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Summary

FOISSNER I. 1981. Light- and electronmicroscopical investigations about
giant mitochondria in Nitella flexilis: observations on material in natural
environment and induction by reduced light intensity. — Phyton (Austria)
21 (1): 39 — 51. — German with English summary.

In summer the mitochondria in internodes of Nitella flexilis are 1 — 2 (rarely
up to 5) [im long. During the winter season additionally up to 50 [xm long
mitochondria are formed. They are often branched, ring- or plate-shaped. Their
share in the total number of mitochondria does not exceed 20%. Experimental
studies proved that the formation of giant mitochondria is due to reduced light
intensity. The statistical evaluation of the observations showed an increase of
the number and total length of mitochondria during summer.

Zusammenfassung

FOISSNER I. 1981. Licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen
an Riesenmitochondrien von Nitella flexilis: Beobachtungen an Freiland -
material und Induktion durch herabgesetzte Lichtintensität. — Phyton
(Austria) 21 (1): 39 — 51. — Deutsch mit englischer Zusammenfassung.

Die Mitochondrien der Internodien von Nitella flexilis sind im Sommer
1 — 2, maximal 5 [im. lang. Im Winter werden zusätzlich bis zu 50 fzm lange
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Mitochondrien gebildet. Sie sind häufig verzweigt, ring- oder plattenförmig.
Ihr Anteil an der Mitochondriengesamtzahl beträgt maximal 20%. Experimen-
telle Untersuchungen zeigten, daß die Bildung der Riesenmitochondrien auf
reduzierte Lichtintensität zurückzuführen ist. Die statistische Auswertung der
Beobachtungen zeigte einen Anstieg der Mitochondrienzahl und -gesamtlänge
im Sommer.

1. Einleitung

Veränderungen der Mitochondrienform, -große und -zahl als Reaktion
auf wechselnde Umweltbedingungen sind von zahlreichen Objekten be-
kannt und zum Teil eingehend untersucht worden (Übersicht bei MUNN
1974). Auch in der Charophycee Nitellopsis obtusa wurden im Winter abnor-
mal lange Mitochondrien gefunden (JAROSCH 1961). In der vorliegenden
Arbeit werden Riesenmitochondrien in den Internodien von Nitella flexilis
beschrieben. Die experimentellen Befunde geben über die Ursache ihrer
Bildung Aufschluß.

2. Material und Methoden

Als Untersuchungsobjekt diente Nitella flexilis aus dem Hellbrunner
Bach bei Salzburg. Die Bestimmung erfolgte nach der Monographie der
Characeen von WOOD & IMAHORI (1965).

Di^ Mitochondrien von Nitella flexilis wurden von Februar bis Dezem-
ber 1977 in ein- bis zweiwöchigem Abstand in ungefärbten, lebenden
Plasmatropfen gezählt und gemessen. Die Plasmatropfen wurden nach der
Methode von JAROSCH (1956) durch Auspressen der Internodien gewonnen.
Es wurde darauf geachtet, eine möglichst homogene Stelle auszuzählen,
die keine Chloroplasten, Zellkerne oder Vakuolen enthielt. Der Mitochon-
drienbestand wird durch das Auspressen der Zelle nicht verändert. Zur
Bestimmung der Mitochondrienzahl wurde ein über das Okularmikrometer
geklebtes Raster verwendet. Das Auszählen eines Rasterquadrates ergab
bei einer Präparatdicke von 10 fi.m die Mitochondrienzahl für 17.700 fxm3

Plasma. Diese Werte wurden auf ein Plasmavolumen von 100.000 (xm3

umgerechnet. Mitochondrien mit einer Länge von 1 bis 1,8 jxm wurden
nicht einzeln gemessen, sondern nur gezählt und so behandelt, als wären
sie alle 1,4 [xm lang. Die Länge verzweigter Mitochondrien ergab sich aus
der Summe der Teilstücke. Die Mitochondrien wurden stets an frisch einge-
brachtem Material gezählt und gemessen. Die Mindestlänge der ausge-
preßten Internodien betrug 1 cm. Pro Zelle wurden mindestens zwei Raster-
quadrate verschiedener Plasmatropfen ausgezählt.

Die Algen für die experimentellen Untersuchungen sammelte ich im
April 1978 und hielt sie einige Wochen in einem hellen Raum, so daß am
Beginn der Kultur nur 1—2 [xm lange Mitochondrien vorhanden waren.
Für jeden Versuch wurden zwei Aquarien aufgestellt, von denen eines mit
künstlichem Teichwasser (1 mM NaCl, 0,1 mM KC1, 0,1 mM CaCl2), das
andere mit Schlamm und Standortwasser gefüllt wurde. Die Intensität der
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photosynthetisch aktiven Strahlung wurde im Wasser des Aquariums bzw.
des Hellbrunner Baches mit einem Quantum-Photometer (Lambda Instru-
ments, Nebraska) gemessen und in ^.Einstein.m^.s"1 angegeben. Auf die
quantitative Auswertung des Mitochondrienbestandes der Kulturalgen
wurde verzichtet. Um die Mitochondrien von den in Form und Licht-
brechung ähnlichen Proplastiden zu differenzieren, wurde eine 0,004%ige
Janusgrün B-Lösung (Chroma, Stuttgart) verwendet.

Die lichtmikroskopischen Untersuchungen wurden mit dem Anoptral-
kontrast, dem positiven Phasenkontrast oder im Hellfeld am Zetopan-
Forschungsmikroskop (Reichert) durchgeführt.

Die Präparation für die Elektronenmikroskopie erfolgte nach einer
modifizierten Methode von KIERMAYER (1970): Vorfixierung in 1 % Glutaral-
dehyd(0,02 M Phosphatpuffer, pH 6,8, 3,6 X 10-4MCaCl2,15min., Zimmer-
temperatur), Nachfixierung in 2% OsO4 (0,02 M Phosphatpuffer, pH 6,8,
24 Stunden, 4° C), Äthanolentwässerung, Einbettung über Propylenoxid
in Epon. Die Zellen wurden in 0,01 M Phosphatpufferlösung gewaschen und
nach der Fixierung mit einer spitzen Schere in der Mitte durchgeschnitten,
um ein Schrumpfen während des Entwässerns zu vermeiden. Silberschnitte
wurden mit einem Diamantmesser am Ultracut (Reichert-Jung) herge-
stellt und mit Uranylacetat und Bleicitrat nachkontrastiert. Die Unter-
suchung erfolgte in einem AEI-Elektronenmikroskop (Corinth 500).

3. Ergebnisse

3.1. Mitochondrien der Knotenzellen und Rhizoide.
Der Durchmesser der ovalen oder leicht hanteiförmigen Mitochondrien

beträgt bis zu 0,7 pun, ihre Länge maximal 1,5 \xm.

3.2. Mitochondrien der Internodien.
3.2.1. Freilandalgen.

Die Form und Größe der Mitochondrien in den Internodien von
N. flexüis sind jahreszeitlichen Schwankungen unterworfen. Um diese
Unterschiede quantitativ zu erfassen, wurden folgende Parameter be-
rechnet :

durchschnittliche Mitochondrienlänge,
Mitochondrienzahl pro 100.000 fxm3 Plasma,
Mitochondriengesamtlänge pro 100.000 \imz Plasma,
Verhältnis der kurzen (< 1,8 \xm) zu den langen (> 1,8 \xm) Mitochon-

drien.
Diese Werte wurden nur an Plasmatropfen von Internodien der Lang-

triebe ermittelt, da die kleineren Internodien der Kurztriebe (Blattzellen)
zum Auspressen weniger gut geeignet sind.

Im Juni, Juli und August sind die Mitochondrien oval oder hantei-
förmig, gelegentlich kugelig. Ihre Breite ist mit ca. 1 ycm ziemlich konstant.
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Die durchschnittliche Mitochondrienlänge liegt bei 1,4 [xm (Abb. 1). Von
August bis Februar steigt sie kontinuierlich auf 2,2 .̂m. Die Erhöhung ist
auf das Auftreten langer Mitochondrien (Abb. 7) zurückzuführen (Abb. 3).
Diese Riesenmitochondrien (> 1,8 fxm) sind häufig verzweigt (Abb. 5), im
Jänner und Februar auch ring- oder plattenförmig.

Die durchschnittliche Mitochondrienzahl zeigt ein deutliches Maximum
in den Monaten August bis November (Abb. 3). Der Kurven verlauf ist vor-
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Abb. 1. Durchschnittliche Mitochondrienlänge im Jahres verlauf. Vertikale
Linien: Maximalwerte. Das Minimum liegt einheitlich bei 1 fzm. Standard-

abweichung: Februar ±2,6, August ±0,4

wiegend auf Schwankungen der Zahl kurzer Mitochondrien zurückzuführen.
Die Zahl der Riesenmitochondrien ist von Oktober bis April relativ kon-
stant. Ihr Anteil beträgt maximal 20%. Die Schwankungen der Mitochon-
drienzahl sind durch Fusion kurzer bzw. Zerfall langer Mitochondrien allein
nicht zu erklären, da die Mitochondriengesamtlänge nicht konstant bleibt
(siehe unten).

Das Verhältnis der kurzen zu den langen Mitochondrien zeigt ein deut-
liches Maximum im Juli (Abb. 2).

Die durchschnittliche Mitochondriengesamtlänge (Abb. 4) folgt in
ihrem Verlauf der Kurve der durchschnittlichen Mitochondrienzahl. Sie
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ist von der Veränderung der Zahl der kurzen Mitochondrien wesentlich
abhängig. Der prozentuelle Anteil der Riesenmitochondrien ist im Februar
am höchsten (40%), da die Zahl und damit die Gesamtlänge der kurzen
Mitochondrien in diesem Monat am niedrigsten ist.

In den Abb. 1—4 sind Durchschnittswerte aus allen untersuchten
Zellen eines Monats angegeben. Die Extremwerte (vertikale Linien) weichen
von den Mittelwerten beträchtlich ab. Die Mittelwerte der Mitochondrien-
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Abb. 2. Verhältnis der kurzen Mitochondrien (< 1,8 \ira) zu den Riesenmito-

chondrien (> 1,8 \im) im Jahresverlauf

länge, Mitochondrienzahl und Mitochondriengesamtlänge für Februar
(57 untersuchte Zellen) bzw. August (31 untersuchte Zellen) sind signifikant
verschieden (t-Test).

Die Untersuchung einzelner Internodien eines Sprosses lieferte für die
durchschnittliche Mitochondrienlänge bzw. die Zahl der Riesenmitochon-
drien benachbarter Zellen häufig abgestufte Werte. In den jüngsten Inter-
nodien sind Riesenmitochondrien erst ab einer Zellänge von ca. 2 cm nach-
zuweisen, obwohl sie in kürzeren aber älteren Internodien häufig vorkom-
men.

Die flexiblen Mitochondrien werden durch das strömende Endoplasma
bewegt, zeigen aber keine aktiven Form Veränderungen. Peristaltische
Bewegungen (BEREITER-HAHN 1978) können jedoch beobachtet werden.
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Abb. 3. Durchschnittliche Mitochondrienzahl/100.000 [xm3 Plasma im Jahresver-
lauf. Schraffiert: Mitochondrien < 1,8 [im, schwarz: Mitochondrien > 1,8 \im,
vertikale Linien: Extremwerte. Standardabweichung: Februar i 17> August

± 53
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Abb. 4. Durchschnittliche Mitochondriengesaratlänge/100.000 [im3 Plasma im
Jahresverlauf. Schraffiert: Mitochondrien < 1,8 (i.m, schwarz: Mitochondrien
> 1,8 (i,m, vertikale Linien: Extremwerte. Standardabweichung: Februar

± 45, August ± 63
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Die Riesenmitochondrien lösen sich bei längerer mikroskopischer
Beobachtung der Zelle oder des Plasmatropfens in 1—2 fj.m lange Teile auf,
die sich häufig mit Janusgrün B färben lassen. Die Zerfallsgeschwindigkeit
(30 min. bis einige Stunden) ist von der Intensität des Lichtes, jedoch nicht
von bestimmten Wellenlängen, der Wärme oder dem Deckglasdruck
(GEITLER 1937) abhängig. Die Fragmentation tritt auch bei normaler Raum-
beleuchtung ein, dauert aber dann einige Tage und führt vorübergehend
zur Bildung perl schnurartiger Mitochondrienketten (Abb. 6) (BOLHÄR-

NORDENKAMPF 1968, NADSON & ROCHLIN 1934). JAROSCH (1978) beob-
achtete dagegen, daß sich bei Einwirkung starker Lichtintensitäten auf
Zellen von Vaucheria thureti und Oedogonium gracilis Riesenmitochondrien
bilden.

3.2.2. K u l t u r a l g e n .
Die Ergebnisse der Kulturversuche können der Tabelle 1 entnommen

werden. Die Lichtintensität von 2—4X10"1 (j,Einstein . m~2. s"1, bei der
Riesenmitochondrien auftraten, entspricht etwa der Lichtintensität in
einem lockeren Bestand von Nitella flexilis am Grund des Hellbrunner
Baches an einem bedeckten Novembertag.

Tabelle 1

Bildung von Riesenmitochondrien in Kulturen von Nitella flexilis.
APW = künstliches Teichwasser

Nr.
Belichtungs-
dauer (Std.)

Lichtintensität
(u. Einstein.m~2.

Tempera- Riesenmitochondrien
tur (° C) Standort- APW

wasser

1
£
3
4
5
6

6
6
6

n
1
6

2-4x10-1
4-6X101

4-6X101

2-4X10-1

2-4X10-1

2-4x10-!

18
18

1
1
1

10

Im Kulturversuch Nr. 1 trat im Aquarium mit Standortwasser nach
einigen Tagen Fäulnis ein, die zum Absterben der Algen führte. Die Bildung
von Riesenmitochondrien im zweiten Behälter begann nach ca. 3 Monaten
in den neugebildeten, etiolierten Zellen. Sie unterschieden sich von jenen
der Standortalgen durch einen stabförmigen Einschluß (Abb. 8, 9). Seine
Länge entsprach der des Mitochondriums (maximal 15 [xm), sein Durch-
messer betrug nur Bruchteile eines [xm. Diese Mitochondrien waren völlig
steif, niemals verzweigt, ring- oder plattenförmig, gelegentlich aber ge-
knickt. Eine elektronenmikroskopische Untersuchung wurde nicht durch-
geführt.
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Abb. 5. Kurze, ovale bis hanteiförmige Mitochondrien (•) und Riesenmito-

chondrien (-^) im Plasmatropfen. Freilandmaterial

Abb. 6. Mitochondrienkette, kurz vor dem Zerfall. Freilandmaterial

Abb. 7. Riesenmitochondrien (—»-) zwischen den Chloroplasten-Reihen einer
Kulturalge. Abb. 8, 9. Versteifte Riesenmitochondrien zwischen den Propla-
stiden und im Plasmatropfen. Kulturalge. Abb. 10, 11. Riesenmitochondrium
und kurzes Mitochondrium. Freilandmaterial. Anoptralkontrast (Abb. 5, 6),
Hellfeld (Abb. 7), positiver Phasenkontrast (Abb. 8, 9). Maßstab 10 [xm

(Abb. 5-9) und 1 jjtm (Abb. 10, 11).
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In den Kulturen Nr. 4, 5 und 6 traten Riesenmitochondrien (ca. 15 (Jim)
sowohl in den am Standort gewachsenen als auch in den neugebildeten
Internodien auf. Diese Mitochondrien waren flexibel und von jenen der
Standortalgen licht- und elektronenmikroskopisch nicht zu unterscheiden.
Ihre Bildung begann ca. zwei Monate nach dem Ansetzen der Kulturen.

Weder bei Freilandalgen noch bei Kulturalgen war eine Korrelation
zwischen dem Auftreten langer Mitochondrien und der Häufigkeit, Größe
oder Struktur anderer Zellbestandteile (Chloroplasten, Stärkekörner,
Sphärosomen) festzustellen.

Die Fusion kurzer Mitochondrien (z. B. GIRBABDT 1968, VARTAPETIAN

et al. 1977) wurde nie beobachtet. Auch die elektronenmikroskopische
Untersuchung lieferte dafür keine Hinweise. Die Bildung der Riesenmito-
chondrien in N. flezilis dürfte eher auf eine Teilungshemmung (LEFORT

1964) oder pathologisch bedingte, abnormale Bildung neuer mitochondrialer
Substanz (WRISCHER & DEVIDE 1965) zurückzuführen sein.

4. Diskuss ion

Die Beobachtungen am Freilandmaterial und die Kulturversuche
weisen darauf hin, daß die Bildung von Riesenmitochondrien in Nitella
flexilis durch herabgesetzte Lichtintensität verursacht wird.

Ein direkter Einfluß des Lichtes auf die Mitochondrien über ein
Phytochromsystem (BAJRACHARYA et al. 1976, GORDON & SURREY 1960,
HAMPP & SCHMIDT 1977, HILLMAN 1977, SCHOPFER et al. 1975) kann in
diesem Fall ausgeschlossen werden, da die spektrale Zusammensetzung
des Lichtes sowohl am Standort als auch in den Kulturen im wesentlichen
konstant blieb.

Eher ist an eine Beeinflussung der Mitochondrien über die reduzierte
Photosynthese zu denken (vgl. CRAIG & GIBOR 1970). Zwischen Piastiden,
Cytoplasma und Mitochondrien bestehen enge metabolische Zusammen-
hänge (HEBER 1974). Veränderungen der Piastidenstruktur sind häufig
mit Veränderungen der Mitochondrienstruktur korreliert (CALVAYRAC &
BUETOW 1971, DUCKETT & TOTH 1977, LEEDALE 1967, LEEDALE et al. 1965,

LEFORT 1964, RODIONOV et al. 1975, SAGER 1974, SIEGESMUND et al. 1962).
Da die Konzentration verschiedener Stoffe in der Zelle vom Ausmaß der
Photosynthese abhängt (CHAPMAN & GRAHAM 1974), sind solche Bezie-
hungen zu erwarten. Dies gilt vor allem für ADP bzw. Pi (vgl. CHEVALLIER

et al. 1978) und Sauerstoff. Ihre Auswirkung auf Mitochondrienstruktur
und -Chemismus wurde mehrfach beschrieben (BRODY & WHITE 1972,
Cocucci et al. 1975, FREDERIC 1958, MORISSET 1973, 1974, OSAFUNE 1973,
OSAFUNE et al. 1972, 1975, VARTAPETIAN et al. 1977). Auch über NAD/
NADH ist eine Regulation möglich (GRAHAM 1978). Die Vermutung, daß
die Bildung der Riesenmitochondrien in Nitella die Folge einer gestörten
Respiration ist, wird durch die Untersuchungen von WRISCHER &
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(1965) gestützt. Von besonderem Interesse sind in diesem Zusammenhang
die Beobachtungen an hungernden Zellen, deren Kiesenmitochondrien
eine stark reduzierte Cytochrom-Oxidase-Aktivität haben (KARNOVSKY
1963, KARNOVSKY & HIMMELHOCH 1961).

Ob die Riesenmitochondrien in Nitella flexilis besonders angepaßte
(VARTAPETIAN et dl. 1975, 1977) oder degenerierende Organellen sind ist
fraglich. Möglicherweise gelten auch hier die von VARTAPETIAN et al. (1977)
angestellten Überlegungen über die Funktion von Riesenmitochondrien
bei anaerobem Stoffwechsel. Die Verhältnisse in den extrem nässeempfind-
lichen Wurzeln von Cucurbita sind jedoch mit jenen in Wasserpflanzen nicht
ohne weiteres vergleichbar (CRAWFORD 1975).

Das Absinken der Mitochondrienzahl und Mitochondriengesamtlänge
im Winter weist ebenfalls auf eine verringerte respiratorische Aktivität.
Umgekehrt läßt sich das Maximum der Mitochondrienzahl und Mitochon-
driengesamtlänge im Sommer als Folge erhöhter Stoffwechselintensität
interpretieren (z. B. COWDRY 1918, UMAHARA 1968). Das Absinken der
Mitochondrienzahl während der Wintermonate mit gleichzeitiger Bildung
langer Mitochondrien ist ähnlich den Verhältnissen in alternden Zellen
(TATJCHI & SATO 1968, WILSON & FRANKS 1975).
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