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Das Puffmuster der Riesenchromosomen
in den larvalen Speicheldriisen von Drosophila virilis:
seine Veridnderungen in der Normalentwicklung
und nach Injektion von Ecdyson*

Von Horst Kress

Zoologisches Institut der Universitit Miinchen

A. Einleitung

In den Riesenchromosomen der larvalen Speicheldriisen von
Dipteren sind genetisch aktive Chromosomenorte als ,,Puffs*’ zu
identifizieren. Dieser Umstand erlaubt es, Verinderungen der ge-
netischen Aktivitit im Laufe der Entwicklung zu beobachten und
diese in eine zeitliche Korrelation zu bestimmten entwicklungs-
physiologischen Vorgingen zu bringen.

Die erste eingehende Untersuchung in dieser Richtung wurde
von Becker bei Drosophila melanogaster durchgefiihrt [1]. Er
konnte nachweisen, dal wenige Stunden vor der Pupariumbil-
dung drastische Anderungen des Puffmusters auftreten. Aus die-
sem Grunde bezeichnete er diesen Zeitraum als ,,puffing-Periode‘".
Weiterhin erhielt er Hinweise dafiir, dal3 diese Veridnderungen
mit der im gleichen Zeitraum stattfindenden Ausschiittung des
Hiutungshormons Ecdyson in Zusammenhang stehen [2]. Spi-
tere Untersuchungen an derselben und an anderen Dipteren-
arten fithrten zu gleichartigen Ergebnissen. Sie sind in einem zu-
sammenfassenden Artikel von M. Ashburner ausfiihrlich disku-
tiert [3].

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Untersuchungen
wurden an Larven von Drosophila virilis vorgenommen. Mit
Hilfe der Methylgriin-Pyronin-Firbung wurde das Puffmuster
und seine Veridnderungen in den letzten 11 Stunden vor der Pu-
pariumbildung analysiert. Aullerdem wurden die Verinderun-

* Herrn Prof. Dr. H. J. Becker danke ich fiir die Anregung zu den Unter-
suchungen sowie fiir sein stindiges Interesse.

9 Miinchen Ak, Sb. 1972



130 Horst Kress

gen der Puffaktivitit nach Injektion von Ecdyson in die larvale
Himolymphe registriert.

B. Material und Methoden

Die Untersuchungen wurden an weiblichen Larven eines D,
virilis-Wildstammes aus dem Max-Planck-Institut fir Biologie,
Tlbingen, durchgefiihrt. Die Tiere wurden in Kulturglisern in
einem Nidhrmedium aus MaisgrieB, Rubensirup, Agar, getrock-
neter Bierhefe und Wasser gehalten. In jedes Zuchtgefill wurden
250 Eier eingezidhlt, die im Zeitraum zwischen 19 und 21 Uhr ab-
gelegt worden waren. Die Aufzucht der aus den Eiern geschliipf-
ten Larven erfolgte im Thermostaten bei 25,3°C und 60-709,
Luftfeuchtigkeit. Fir die Untersuchungen wurden Larven ver-
wendet, die im Zeitraum von zwei Stunden das Futter verlassen
hatten. Der Mittelwert dieses Zeitintervalls galt als Zeitpunkt
Null. Bei derartig gewonnenen Larven trat die Pupariumbildung
11,2 - 1,9 h nach dem Verlassen des Futters (n. d. V.) ein [4]. Im
Vergleich zur gesamten Entwicklungsdauer, die unter den ge-
gebenen Bedingungen bis zur Pupariumbildung rund 150 Stun-
den dauerte, war die beobachtete Altersstreuung schr gering.

Fir die Identifizierung der aktiven Chromosomenabschnitte
erschien die Firbung mit Methylgriin-Pyronin am geeignetsten.
Unter bestimmten Bedingungen ermdéglicht diese Methode eine
differentielle Farbung von RNA- und DNA-haltigen Strukturen
u. a. auch in Riesenchromosomen [§—7], und somit eine Unter-
scheidung zwischen aktiven und inaktiven Chromosomenab-
schnitten.

Die Speicheldriisen wurden in einer 7,2%igen Saccharosel6-
sung freipriapariert. Nach sminltigem Fixieren in einem Ge-
misch von 35%iger Essigsiure und g6%igem Athanol (1:3) wur-
den die Driisen in einem Tropfen 45%iger Essigsidure unter einem
Deckglas gequetscht. Das Absprengen des Deckglases erfolgte
nach dem Gefrieren des Objekttrigers in einem Gemisch aus CO,-
Schnee und Methanol. Sofort nach dem Absprengen wurde der
noch kalte Objekttriger in 1009igen Isopropanol iiberfiihrt, von
dort tiber eine Alkoholreihe in Wasser und daran anschliefend in
die Farblésung gebracht. Nach 2-3stindigem Firben bei Zim-
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mertemperatur wurde das Priparat bei 30°C in t-Butanol ge-
spiilt und in Euparal eingedeckt.

Fiir das Farbstoffgemisch wurden Methylgriin der Firma
Merck, Darmstadt, und Pyronin GS der Chroma-Gesellschaft,
Stuttgart, verwendet. Nach dem Ansatz der 29%igen wiBrigen
Lésungen muBten diese mit Chloroform gewaschen werden. Die
endgiiltige Farblésung wurde jeweils erst kurz vor Gebrauch
hergestellt. Dazu wurden 3,2 ml Pyroninlésung, 1,8 ml Methyl-
griinlosung, 25 ml Mcllvaine-Puffer, pH 5,8 und 20 ml H,O dest.
miteinander gemischt.

Bei der Auswertung der Priparate wurden die verschiedenen
Aktivititsgrade der Banden klassifiziert. Nach den Untersuchun-
gen von Pelling [8] kann man die Grofle eines Puffs als relatives
MabB fur seinen RNA-Gehalt betrachten. Es wurden deshalb zur
Abschitzung der relativen Puffaktivititen die einzelnen Klassen
jeweils durch einen Aktivititsindex charakterisiert. Jeder Puff-
aktivitit wurde eine bestimmte Anzahl von Aktivititseinheiten
(AE) zugeordnet:

Klasse
(Anzahl AE) Charakterisierung
0 Querscheibe blau gefirbt
1 Qu. violett gefiirbt
2 Qu. violett gefirbt, diffus
3 Qu. violett-rot gefirbt
4 Qu. violett-rot gefirbt, diffus
5 Qu. rot gefirbt
6 Qu. rot gefirbt, diffus
7 Qu. violett-rot gefdrbt, stark diffus
8 Qu. rot gefirbt, stark diffus
9 Qu. rot gefirbt, beginnende Puffbildung
10 Qu. violett-rot gefirbt, groBler Puff
11 Region rot gefirbt, mittelgroBer Puff
12 Region rot gefirbt, groBer Puff
13 Region rot gefirbt, sehr groBer Puff

Diese Betrachtungsweise lift zwar keine Schliisse auf die wirk-
liche Aktivitit der Puffs zu, erméglicht aber dennoch gewisse
Aussagen Uber die Verinderungen ihrer Aktivitit im Laufe der

»
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Entwicklung. Fur die exakte Klassifizierung wurde neben der Be-
trachtung im normalen Durchlicht die unterschiedliche Trans-
mission aktiver Banden im Rotlicht (645 nm) und im Griinlicht
(510 nm) zu Hilfe genommen. Die oben definierten Klassen tra-
gen sowohl dem Verhiltnis von Rot- und Blaufiarbung innerhalb
einer aktiven Bande als auch deren morphologischer Ausdehnung
Rechnung. In Tafel I, Abb. 1 sind fiir einige der 14 Aktivitits-
klassen Beispiele als solche angegeben.

Fiir die exakte Lokalisierung der aktiven Querbanden wurde
eine Chromosomenkarte angefertigt. Als Arbeitsmaterial dienten
Phasenkontrastphotographien von Chromosomen in ungefirbten
Quetschpriparaten. Die Driisen stammten von Larven, die zwei
Stunden vor der Priparation das Futter verlassen hatten. Die
Grenzen der Chromosomenabschnitte (Zahlen) und -unterab-
schnitte (Buchstaben) wurden mit geringfiigigen Anderungen
aus der Karte von Hughes {g] {ibernommen.

Fir die Dosierung der in den Injektionsexperimenten verwen-
deten Lésungen wurde eine 10 pl-Hamilton-Mikroliterspritze
mit Dosiervorrichtung verwendet. Der am Kaniilenende austre-
tende Flissigkeitstropfen von 0,2 pl Volumen wurde in die In-
jektionskaniile, die uber einen mit Paraffinél gefiillten PVC-
Schlauch mit einem Vortrieb verbunden war, eingesaugt. Die In-
jektion erfolgte durch den After in die Himolymphe der Larve.
Die fiir die Injektion verwendeten Glaskaniilen besaBlen an der
Spitze einen Durchmesser von 30 p und waren schriag abgebro-
chen. Nach der Injektion wurde jede Larve in einem 1 ml-Zentri-
fugenrshrchen, dessen Offnung mit einem feuchten Wattebausch
verschlossen war, bis zum Zeitpunkt der Priparation der Spei-
cheldriisen im Thermostaten bei 25,3°C aufbewahrt. Nach AD-
lauf der Inkubationszeit wurden die Speicheldriisen in der oben
geschilderten Weise pripariert und gefirbt.

Es wurden folgende Lésungen injiziert:

Kontrollosung: 0,2 ul H,O dest.;
Testlésung : 0,1 pg synthetisches alpha-Ecdyson, gelost in
0,2 ul H,O dest.

Das verwendete Ecdyson war ein Geschenk von Dr. P. Hocks,
Schering AG, Berlin.
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C. Ergebnisse

1. Das Puffmuster und seine Verinderungen in der Normal-
entwicklung.

Fiir die Erstellung des gesamten Puffmusters standen Quetsch-
priparate von 29 Speicheldriisenpaaren zur Verfigung. Die
Stichproben wurden im Zeitraum von 1-10 h n. d. V. gemacht,
wobei die Prédparation der Driisen von 1§ min vor bis 15 min
nach einem vorgegebenen Zeitpunkt durchgefithrt wurde. Fir
die zeitliche Festlegung der Puffmusterverdnderungen wurden 93
weitere Priparate verwertet, in denen die Analyse der Chromo-
somen auf bestimmte Loci beschrinkt geblieben war, deren Ak-
tivititszustand als zeitliche Markierung fiir verschiedene Phasen
der puffing-Periode diente. Das vollstindige Puffmuster und
seine Verinderungen im Laufe der ersten zehn Stunden nach dem
Verlassen des Futters ist in den Tafeln I11-VI, a wiedergegeben.

Insgesamt konnten im Zeitraum zwischen 1 h n. d. V. und der
Pupariumbildung (11,2 h n. d. V.) 348 aktive Banden registriert
werden, von denen in diesem Zeitintervall 319 (= 929,) ihre Ak-
tivitit verinderten. Die aktiven Banden lassen sich in finf ver-
schiedene Gruppen einordnen (Tab. 1). Summiert man innerhalb

Tabelle 1

Einordnung der aktiven Banden in verschiedene Gruppen.

Spalte A: Anzahl in Prozenten (1009 = 348).

Spalten B und C: Die Gesamtaktivitit der Puffs einer Gruppe in Prozenten
der Gesamtaktivitit des Genoms:
B:1-5hn.d. V. (100% = 562 AE);
C:10-11,2h n.d. V. (100% = 635 AE).

Gruppe Charakterisierung A B &
1 Loci mit abnehmender Aktivitit 36,6 62,1 0,2
2 Loci mit zunehmender Aktivitit:
a) vor der Aktivititszunahme bereits aktiv 4,9 5,7 16,0
b) vor der Aktivititszunahme nicht aktiv 23,9 0o 56,0
3 Loci mit voriibergehender Aktivititszunahme:
a) vor der Aktivititszunahme bereits aktiv 6,2 11,9 4,4
b) vor der Aktivititszunahme nicht aktiv 13,8 o 2,8
4  Loci mit voriibergehender Aktivititsabnahme 6,3 87 9,1

Loci mit konstanter Aktivitit 8,3 11,6 11,5
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jeder dieser Gruppen die Aktivititseinheiten aller aktiven Banden
in aufeinanderfolgenden Zeitabschnitten, so ergeben sich charak-
teristische Aktivititsmuster (Fig. 1), die es erlauben, die puffing-
Periode in drei Phasen aufzugliedern.
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Fig. 1: Die zeitliche Bezichung zwischen den zu beobachtenden Anderungen
der Aktivitit in den Puffgruppen 1-5. Ordinate: Aktivitit in Prozenten der je-
wells vorhandenen Gesamtaktivitit des Genoms; Abszisse: Stunden nach dem
Verlassen des Futters; Loci der Gruppe 1 O O;2 @ - HEA A
4 & a5l (. £ = Zeitpunkt der Ecdysonausschiittung (s.S. 142);
Pu = Zeitpunkt der Pupariumbildung (s.S. 130). AuBerdem sind die Grenzen
der ersten, zweiten und dritten Phase der puffing-Periode markiert.

In der ersten Phase der puffing-Periode tiberwiegt die Aktivitit
der Loci, die der Gruppe 1 angehéren, d. h. derjenigen Loci, die
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vor der Pupariumbildung inaktiv werden (Tafel I, Abb. 5). Der
Beginn dieser Phase ist nicht genau festzulegen. Da jedoch im
Zeitraum zwischen § und 6h n. d. V. drei Banden aktiv werden,
die nur wihrend der puffing-Periode aktiv sind (12B2, 2gF6 und
68 F 3), wird der Beginn der ersten Phase auf sh n.d. V. fest-
gelegt.

In der zweitenn Phase, die sich {iber einen Zeitraum von etwa
zwei Stunden (8-10h n. d. V.) erstreckt, iberwiegt die Aktivitit
der Loci mit vorlibergehender Aktivititszunahme (Gruppe 3;
vgl. Tafel I, Abb. 2, Puffs 58C und 59A). Im gleichen Zeitraum
weisen die Loci mit voribergehender Aktivititsabnahme (Gruppe
4) ein Aktivititsminimum auf. Diese beiden Gruppen verhalten
sich somit ,,spiegelbildlich*.

In der dritten Phase schlieBlich, die ungefihr eine Stunde vor
der Pupariumbildung beginnt, Giberwiegt die Aktivitdt der zur
Gruppe 2 gehorenden Loct, d. h. der Loci mit Aktivitdtszunahme.
789, dieser Aktivitit sind auf Loci zuriickzufiihren, die erst 8h
n. d. V. oder noch spiter aktiv werden (Tab. 1, Spalte C; vgl.
auch Tafel I, Abb. 2, Puff 58F).

2. Die Verdnderungen des Puffmusters nach Injektion von
Eedyson.

Die Injektionen wurden, wenn nicht anders angegeben, im
Zeitraum von 1-2h n. d. V. durchgefiihrt. Die Priparation der
Driisen erfolgte entweder Y% oder 1h nach der Injektion. In die
Kontrollarven wurde H,O dest. injiziert.

Bereits eine halbe Stunde nach Injektion von Ecdyson wurden
in simtlichen Driisen 67 der fur die puffing-Periode charakteristi-
schen Verdnderungen beobachtet. Erfolgte die Priparation der
Driisen eine Stunde nach der Injektion, so wurden 72 derartige
Verinderungen beobachtet. Insgesamt wurde nach Injektion von
Ecdyson im Vergleich zu den Kontrollpriparaten an 83 verschie-
denen Banden eine Veridnderung der Puffaktivitit festgestellt, wie
sie auch in der Normalentwicklung wihrend der puffing-Periode
zu beobachten war (Tafeln 1I-V1, ¢; vgl. auch Tafel I, in Abb. 2
und 8 die Puffs 58C und 59A, in Abb. 5 und 6 den Puff 55E, in
Abb. 3 und 4 den Puff 68 F 3).

Neben diesen ,,normalen’ Verinderungen waren noch an 31 weiteren Ban-
den Unterschiede zwischen den Kontroll- und den Testlarven zu verzeichnen
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(Tab. 2). Diese durch die Injektion von Ecdyson induzierten Verinderungen
waren in der Normalentwicklung nie beobachtet worden. Sie wurden daher als
abnorm betrachtet und von den weiteren Betrachtungen ausgeschlossen.

Tabelle 2

Ecdyson-induzierte Verinderungen, die in der Normalentwicklung nicht be-
obachtet wurden. Die Einwirkungsdauer des Hormons betrug maximal 1 Std.

Verhalten in der Aktivitit nach
Normalentwicklung Injektion von Anzahl Hormoneffekt
H,0 Ecdyson

konstant inaktiv aktiv  inaktiv 3 stabilisiert
konstant inaktiv inaktiv aktiv 4 induziert

konstant aktiv inaktiv aktiv 4 stabilisiert
konstant aktiv aktiv  inaktiv 2 reprimiert
inaktiv — aktiv aktiv  inaktiv 3 stabilisiert
aktiv — inaktiv aktiv  superaktiv 5 induziert

aktiv — inaktiv inaktiv aktiv 10 stabilisiert

D. Diskussion

In dem Zeitraum zwischen 1h n. d. V. und der Pupariumbil-
dung wurden insgesamt 348 aktive Querscheiben registriert, Ver-
gleichbare Puffmusteranalysen bei anderen Drosophilaarten er-
gaben maximal 129 Puffs bei D. melanogaster 1, 10, 11, 12} und
148 Puffs bei D. Aydes [13].

Der groBe Unterschied zwischen den Angaben fir D. zéirilis und den bei-
den anderen Drosophilaarten ist ziemlich sicher auf methodische Ursachen zu-
riickzufithren, da die zitierten Untersuchungen an Priparaten durchgefiihrt
wurden, in denen aktive Banden nur an ihrer morphologischen Verinderung
zu erkennen waren. Sehr viele aktive Banden sind jedoch morphologisch kaum
verdndert (s. u.), so daB sie auf diese Weise nicht erfaf3t werden konnten.

Bei Chironomus tentans konnten mit Hilfe der Firbung mit
Toluidinblau 275 aktive Querscheiben nachgewiesen werden [8].
Dieser Wert liegt in der gleichen GréBenordnung wie der fiir
D. virilis gefundene Wert, so dal dieser doch plausibel erscheint.

Von den 348 Querbanden wiesen 319 in dem untersuchten Zeit-
raum unterschiedliche Aktivititsintensititen auf. Aus der in Fig. 2
dargestellten Kurve (A....A) ist zu ersehen, daf3 die Verdnderun-
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Fig. 2: Die Verinderungen der Puffaktivitit in den Speicheldriisenchromo-
somen von weiblichen Larven in den letzten elf Stunden vor der Puparium-
bildung. Abszisse: Stunden nach dem Verlassen des Futters; £ = Zeitpunkt
der Ecdysonausschiittung; P« = Zeitpunkt der Pupariumbildung.

@ @ : Gesamtaktivitit des Genoms in AE (s. S. 131); O ---: Anzahl
aktiver Banden; A ... A: Anzahl der Banden, die in dem auf der Abszisse
angegebenen Zeitraum mit der Anderung ihrer Aktivitit begannen. Bei den
Loci der Gruppen 3 und 4 (Tab. 1) ist nur der Beginn der ersten Verinderung
in die Kurve aufgenommen. Bei Beriicksichtigung der zweiten Verinderung
miiBten in die vier letzten Intervalle (7—11,2h) die Werte 62, 70, 171 und 63
eingesetzt werden.

gen der Aktivitit sich nicht gleichmiBig iber den Beobachtungs-
zeitraum erstreckten. Wihrend in den ersten 6 Stunden n. d. V.
relativ wenige Banden ihre Aktivitit veridnderten, war in dem
sich anschlieBenden Zeitraum von vier Stunden eine sprunghafte
Zunahme der sich verindernden Banden zu verzeichnen, die zwi-
schen g und 10h n. d. V. ein Maximum erreichte, um dann in der
letzten Stunde vor der Pupariumbildung wieder stark abzusinken.

Verfolgt man im gleichen Zeitraum die Gesamtaktivitit der
Puffs, so war in der ersten Phase der puffing-Periode eine allge-
meine Abnahme der Aktivitit festzustellen, wogegen im Verlauf
der zweiten und dritten Phase die Aktivitit wieder anstieg (Fig. 2).
Die Gesamtaktivitit der Puffs war am Ende der puffing-Periode
mit 635 AE (10-11,2h n. d. V.) etwas hoéher als in dem Zeitraum
vor Beginn der puffing-Periode (1~5h n. d. V.), in dem 362 AE
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registriert wurden. Die Zunahme der Puffaktivitdt im Verlauf der
zweiten und dritten Phase beruhte im wesentlichen auf der Akti-
vierung von Querbanden, an denen vor Beginn der puffing-
Periode keine Rotfirbung nachzuweisen war (vgl. Tab. 1,
Gruppe 2b, Spalten B und C). Uberraschend ist, daB trotz der
Abnahme der Anzahl aktiver Loci von 221 auf 179 die Gesamt-
aktivitdt der Puffs zunahm (Fig. 2). Das liegt daran, dal3 im Ver-
lauf der puffing-Periode der Anteil der aktiven Banden mit 1—4
AE abnahm und der Anteil der Puffs mit grofleren Aktivitits-
indices anstieg (Fig. 3). Es ergibt sich daraus eine Erhéhung der
durchschnittlichen Aktivitdt pro aktiven Locus von 2,5 AE auf
3,5 AE.

Fiir D. melanogaster wurde fiir denselben Entwicklungsabschnitt eine Stei-
gerung der Anzahl aktiver Querbanden um das 2,3-fache angegeben [10].
Dieser Unterschied in den Ergebnissen ist wahrscheinlich auf die Verschieden-
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Fig. 3: Die Verinderung des Anteils von Banden bestimmter Aktivitiitsklassen
an der Gesamtanzahl aktiver Banden (Ordinate) im Laufe der ersten 11,2h
nach dem Verlassen des Futters (Abszisse). AE = Aktivititseinheiten (vgl.
S.131).
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artigkeit der angewandten Methoden zuriickzufiihren. Wihrend Ashburner
nur rein morphologische Kriterien (Aufschwellen und diffuse Natur der Chro-
momeren) verwendete, konnte mit der bei D. virilis angewendeten Methyl-
griin-Pyronin-Firbung Aktivitit auch an Chromomeren festgestellt werden,
die im ungefirbten Zustand wahrscheinlich keine mit Sicherheit nachzuwei-
sende Verinderung erkennen lassen (Aktivititsklassen mit 1 und 2 AE). LaBt
man diese beiden Klassen in dem bei D. virilis gewonnenen Material unbe-
riicksichtigt (sie reprisentierten vor Beginn der puffing-Periode nicht weniger
als 50% aller aktiven Loci; vgl. Fig. 3), so ergibt sich ein den Ashburner’schen
Ergebnissen im Prinzip analoges Bild: die Anzahl aktiver Loci nimmt in dem
zur Diskussion stehenden Zeitraum um das 1,2-fache zu.

Die Loci, die im Zeitraum zwischen dem Verlassen des Futters
und der Pupariumbildung aktiv waren, wurden gemif} ihrem Ver-
halten in finf verschiedene Gruppen aufgegliedert (Tab. 1). Ahn-
liche Unterschiede in der Aktivititsverinderung einzelner Loci
sind auch bei anderen Dipterenarten beschrieben worden [10, 13,
14, 15, 16]. Bei D. virilis traten diese Verinderungen in einer
charakteristischen Reihenfolge auf, so daf3 drei aufeinanderfol-
gende Phasen postuliert wurden, in denen jeweils die Puffs einer
bestimmten Gruppe in ihrer Aktivitit dominierten (Fig. 1). Eine
im Prinzip gleichartige Aufeinanderfolge verschiedener Phasen
wurde auch bei Chironomus beschrieben [14].

Von den beobachteten Verinderungen genetischer Aktivitit
sind drei Gruppen von besonderer Bedeutung. Die Aktivitit der-
jenigen Loci, die vor der Pupariumbildung inaktiv wurden
(Gruppe 1; vgl. Tafel I, Abb. 5) und deren Aktivitit in der ersten
Phase der puffing-Periode dominierte, diirften wahrscheinlich im
Zusammenhang mit Stoffwechselvorgingen stehen, die fir die
larvale Entwicklungsphase charakteristisch sind und die vor der
Pupariumbildung zum Erléschen kommen. Ein derartiger Vor-
gang ist z. B. bei Drosophila die in der zweiten Hilfte des dritten
Larvenstadiums als Hauptfunktion der Speicheldriise zu betrach-
tende Synthese des Sekrets, das kurz vor der Pupariumbildung in
das Lumen ausgeschiittet wird [13, 17]. Man darf annehmen, da
diese Synthese vor oder wihrend der Extrusion des Sekrets be-
endet wird. Bei D. viri/is konnte gezeigt werden, daB die Extru-
sion 8,5h n. d. V. beginnt, nach 30-40min fast abgeklungen ist
und sich auf ganz niedrigem Niveau wahrscheinlich bis zur Pu-
pariumbildung hinzieht [4] (vgl. Fig. 4). Sie findet somit in dem
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Fig. 4: Zeitliche Korrelation zwischen der Extrusion des Sekrets und der vor-
iibergehenden Zunahme der Aktivitit der zur Gruppe 3 gehérenden Puffs.
Abszisse: Stunden nach dem Verlassen des Futters; @ @ : Gesamtaktivi-
tit der Puffs in AE; A & : Durchschnittliche Zunahme des Volumens im
distalen Abschnitt des Speicheldriisenlumens.

Zeitraum statt, in dem die Loci inaktiv werden, deren Aktivitit
vor der Sekretausschiittung 629, der gesamten Puffaktivitit re-
prisentierten (Tab. 1, Gruppe 1; vgl. Fig. 1).

Die fiir die zweite Phase der puffing-Periode charakteristischen
Verinderungen der Puffaktivitit, ndmlich die voriibergehende
Aktivierung bzw. Inaktivierung der Loci der Gruppen 3 und 4
traten synchron mit der Extrusion des Sekrets auf (Fig. 4). Es ist
naheliegend, einen kausalen Zusammenhang zwischen beiden
Vorgingen zu suchen. Leider ist iiber die Biochemie der Extru-
sion bei Dipteren wenig bekannt. Es scheint jedoch allgemein fiir
Zellen mit sekretorischer Funktion charakteristisch zu sein, daf3
thr Energieverbrauch in betridchtlichem Male auf Transportvor-
ginge zurlickzufithren ist, wihrend der Energieverbrauch bei der
Sekretsynthese relativ gering sein diirfte [18]. Dies wiirde bedeu-
ten, daB in der Phase der Extrusion mehr Energie verbraucht
wird als in der vor ihr liegenden Periode der Sekretsynthese; es
lige somit ein Ubergang von einem relativ ,,inaktiven‘* in einen
,,aktiven* Zustand der Zellen vor. Vom biochemischen Stand-
punkt aus betrachtet ist ein derartiger Ubergang u. a. durch die
Steigerung des Elektronenflusses in der Atmungskette zum
Sauerstoff hin gekennzeichnet, so daB die Redoxpartner der Kette
vermehrt im oxydierten Zustand vorliegen [19]. Experimentell
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lassen sich diese Bedingungen durch Behandlung mit Entkopp-
lern der Atmungskette, z. B. Methylenblau oder Menadion er-
zeugen. Leenders [20] konnte bei D. Aydei durch in-vitro-Inku-
bation von Driisen in Medien, die diese Substanzen enthielten,
u. a. zwei Puffs induzieren (2—48 C und 2-36A), die in der Nor-
malentwicklung vier Stunden vor der Pupariumbildung aktiv
werden und kurz nach der Pupariumbildung ihre Aktivitit wie-
der verlieren [13]. Vielleicht liegt hier ein experimenteller Hinweis
dafiir vor, daB voriibergehende Verdnderungen des Puffmusters
im Zeitraum der Pupariumbildung mit einer méglichen Intensi-
vierung des Energiestoffwechsels im gleichen Zeitraum in Ver-
bindung stehen kénnten. Es ist daher denkbar, daf3 der in Fig. 4
dargestellten zeitlichen Korrelation zwischen der Extrusion und
der voriibergehenden Aktivierung bestimmter Loci ein derartiger
Zusammenhang zugrunde liegt. Es besteht aber auch die Mog-
lichkeit, daf3 beide Vorginge zwar gleichzeitig aber unabhingig
voneinander durch verschiedene Faktoren stimuliert werden.

In der dritten Phase der puffing-Periode dominierte die Aktivi-
tit der Loci der zweiten Gruppe (Fig. 1), von denen rund 809%,
erst 8h n. d. V. oder noch spiter aktiv wurden (Tab. 1, Gruppe
2b). In dieser Phase scheinen die Grundlagen fiir biochemische
Abliufe in der Speicheldriise gelegt zu werden, die entweder fiir
die Pupariumbildung oder fiir das sich anschlieBende Vorpuppen-
stadium charakteristisch sind. In diesem Zusammenhang soll er-
wihnt werden, daBl bei D. melanogaster nach der Pupariumbil-
dung in der Speicheldriise Vakuolen auftreten, die sich morpho-
logisch deutlich von den wihrend des dritten Larvenstadiums ge-
bildeten Sekretgrana unterscheiden [17, 21]. Sollte dieses unter-
schiedliche Erscheinungsbild auf einer Verschiedenheit der bio-
chemischen Zusammensetzung beruhen, dann wiren die bio-
chemischen Vorginge, die sich im Verlauf der letzten Stunden
des dritten Larvenstadiums bei Drosop/ila in der Speicheldriise
abspielen dadurch gekennzeichnet, da3 vor der Pupariumbildung
ein bis dahin aktives Syntheseprogramm stillgelegt wird, und
nach der Pupariumbildung ein neues Syntheseprogramm in Gang
gebracht wird. Diese hypothetische ,,Umfunktionierung’® der
Syntheseleistung der Driise finde auf chromosomaler Ebene ihr
Analogon in der Beobachtung, daB diejenigen Loci, deren Akti-
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vitdt im Zeitraum von t~5h n. d. V. 629, der Gesamtaktivitiit des
Genoms reprisentierten, vor der Pupariumbildung inaktiv wur-
den (Tab. 1, Gruppe 1) wihrend im Zeitraum von 10-11,2h n. d.
V. 569, der Gesamtaktivitit des Genoms (Tab. 1, Gruppe 2b) auf
Loci zurlickzufiithren waren, die erst 8h n. d. V. oder noch spiter
aktiv geworden waren. Mit anderen Worten: wihrend die Aktivi-
tét eines Teils des Genoms in dem untersuchten Zeitraum anteil-
miBig relativ unverindert geblieben war (Tab. 1, Gruppen 3, 4
und 5), wurde die Aktivitit eines bis zur Extrusion des Sekrets
aktiven Komplexes von Genen (Gruppe 1) durch die Aktivitit
eines vollig anderen Genkomplexes (Gruppe 2b) ersetzt.

Die regulierenden Faktoren, welche diese komplizierten Ver-
dnderungen des Puffmusters steuern, sind uns unbekannt. Eine
Ausnahme davon ist das Hiutungshormon Ecdyson. Bei ver-
schiedenen Dipterenarten konnten durch Injektion dieses Hor-
mons Verdnderungen des Puffmusters induziert werden, wie sie
auch in der Normalentwicklung dieser Arten zu beobachten wa-
ren [3], so daB3 es naheliegend war, die Wirkung des Hormons fiir
diese Verdnderungen verantwortlich zu machen. Auch die hier
vorliegenden Untersuchungen lieferten zwei verschiedene Hin-
weise fiir einen derartigen Zusammenhang.

Wihrend in den ersten sechs Stunden nach dem Verlassen des
Futters nur 10 Puffs ihre Aktivitit verinderten, war in dem sich
anschlieBenden Zeitraum eine sprunghafte Zunahme der Anzahl
von Loci zu registrieren, die mit der Anderung ihrer Aktivitit
begannen (Fig. 2, A...A). Der Beginn dieser Zunahme lag zwi-
schen 6 und 7h n. d. V. Mit Hilfe von Schniirungsexperimenten
konnte gezeigt werden, daf3 genau in diesem Zeitabschnitt, nim-
lich 6,6h n. d. V., die Ecdysonausschiittung erfolgt [4]. Diese ist
somit zeitlich mit der starken Zunahme der Puffmusterverinde-
rungen korreliert (Fig. 2, E).

Die 10 Loci, an denen schon frither als 6h n. d. V. eine Aktivititsverinde-
rung auftrat, waren: 2F¥4, 3F4, 9B3, 12B2, 19A2, 29F6, 41E, 55E, 68F3 und
75C2. Es muB in diesem Zusammenhang betont werden, da der durch die
Schniirungen ermittelte Zeitpunkt der Ecdysonausschiittung nur den Zeit-
punkt reprisentiert, bei dem der Hormontiter in der Himolymphe einen Wert
erreicht hat, bei dem die Sklerotisierung der Kutikula im abgeschniirten dista-

len Teil der Larve auch ohne weitere Hormonzufuhr von der Ringdriise her
ablaufen kann. Es bestcht somit keine Moglichkeit zu unterscheiden, ob die
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Ausschiittung tatsichlich nur zu diesem Zeitpunkt erfolgt oder ob schon vor
diesem Zeitpunkt ein allmihlicher Anstieg des Hormontiters in der Himo-
Iymphe erfolgt. Im letzten Falle kénnten die oben genannten, frither als 6h
n. d. V. aufgetretenen Verdnderungen an Banden auftreten, die bereits auf
geringe Hormonkonzentrationen mit einer Verinderung ihrer Aktivitit reagie-
ren. DaB zumindest sechs dieser Verinderungen (2F4, 9B3, 29F6, 41E, 55E
und 68F3) auf Ecdyson reagicren, konnte in den Injektionsexperimenten ge-
zeigt werden (s. Tafeln IT bis V; vgl. auch Tafel I, Abb. 3 bis 7).

Diese zeitliche Korrelation ist allerdings kein Beweis fiir einen
tatsichlichen kausalen Zusammenhang zwischen der Ecdyson-
ausschiittung und dem Beginn der puffing-Periode. Weiterfiih-
rend waren daher die Ergebnisse der Injektionsexperimente mit
Ecdyson. Da nur auf die Erfassung ,,primirer Puffs [22] Wert
gelegt wurde, d. h. solcher, die unmittelbar auf Ecdyson reagie-
ren, erfolgte die Priparation der Driisen maximal eine Stunde
nach der Injektion. In diesem Zeitraum wurden insgesamt 83 Ver-
inderungen des Puffmusters beobachtet, die charakteristisch fiir
die puffing-Periode sind (vgl. Tafeln II-VI, ¢). Von den sechs
Verdnderungen, die in der Normalentwicklung zwischen 1 und
sh n. d. V. auftraten, konnten vier durch Injektion von Ecdyson
induziert werden (Fig. 5). Von den g9 in der ersten Phase der
puffing-Periode auftretenden Veridnderungen waren es45(=45%)
und von den 182 fiir die zweite Phase charakteristischen Verin-
derungen waren es 34 (=199%,). Verdnderungen der dritten Phase
traten nach Injektion von Ecdyson nicht auf.

Insgesamt konnten somit nur 489, aller Verinderungen, die in
der Normalentwicklung kurz vor oder im Zeitraum der Ecdyson-
ausschiittung (1-8h n. d. V.) zu beobachten waren, durch Injek-
tion von Ecdyson induziert werden. Dieser Befund spricht dafiir,
daf} zumindest diese 489, in einem relativ engen Zusammenhang
zur Ausschiittung des Hormons stehen. Von den verbleibenden
55 Verdnderungen dieses Zeitabschnitts wiesen 28 nach Injektion
von Ecdyson keine Verdnderung auf (bei den restlichen 27 Ver-
dnderungen war in den Kontrollinjektionen die gleiche Verinde-
rung wie nach Injektion von Ecdyson eingetreten; diese Banden
kénnen daher nicht beriicksichtigt werden). Die Wirkungslosig-
keit des Ecdysons an diesen 28 Querscheiben koénnte entweder
darauf zuriickzufihren sein, daB3 diese Verinderungen 7z vivo
nicht durch Eecdyson, sondern durch andere Faktoren gesteuert
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Fig. 5: Die nach Injektion von Ecdyson oder von HyO beobachteten ,,nor-
malen® Verinderungen (s. S. 135) der Puffaktivitit und die zeitliche Verteilung
ihres Auftretens in der Normalentwicklung.

Abszisse: Stunden nach Verlassen des Futters;

Ordinate: Schwarze Sdulen : Anzahl der Loci, die in der Normalentwicklung
in dem auf der Abszisse angegebenen Zeitintervall mit der Verinderung ihrer
Aktivitat begannen. Bei den Loci der Gruppen 3 und 4 (Tab. 1) ist nur der Be-
ginn der ersten Verianderung beriicksichtigt (vgl. Legende zu Fig. 2).

Punktierte Sdulen : Anzahl der Verinderungen, die nach Injektion von 0,2 ul
H,O0 (1-zh n.d. V.) und Priparation im Zeitraum der Ecdysonausschiittung
(6—7h n. d. V.) beobachtet wurden und in der Normalentwicklung in dem auf
der Abszisse angegebenen Zeitintervall mit der Veranderung ihrer Aktivitit
begannen (s. S. 145).

Schraffierte Sdwlen: Anzahl der Verinderungen, die durch Injektion von
0,1 g Ecdyson innerhalb von ciner Stunde induziert wurden und in der Nor-
malentwicklung in dem auf der Abszisse angegebenen Intervall mit der An-
derung ihrer Aktivitit begannen.

/ = Injektionszeitraum;

Pr = Zeitraum, in dem die Driisen nach 0,5- oder 1-stiindiger Einwirkungs-
dauer von Ecdyson pripariert wurden;

Py = Zeitraum, in dem die Driisen fiinf Stunden nach Injektion von 0,2 ul
H,O préapariert wurden.

werden, so daf} sie im Experiment auf Ecdyson iberhaupt nicht
ansprechen koénnen, oder darauf, daf} durch die Injektion die
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Reaktionsfihigkeit dieser Banden auf Ecdyson unterdriickt
wurde.

Fiir die zuletzt genannte Interpretation sprechen auch experimentelle Be-
funde. Wurden im Zeitraum zwischen 1 und 2h n. d. V. in Larven o,2 ul H,0
injiziert und diese zwischen 6 und 7h n. d. V., also im Zeitraum der Ecdyson-
ausschiittung, pripariert, so konnten insgesamt nur 67 der 99 fiir die erste
Phase der puffing-Periode charakteristischen Verinderungen gefunden wer-
den (Fig. 5, punktierte Siulen; Tafeln II-VI, b). Man kénnte daraus schlieBen,
daB durch die Injektion die Reaktionsfihigkeit des Genoms auf die regulieren-
den Faktoren verandert wurde.

Im Zusammenhang mit einem anderen Versuchsergebnis ist dieser SchluB
jedoch nicht unbedingt zwingend. Wurden Larven im Zeitraum zwischen 6
und 7h n. d. V. geschniirt, die fiinf Stunden vorher cine Injektion von 0,2 pl
Tris/HCl-Puffer, 0,005M, pH 6,9 erhalten hatten, so wicsen nur 4% der Lar-
ven (n = 27) eine Sklerotisierung hinter der Ligatur auf, wihrend der Erwar-
tungswert von der Normalentwicklung her zwischen 369% (fiir 6h n.d. V,;
n = 47) und 64% (ftir 7h n. d. V.; n = 45) hitte liegen miissen. Die Erniedri-
gung der Sklerotisierungshiufigkeit nach Injektion kénnte durch eine Ver-
zbgerung der Ecdysonausschiittung hervorgerufen worden sein. DaB fiinf
Stunden nach der Injektion von H,O nicht alle Verinderungen der puffing-
Periode beobachtet wurden, kénnte demnach auch durch die Abwesenheit von
Ecdyson oder zumindest durch einen stark reduzierten Hormontiter bedingt
gewesen sein. Ob die Unvollstindigkeit des Reaktionsmusters nach Injektion
von H,0 auf die verminderte Reaktionsfihigkeit des Genoms oder auf einen
reduzierten Hormontiter zuriickzufiihren ist, kann mit dem vorliegenden Ma-
terial nicht geklirt werden.

Von den Verdnderungen der zweiten Phase der puffing-Periode
konnten nur 19%, durch Injektion von Ecdyson induziert werden,
von den Verdnderungen der dritten Phase keine einzige (Fig. s,
schraffierte Siulen). Es gibt verschiedene Hinweise dafiir, daB die
Reaktionsfihigkeit des Genoms auf Injektion von Hiutungshor-
mon oder andere experimentelle Eingriffe bei Larven verschiede-
nen Alters unterschiedlich ist [1, 23]. Da in den vorliegenden Ex-
perimenten die Injektionen und die Priparation der Chromoso-
men im Zeitraum von 1—-3h n. d. V. erfolgten, die zweite Phase
der puffing-Periode in der Normalentwicklung aber erst 8h
n.d. V. beginnt, war die Annahme berechtigt, daB zum Zeit-
punkt der Injektion die Chromosomen fur Veridnderungen der
zweiten und dritten Phase noch nicht kompetent waren. Die
Kompetenz miiBte jedoch mit der Anniherung des Injektionszeit-
punktes an den Zeitpunkt der Ecdysonausschiittung zunehmen.

10 Minchen Ak. Sb, 1972
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Um diese Frage zu klidren, wurde die Injektion von Ecdyson auch
im Zeitraum von 6—7h n. d. V. durchgefiihrt, die Priparation der
Driisen eine Stunde spéter. An 21 Banden war die Wirkung des
Hormons stirker als sie nach Injektion zwischen 1 und 2h n. d. V.
beobachtet worden war, an einer Bande war sie schwicher. Ez7ze
Erhihung des Anteils von Verdnderungen der zwetten und dritten
Phase trat jedoch nicht ein. Aus diesem Ergebnis ist zu schlieBen,
dafB} sich die Kompetenz des Genoms fiir Ecdyson im Zeitraum
von 1-8h n. d. V. nicht veridnderte. Da aber dennoch in diesem
Zeitraum und in den folgenden Phasen der puffing-Periode der
Anteil der durch Injektion von Ecdyson induzierbaren Verinde-
rungen laufend sank (vgl. Fig. 5, schraffierte Siulen), ist anzu-
nehmen, daf3 der Beginn der puffing-Periode im wesentlichen
durch den steigenden Ecdysontiter induziert wird, wihrend im
weiteren Verlauf der Periode in zunehmendem Mafle andere, bis-
her unbekannte Faktoren in den komplizierten Ablauf der Puff-
musterverinderungen eingreifen.

E.Zusammenfassung

1. In den Riesenchromosomen der Speicheldriisen von Droso-
phila virilis-Larven wurde im Zeitraum zwischen dem Verlassen
des Futters und der Pupariumbildung an insgesamt 348 Quer-
banden Puffaktivitit mit Hilfe der Methylgriin-Pyronin-Firbung
festgestellt.

2. An 319 dieser Banden war in dem angegebenen Zeitraum
eine Anderung der Aktivitit zu registrieren. Diese puffing-
Periode konnte in drei Phasen aufgegliedert werden. Die erste
Phase dauert von 5-8h nach dem Verlassen des Futters (= n. d.
V.). In dieser Phase, in der auch die Ecdysonausschiittung statt-
findet, steigt die Anzahl der sich verindernden Banden stark an;
es dominiert die Aktivitit von Loci, die vor Beginn der puffing-
Periode 629, der Gesamtaktivitit des Genoms repriisentieren, bis
zur Pupariumbildung jedoch véllig inaktiv werden. In der zweiten
Phase, die zwischen 8 und 10h n. d. V. liegt, steigt die Anzahl der
sich verindernden Banden weiter an; es dominiert die Aktivitit
von Loci, die voriibergehend ihre Aktivitit erhohen. In der drit-
ten Phase schlieBlich, die eine Stunde vor der Pupariumbildung
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beginnt, nimmt die Anzahl der sich verdndernden Banden wieder
ab: es dominiert die Aktivitdt von Loci, die erst 8h n. d. V. oder
noch spiiter aktiv geworden sind. Diese Loci reprisentieren 569%,
der Gesamtaktivitit des Genoms in diesem Zeitabschnitt.

3. Im Zeitintervall von 1—2h n. d. V. wurden 0,1 ug Ecdyson in
die Hdmolymphe injiziert. Im Zeitraum von einer Stunde nach
Injektion des Hormons konnte an insgesamt 83 Loci eine Ver-
inderung der Aktivitit festgestellt werden, wie sie auch in der
Normalentwicklung beobachtet worden war. Von den Veridnde-
rungen der ersten Phase der puffing-Periode wurden 459, indu-
ziert, von denjenigen der zweiten Phase nur 199,. Veridnderungen
der dritten Phase wurden nach Injektion von Ecdyson nicht be-
obachtet.

4. Die im Verlauf der puffing-Periode aufgetretenen Puff-
musterverinderungen werden imn Zusammenhang mit der sekre-
torischen Funktion der Driisen diskutiert. Weiterhin wird festge-
stellt, daf} der Beginn der puffing-Periode wahrscheinlich durch
Ecdyson induziert wird, dal3 aber im weiteren Verlauf dieser
Periode, d. h. wihrend der zweiten und dritten Phase, in zuneh-
mendem Male andere, bisher unbekannte Faktoren in den kom-
plizierten Ablauf der Puffmusterverdnderungen eingreifen.

E. Summary

1) In the giant chromosomes of the salivary glands of Drosophila virilis-
larvae puffing activity could be detected at 348 bands during the period bet-
ween leaving the food and puparium formation by means of staining with
methyl-green-pyronin.

2) At 319 of these loci a change of activity was registered during the afore-
mentioned interval. This puffing-period could be timed in three succeeding
phases. The first phase begins at about sh after leaving food (= a.l. f.) and
continues for three hours. In this phase, during which the release of ecdysone
also takes place, the number of bands that change their activity increases. At
the beginning of this period 629 of the total puffing activity are due to loci
that become inactive during the puffing-period. During the second plase (8~
toh a. I. f.) the number of bands with changing activity increases further. The
activity of loci dominates which transiently increase their activity during the
puffing-period. In the #hird phase, which begins one hour prior to puparium
formation, the number of bands with changing activity decreases. The acti-
vity of loci dominates, which become active only 8h a. l. f. or even later. The
activity of these loci represents 569 of the total puffing activity in this period.

10*
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3) Between 1~2h a. 1. f. 0.1 pg alpha-ecdysone was injected into the larval
hemolymph. During the 1 h-interval after the injection a change of activity was
observed at 83 loci, as it was also observed in normal development in the
course of the puffing-period. 45% of the changes in activity occurring during
the first phase of the puffing-period were induced after ecdysone treatment,
while only 19% of the changes of the second phase were observed. Changes of
the third phase were not induced after ecdysone treatment.

4) The changes in puffing activity occurring during the puffing-period are
discussed in connection with the secretory function of the glands. Furtheron it
is stated that the beginning of the puffing-period presumably is induced by
ecdysone, while during the seccond and third phase of this period hitherto
unknown factors come in action in an increasing proportion.
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Photographien Methylgriin-Pyronin-gefirbter Praparate von Riesenchrom -

Tafel I

somen der larvalen Speicheldriisen von Drosoplhila virilis.

Abb. 1:

Abb. 2:

Abb. 3:

Abb. 4:

Abb. s5:

Abb. 6:

Abb. 7:

Abb. 8:

Derin Abb. 1 angegebene Malstab besitzt fiir alle Abbildungen dieser Tz el

Die Basen der fiinf langen Chromosomen (I-V). Die fiir verschiede e
Puffaktivitiiten charakteristischen Aktivititsindices (in AE) sind 1ei
einigen Loci angegeben. Nu = Nukleolus; Chr = Chromozentru a,

Die Basis des ITI. Chromosoms im Verlauf der puffing-Periode.
a) frither als s hn. d. V;

by7,6 hn.d. V.;

c)g2hn.d. V.

Der Puff 68 F 3 wihrend der puffing-Periode.
a) friherals s hn.d. V,;

b)6,4hn.d. V.

c)7,9hn.d. V.

Der Puff 68 F 3.

a) 0,5 h nach Injektion von o,2 ul H,O;

b) 0,5 h nach Injektion von o,1 ug Ecdyson.
Der Puff 55 E im Verlauf der puffing-Periode.
a) frither als s hn. d. V.

b)7,5hn.d. V,;

c)88hn.d V.

Der Puff 55 E.

a) 1 h nach Injektion von o,2 pl H,0;

b) 1 h nach Injektion von 0,1 ug Ecdyson.
Die Basis des I1. Chromosoms.

a) 0,5 h nach Injektion von 0,2 ul H,0;

b) 0,5 h nach Injektion von 0,1 pg Ecdyson.
Die Basis des 1I1. Chromosoms.

a) 1 h nach Injektion von 0,2 ul H,0;

b) 1 h nach Injektion von o,1 ul Ecdyson.

Giiltigkeit.






Tafeln 11-VI

Das Puffmuster von Drosophila virilis und scine Verinderungen in der
Normalentwicklung, nach Injcktion von Ecdyson und von H,O.

Diagramm auf der linken Seite:

Ordinate: Stunden nach Verlassen des Futters;

Abszisse: Volumenzunahme in der distalen Hilfte des Driisenlumens (s.

S. 139).

E = Zeitpunkt der Ecdysonausschiittung (s. S. 142).

In der Chromosomenkarte sind inaktive Banden durch ausgezogene Striche
gekennzeichnet, aktive Banden sind, je nach dem Grad ihrer Auflockerung,
mehr oder weniger dicht punktiert. AuBlerdem ist ithr Auflockerungsbereich rot
ausgefiillt, damit ein dem zytologischen Ausschen angeniihertes Bild entsteht,
Jede Linie zwischen den Chromosomen symbolisiert die Aktivitat derjenigen
Bande, die beim Verlingern der Linie von ihr beriithrt wird. Zunehmende
Dicke der Linien bedeutet zunehmende Puffaktivitit.

a) Jeder Strich kennzeichnet cine Bande, an der withrend der Normalentwick-
lung in dem auf der Ordinate angegebenen Zeitraum verschiedene Aktivi-
titsgrade registriert wurden.

b) Jeder Strich kennzeichnet eine Bande, die nach Injektion von o,2 pl H,0
(1-2h n.d. V.) und Priparation im Zeitraum der Ecdysonausschiittung
(6-7 h n. d. V.) normales Puffverhalten zeigte. An den Loci der Gruppen 3
und 4 (Tab. 1) wurde im allgemeinen nur die erste Verinderung festgestellt,
die zweite Verinderung trat nur an zwei Banden (+) auf.

&)
~

Jeder Strich kennzeichnet eine Bande, an der nach Injektion von o,1pg
Ecdyson (1-2 h n. d. V.) innerhalb von einer Stunde eine Verinderung be-
obachtet wurde, wie sie in der Normalentwicklung auch auftrat, dort jedoch
erst zu einem spiiteren Zeitpunkt. Die obere Hilfte der Striche symbolisier
die Reaktion nach einer Einwirkungsdauer von o,5h, die untere Hilite
diejenige nach einer Einwirkungsdauer von 1 h. Ein Fragezeichen besagt,
daB auch in den Kontrollexperimenten eine gleichartige Verinderung der
Puffaktivitiit beobachtet wurde.

Trat in den Injektionsexperimenten an einer Bande im Vergleich zur Nor-
malentwicklung nur eine schwache Verinderung der Aktivitit auf, so ist
diese in b) und in ¢) mit einer punktierten Linie gekennzeichnet.
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Chrom.III
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