee in f lus s t  d a m i t  n i c h t  n u r  den  T r a n s p o r t  y o n  K + selbs t ,  
s o n d e r n  a u c h  i n d i r e k t  die d a m i t  g e k o p p e l t e n  R e a k t i o n e n ,  
den  P r o t o n e n t r a n s p o r t  u n d  die  P h o s p h o r y l i e r u n g  i m  
Lich t .  D u t c h  E r h 6 h u n g  des  p a s s i v e n  K + - E i n s t r o m e s  in  
G e g e n w a r t  v o n  D i n a c t i n  m u s s  wie  be s ch r i eben  be i  obl i-  
ga t e r  K o p p l u n g  des  P r o t o n e n o n f l u x e s  z u m  K + - E f f l u x  
u n d  de r  P h o s p h o r y l i e r u n g  z u m  e r s t e r en  in  A n w e s e n h e i t  
b e s t i m m t e r  K o n z e n t r a t i o n e n  v o n  D i n a c t i n  e ine S t i m u -  
l i e rung  de r  P h o s p h o r y l i e r u n g  d u t c h  K +, g le ichzei t ig  a b e r  
a u c h  e ine  R e d u k t i o n  des  m e s s b a r e n  P r o t onen f l u s s e s  d u t c h  
die V e r r i n g e r u n g  des  L a d u n g s g r a d i e n t e n  s i c h t b a r  werden .  
Die  B e e i n f l u s s u n g  de r  u n t e r s u c h t e n  p h o t o s y n t h e t i s c h e n  
R e a k t i o n e n  ware  d a n n  auf  e ine  V e r s c h i e b u n g  de r  IZ+- 
K o n z e n t r a t i o n  i n n e r h a l b  bzw. a u s s e r h a l b  de r  Chloro-  
p l a s t e n  zurf ickgef i ihr t .  Ande r se i t s  i s t  a u c h  eine d i r ek t e  
E i n w i r k u n g  auf  den  l i c h t a b h i t n g i g e n  I o n e n t r a n s p o r t  
s e lb s t  d e n k b a r .  N o c h  l iegen h e u t e  ke ine  U n t e r s u c h u n g e n  
vor ,  d ie  e indeu t ig  nachweisen ,  f iber  we lche  M e c h a n i s m e n  
die  e inze lnen  R e a k t i o n e n  s ich  gegense i t ig  bee in f lussen  
(vgl. a u c h  GREVILLEg). 

Summary .  T h e  m a c r o t e t r a l i d  a n t i b i o t i c  D i n a c t i n  un -  
couples  p h o s p h o r y l a t i o n  f rom e lec t ron  t r a n s p o r t  in  
i l l u m i n a t e d  ch lo rop la s t s  in  t h e  p re sence  of N a  + a t  lower  
c o n c e n t r a t i o n s  t h a n  in K +, whi l e  t h e  l i g h t - i n d u c e d  
p r o t o n  u p t a k e  is more  i n h i b i t e d  in  a m e d i u m  w i t h  K+ 
t h a n  w i t h  Na+. T h e  large  v o l u m e  changes  of who le  
ch lo rop l a s t s  in  t h e  l i gh t  a n d  a f t e r  a d d i t i o n  of D i n a c t i n  
are  pa ra l l e l  t o  t h e  a m o u n t  of K+ in  t h e  ch loroplas t s .  

R. BACHOFEN 10 

Inst i tut  /fir Allgemeine Botanik der Universitdt, 
CH-8006 Zi~rich ( Schweiz) , 14. Dezember 1970. 

9 G. D. GREVILLE, in Current Topics in Bioenergetics (Ed. D. R. SA- 
NADt; Academic Press, New York 1969), p. 1. 

lO Die Resultate der vorliegenden Arbeit entstanden zusammen mit 
ELISABETH BOSSHARD-HEER, H. R. HOHL, CH. PFLUGSHAUPT 
und INGRID ~PECHT-JORGENSEN. Wir danken dem Schweizeri- 
schen Nationalfonds ftir die grossztigige Unterstfitzung. 

C o n t i n u o u s  N u c l e o l a r  D N A  S y n t h e s i s  af ter  I n h i b i t i o n  of  M i t o s i s  in  P h y s a r u m p o l y c e p h a l u m  1 

Nuc lea r  D N A  s y n t h e s i s  in  P.  polycephalum follows 
i m m e d i a t e l y  u p o n  mitos is .  I n  m o s t  nuc le i  t h e  r ep l i ca t ion  
of t h e  e x t r a n u c l e o l a r  D N A  is c o m p l e t e d  w i t h i n  t h e  f i rs t  
3 h  of t h e  i n t e r m i t o t i c  pe r iod  (,-4), whe reas  r ep l i ca t ion  of 
t h e  nuc leo lus -assoc ia ted  DNA,  as d e t e r m i n e d  b y  exposu re  
to  s h o r t  pulses  of t h y m i d i n e - 3 H ,  occurs  t h r o u g h o u t  t h e  
r e m a i n i n g  a p p r o x i m a t e l y  6-7  h p r e c e d i n g  t h e  n e x t  mi to -  
sis 5. The  resu l t s  desc r ibed  in t h e  fo l lowing lend  s u p p o r t  
to  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  t h e  r ep l i ca t ion  of nucleolus-  
a ssoc ia ted  D N A  is a c o n t i n u o u s  process  w h i c h  m a y  go 
b e y o n d  t h e  level  of d u p l i c a t i o n  d u r i n g  t h e  i n t e r m i t o t i c  
pe r iod  6. 

Material and methods. Culture methods and experimental 
procedure. T h e  o r g a n i s m  was  g r o w n  in t h e  fo rm of micro-  
p l a s m o d i a  in  a g i t a t e d  c u l t u r e L  M i t o t i c a l l y  s y n c h r o n i z e d  
sur face  p l a s m o d i a  were  p r e p a r e d  as  desc r ibed  p r e v i o u s l y  s. 
A t  a s tage  j u s t  p r io r  to  or  d u r i n g  t h e  t i m e  a t  w h i c h  t he  
p rev ious ly  c e n t r a l  nuc leo lus  g r a d u a l l y  beg ins  to  m o v e  
t o w a r d  t h e  nuc l ea r  m e m b r a n e  in p r e p a r a t i o n  for  mi tos i s  
(hence fo r th  re fe r red  to  as t h e  ' a cen t r i c  s tage ' ) ,  p l a s m o d i a  
were  covered  w i t h  a c i rcu la r  piece of w e t  f i l te r  p a p e r  of 
a p p r o x i m a t e l y  t h e  s ame  size a n d  s h a p e  as t h e  p l a smod ia .  
Th i s  caused  t he  p l a s m o d i a  to  sp read  f rom u n d e r n e a t h  t he  
f i l te r  paper .  I f  t h e  b e g i n n i n g  of mi tos i s  was  i m m i n e n t  a t  
t h a t  t ime ,  a p h a s e  d i f fe rence  w i t h  r ega rd  to  t he  t i m e  of 
mi tos i s  deve loped  b e t w e e n  t h e  nuc le i  in  t h e  p e r i p h e r a l  
a reas  of t h e  p l a s m o d i a  w h i c h  h a d  s p r e a d  f r o m  u n d e r  t h e  
f i l te r  p a p e r  a n d  those  in t h e  covered  p a r t s  of t h e  p l a s m o d i a .  
I n  t h e  free a reas  of t h e  p l a s m o d i a  t h e  nuc le i  a d v a n c e d  
w i t h  a l m o s t  no  de l ay  t ow ar d ,  or  t h r o u g h ,  mi tos is ,  whe reas  
mi tos i s  was  de l ayed  in  t h e  covered  areas.  W h i l e  t h e  
p l a s m o d i a  c o n t i n u e d  to  spread,  t h e  nucle i  f r om t h e  covered  
a reas  were carr ied,  b y  p r o t o p l a s m i c  s t r e a m i n g ,  i n to  t he  
more  a d v a n c e d ,  p e r i p h e r a l  areas.  As a resul t ,  t h e  peri-  
phera l ,  p o s t m i t o t i c  reg ions  c o n t a i n e d  a few nucle i  w h i c h  
were e i t h e r  in  t h e  acen t r i c  s tage  or  in  ea r ly  p r o p h a s e L  
T h e  n u m b e r  of these  nucle i  in  t h e  p o s t m i t o t i c  regions  
was  k e p t  s m a l l  b y  excis ing  t h e  cen t ra l ,  covered ,  p a r t s  as 
soon as a few, e i t h e r  a cen t r i c  or  e a r l y - p r o p h a s e  nuc le i  
were  f o u n d  a m o n g  t he  p o s t m i t o t i c  nuc le i  in  s m e a r  
p r e p a r a t i o n s .  

Cytological methods. F o r  d e t e r m i n a t i o n  of m i t o t i c  
s tages  10, e thano l - f i xed  s m e a r  p r e p a r a t i o n s  f rom sma l l  

e x p l a n t s  of t h e  p l a s m o d i a l  p e r i p h e r y  we re  in spec ted  u n d e r  
p h a s e  c o n t r a s t  1% F o r  a u t o r a d i o g r a p h y ,  p l a s m o d i a l  pieces 
c o n t a i n i n g  a sma l l  n u m b e r  of e i t h e r  a cen t r i c  or  ear ly-  
p r o p h a s e  nuc le i  were i n c u b a t e d  for  pe r iods  of 30 m i n  a t  
d i f f e ren t  t i m e s  d u r i n g  t h e  S pe r iod  fo l lowing mitos is ,  
w i t h  5 0 btc/ml of t h y m i d i n e - S H  f rom Schwarz  B ioResea rch ,  
Inc . ,  Orangeburg ,  New York ,  specif ic  a c t i v i t y  11.0 c/  
mmole .  S q u a s h  p r e p a r a t i o n s  11 were  p rocessed  for  au to -  
r a d i o g r a p h y  5. T h e  p r e p a r a t i o n s  were  i n c u b a t e d  in m e t a l  
des icca tors ,  u n d e r  n i t r o g e n  a t m o s p h e r e ,  for  pe r iods  of 
up  to  5 m o n t h s .  Con t ro l  sl ides were t r e a t e d  w i t h  D N A s e  5 
p r io r  to  a u t o r a d i o g r a p h y .  

Results. B o t h  acen t r i c  a n d  ea r l y -p rophase  nuc le i  
r e t a i n e d  t h e i r  morpho log ica l  a p p e a r a n c e  for  severa l  h o u r s  
before  t h e y  g r a d u a l l y  a s s u m e d  t he  morpho log ica l  a p p e a r -  
ance  of i n t e r p h a s e  nuclei .  F i g u r e  1 shows  a r e p r e s e n t a t i v e  
a u t o r a d i o g r a p h  of a n  acen t r i c  nuc l eus  in  a n  S -phase  
e n v i r o n m e n t ,  f r om a p l a s m o d i u m  w h i c h  was  i n c u b a t e d  
w i t h  t h y m i d i n e - 3 H  for 30 mill ,  b e g i n n i n g  a p p r o x i m a t e l y  
2 .5h  a f t e r  m e t a p h a s e  of t h e  a d v a n c e d  nuclei .  I n  t h e  
acen t r i c  nuc leus  on ly  t h e  nuc leo lus -assoc ia ted  D N A  is 
label led.  F igu re  2 shows a n  a u t o r a d i o g r a p h  of a n  ear ly-  
p r o p h a s e  nuc leus  s u r r o u n d e d  b y  h e a v i l y  labe l led  pos t -  
m i t o t i c  (= S phase)  nuclei .  Th i s  p l a s m o d i u m  was  i n c u b a t e d  
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