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Even between adjacent cells profound bio-
chemical differences can exist. In order to re-
solve these differences. methods have been
developed for analyzing small amounts of tis-
sue. By a combination of microdissection of
freeze-dried tissue and quantitative histo-
chemistry even single cells can be biochemi-
cally characterized. We illustrate the power
of this analytical system by comparing activi-
ties of some enzymes in different types of
cells from a Vicia leaf. In addition, an assay
is described, which allows the determination
of photosynthetic oxygen evolution from sin-
gle cells.

flanzliche wie tierische Gewebe sind aus ern-
zelnen Zellen aufgebaut, die sich, auch wenn
sie ens benachbart sind. in ihren bioche-

mischen Eigenschaften grundlegend unterscheiden
kcinnen. In einem Laubblatt grenzen z.B. Zellen,
die den Gasaustausch regulieren (Stomata), unmit-
telbar an andere, die entweder das Blatt nach au-
Ben hin abgrenzen (Epidermis) oder Photosynthese
betreiben (Mesophyll). Schon aufgrund ihrer
unterschiedlichen Funktion sind deshalb ganz spe-
zifische biochemische Eigenschaften zu erwarten.
Die Entwicklung von Methoden zur Gewinnung
und Analyse kleinster Probenmengen war und ist
eine Herausforderung an den Biologen. In diesem
Beitrag sollen zwei Beispiele ftir Mikroanalytik
herausgegriffen werden, die noch wenig verbreitet
sind, deren Anwendung aber vollig neue Aussagen
zur Funktion einzelner Zellen und zur Arbeitstei-
lung in Geweben ermoglicht.

Quantitative Mikroanalytik
einzelner Zellen

Als besonders leistungsfdhig und vielfii lt ig anwend-
bar hat sich das Lowry'sche System der quantitati-
ven Histochemie erwiesen [7]. Diese Technik er-
laubt die Bestimmung jeder Stoffwechselverbin-
dung, die selektiv an die Reduktion oder Oxidation
von Pyridin-Nukleotiden (NAD, NADP bzw.
NADH, NADPH) gekoppelt werden kann. Damit
lassen sich zahlreiche Stoffwechsel-lntermediate
und Enzyme erfassen, aber auch Substanzen wie
z.B. K* [8], die ftir die Aktivitet von Enzymen
notig sind oder diese erhohen. Die Nachweisemp-
findlichkeit ist dabei so hoch, dall sich Enzymakti-
vitdten an Ultradi.innschnitten (2.B. durch den
Zellkern) quantifizieren lassen [6]. Im folgenden
wird am Beispiel eines Blattes der Saubohne (Vicia
/aba) die Prdparation einzelner Zellen und deren
biochemische Charakterisierung dargestellt.

Mikrodissektion

Sollen Aussagen zum stoffwechselphysiologischen
und biochemischen Zustand des zu untersuchen-
den Gewebes zum Zeitpunkt der Probennahme ge-
macht werden, darf die Aufarbeitung keine Ver-
dnderungen hervorrufen. Dies wird erreicht durch
den sog. ,,Gefrierstopp" der Proben (Einbringen
in entgasten, fli issigen Stickstoff; -196'C) und
deren anschlieBende Trocknung bei -30 bis
-40 "C (Lyophilisierung). Hohere Temperaturen
sind ungeeignet, da in zunehmendem MaB Stoff-
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wechselreaktionen ablaufen und Verdnderungen in
der Gewebestruktur auftreten kcinnen.
Die erhaltenen Gewebe werden in kleinere
Bruchstiicke zerlegt und unter einem Stereomi-
kroskop mit einem selbstgefertigten Mikromesser
(an Nylonborsten geklebte Rasierklingensplitter;
Fig. 1a) zundchst grob zertrennt (2.8. in Oberfld-
chen(Epidermis)- und Innen(Mesophyll)-Ge-
webe). In weiteren Schritten konnen nun einzelne
Epidermiszellen, Stomata (:,,Miinder": Zell-
paare, die gegeneinander beweglich sind und den
Gasaustausch des Blattes regulieren) und Blattme-
sophyllzellen (aus dem sog. Palisaden- und
Schwammparenchym ; Ort der Photosynthese) pri-
pariert werden (Fig. 2). Da mit abnehmender Par-
tikelgroBe elektrostatische Krdfte das Arbeiten zu-
nehmend erschweren, ist es zweckmiiBig, alle
Werkzeuge und Kontaktfldchen mit, z.B. durch
Hochspannung, ionisierter Luft abzublasen oder
einer o-Strahlenquelle (2.B. 2l0Poloniumchromat-

Stab) auszusetzen.
Um Eigenschaften verschiedener Zellen verglei-
chen zu konnen, ist eine BezugsgroBe notig. Eine
Moglichkeit ist die Bestimmung des Trockenge-
wichtes. Da es sich aber um einzelne Zellen handelt
und damit um mikroskopische Dimensionen (Na-
nogramm-Bereich), sind konventionelle Waagen
nicht einsetzbar. Es werden deshalb spezielle
Quarzfaser-Waagen benotigt. Figur 3 zeigt dazu
eine schematische Darstellung. Als Gehduse wird
der obere Teil einer Hubkolbenpipette verwendet.

Fig. 1. Verschiedene, zur Mikrodissektion und Analyse notige
Hilfsmittel, a Mikromesser, b Konstriktionspipette O Konstrik-
tion), c Glaslaser oder d Haar zlm Transfer der Zellen zwischen
verschiedenen Arbeitsgdngen
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Fig. 2. Mikrodissektion lyophilisierten Blattgewebes von Vicia
/izba. Rasterelektronenmikroskopische Bilder einzeln prdparier-
ter Zellen'. a) Spalt<iffnung, b) Epidermiszelle, c) Palisaden- und
d) Schwamm-Parenchymzelle (Ldnge des Str ichs jeweils 20 pm)

An den Kolbenboden ist ein Sti.ick Kupferdraht
geklebt, dessen freies Ende zur Befestigung einer
Quarzfaser dient. Ldnge und Durchmesser dieser
Faser bestimmen Wdgeempfindlichkeit und Um-
fang des linearen Wdgebereiches. Die zu wiegende
Probe wird auf einem Trdger mit Hilfe eines 2-di-
mensionalen Triebes moglichst dicht an die Quarz-
faser herangefiihrt und mit einem diinnen Haar
oder einer anderen Quarzfaser (Fig. 1 c, d) auf de-
ren Ende iibertragen. Die durch das Gewicht der
Probe hervorgerufene Absenkung der Faserspitze
wird iiber ein waagrecht angeordnetes Stereomi-
kroskop mit Okularmikrometer bestimmt und ldBt
sich mit Kristallen eichen [7]. Veriinderungen der
Position der Quarzlaser aufgrund elektrostatischer
Wechselwirkungen konnen durch ionisierende
Strahlung (2arAmericiumoxid-Pldttchen; Fig. 3)
gering gehalten werden. Um die Ubertragung von
Schwingungen auf die Waage weitgehend auszu-
schlieBen, sind Waagen-Befestigung und Stereomi-
kroskop auf einer schwingungsarmen Platte an-
geordnet, unabhdngig von einem Querbalken. der
den Vortrieb trdgt und gleichzeitig als Stiitzc fiir
die Hiinde des Experimentators dient.
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Fig. 3. Anordnung zur Bestimmung des Gewichtes einzelner
Zellen. Die zu wiegende Zelle wird auf einem Triiger mit Hilfe
eines 2-dimensionalen Feintriebes in die Niihe der Quarz-Faser
(a) gebracht und mit einer Glasfaser (Fig. 1c) auf deren Spitze
iibertragen. Die vertikalc Ablcnkung dcr Quarz-Faserspitze
wird tiber ein Okularmikrometer (b) bestimmt. Stereomikro-
skop und Waagengehduse ruhen auf einer schwingungsfreien
Platte, ohne Kontakt zu dem an cinem Balken belestigtcn Mi-
krotrieb

Um eine Wasseraufnahme und damit Stoffwechsel-
reaktionen zu vermeiden, mi.issen alle aufgefiihrten
Schritte unter kontrollierten Bedingungen durch-
gefiihrt werden (18-20 oC, max. 40o/o rel. Luft-
feuchte).

Grundlagen der bioc hemisc hen
Mikro-Analyse

Das analytische System beruht auf der selektiven
Oxidation oder Reduktion von Pyridin-Nukleoti-
den und soll am Beispiel einer Enzymaktivitits-
Bestimmung erlSutert werden. Fumarase, ein En-
zym des mitochondrialen Citronensdure-Zyklus,
katalysiert bei pH 7 folgende Reaktion:

Fumarase
Fumarat*H2O---------------> Malat (1)

Das entstehende Malat kann nun in einer nachge-
schalteten Reaktion st<ichiometrisch zur Reduk-
tion von NAD verwendet werden:

Malat-Dehvdroeenase
Malat+NAD+ - > Oxalacetat

+ NADH + H' (2)

Da das Gleichgewicht dieser Reaktion aber in
Richtung Malat-Bildung liegt, muB fiir eine quan-
titative Umsetzung das entstehende Oxalacetat
dauernd entnommen werden. Dies wird durch ein
weiteres Enzym erreicht (Glutamat-Oxalacetat-
Transaminase; GOT), das Oxalacetat in die Ami-
nosdure Aspartat iiberfiihrt :

Oxalacetat * Glutamat 
oott 

Aspartat
*2-Oxoglutarat (3)

Die Kinetik der Nachweisreaktionen (2) und (3)
fiir Malat wird mit Malat-Standards und Gewe-
beextrakten in einem Makroansatz (Photometer,
1 -3 ml Reaktionsvolumen) tiberpriift.
Alle im folgenden beschriebenen Umsetzungen die-
nen dem quantitativen Nachweis von NADH. Da
die absoluten Mengen im Mikroansatz (etwa
100 nl) im pmol-Bereich liegen, ist dies mit konven-
tionellen Methoden nicht moglich. Eine Lcisung
bietet hier die ,,enzymatische Cyclisierung" von
Pyridin-Nukleotiden, die im Prinzip nach dem in
Fig. 4 wiedergebenen Schema abliiuft.
Der Ansatz enthiilt die Enzyme I und 2 sowie einen
UberschuB der Substrate A und C. Wird z.B. die
Reaktion mit einem oxidierten Pyridin-Nukleotid
(NAD, NADP) gestartet, so fiihrt dessen Um-
wandlung in die reduzierte Form (NADH,
NADPH) iiber Enzym 2 zur Bildung eines Produk-
tes D, die sofortige Ri.ickfiihrung in die oxidierte
Form (Enzym 1) zur Anreicherung von B. Der
Umfang der Anreicherung von D und B hdngt nun
von der Anzahl der Oxidations- und Reduktions-

Fig. 4. Schema zum Ablauf der enzymatischen Cyclisierung von
Pyridin-Nukleotiden. Je nach Pyridin-Nukleotid werden unter-
schiedliche Hilfsenzyme und Substrate benotigt. Grundsdtzlich
werden immer beide Formen (reduzierte [NAD(P)H] und oxi-
dierte [NAD(P)]) crfaBt. Zur selektiven Bestimmung muB die
eingesetzte Probe entsprechend vorbehandelt werden: Siiure
(2.B. 0,t N HCI) zerstdrt die reduzierten, Lauge (0,1 N NaOH)
die oxidierten Pyridin-Nukleotide selektiv. Im Falle der NAD-
Cyclisierung bedeuten / Malat-Dehydrogenase, 2 Alkohol-De-
hydrogenase, ,4 Oxalacetat, I Malat, C Ethanol, D Acetalde-
hyd. Fiir die NADP-Cyclisierung werden andere Enzyme und
Substrate verwcndet.

NADH
NADPH D

Enzyn 2

c

Enzym 1

NAD
NADP
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vorgenge Zeit (Zykluszahl) ab. Diese sind abhdn-
gig von der Konzentration der Enzyme 1 und 2
und der Temperatur. Je nach Wahl beider Parame-
ter konnen Cyclisierungsraten von bis zu 70000/h
erreicht werden (NADP-Cyclisierung mit Glucose-
6-phosphat-Dehydrogenase aus Leuconostoc me-
senteroicles: ..Super cycle" [5]). Im Normalfall -
und in unserem Beispiel mit Fumarase - wird eine
Z1'kluszahl von maximal 10000/h gewdhlt. Das be-
deutet. daB z.B. in Gegenwart von 1 pmol NAD
in einer Stunde 10 nmol Malat gebildet werden,
die sich nach entsprechender Umsetzung (Reak-
tionen (2) und (3)) als NADH ohne Probleme mes-
sen lassen (Fluorometer oder Spektralphotometer).
Da interne Standards (eweiliges Pyridin-Nukleo-
tid) in Parallelansitzen ztgegeben werden, ist die
genaue Kenntnis der Zykluszahl nicht von Bedeu-
tung.
Die Empfindlichkeit dieser Methode ist nahezu un-
begrenzt und ermoglicht theoretisch den Nachweis
eines einzelnen Molekiils. In der Praxis erzeugen
aber Verunreinigungen der Enzyme (Reaktionen
(2), (3) und Cyclisierungsschritt) mit Pyridin-Nu-
kleotiden einen gewissen Hintergrund, der die Sen-
sitivitdt aufgrund des erhohten Rausch/Signal-Ver-
hdltnisses verringert. Da der Hintergrund, bei ge-
gebenen Enzymkonzentrationen (Reaktionen (2),
(3)), absolut vom Ansatzvolumen abhdngt, wird
er um so niedriger, je kleiner dieses ist. Liegt zum
Beispiel die eingeschleppte NAD-Konzentration
bei 0,1 1t"M, dann sind in 1ml 0,1 nmol, in 1 pl
0,1 pmol, in 1 nl aber nur 0,1 fmol NAD als Hin-
tergrund enthalten. Es ist daher sinnvoll, das An-
satzvolumen so zu wdhlen, daB das in der Probe
gemessene Produkt deutlich seine Hintergrund-
Konzentration iibersteigt. Aufgrund der Kapillar-
krdfte wird allerdings das Arbeiten mit Volumina
wdBriger Losungen unter 50 nl zunehmend schwie-
rig.

Die,,oil well"-Technik

Wegen der raschen Verdunstung lassen sich Volu-
mina im pl-Bereich oder darunter nur unter Ol
handhaben. Besonders gut eignen sich daftir Te-
flontriger (etwa 30 x 120 mm, 6 mm dick), in die
Locher (3 mm A) so gebohrt sind, daB ein hauch-
dtinner und damit gut lichtdurchldssiger Boden er-
halten bleibt (Fig. 5). In die Bohrungen, z.B. 80
pro Trdger, wird ein schwerfliichtiges Mineralol pi-
pettiert. Mit Konstriktionspipetten (fein ausgezo-
gene Glas-Kapillaren mit eingeschmolzener Veren-
gung (: Konstriktion); Fig. 2 b) wird das jeweilige
Inkubationsmedium (50 bis 100 nl) in das Ol iiber-
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Teflon Ot ..100 n[ .v 1pl..,100 nl

Fig. 5. Verschiedene Schritte bei der Bestimmung von Metabo-
liten oder Enzymaktivititen an einzelnen Zellen unter 6l lver-
dndert nach [7])

gefiihrt und sinkt aufgrund der hoheren Dichte zu
Boden (Fig.5a). Die gewiinschte Reaktion (En-
zym- oder Metabolit-Bestimmung) wird durch Zu-
gabe der dissektionierten Zelle gestartet 1Fig. 56).
Ftir diesen Schritt haben sich Haare mit einer leich-
ten Kurvatur, eingeklebt in eine zugeschmolzene
Pasteur-Pipette (Fig. 2c), bewdhrt. Das erfolgrei-
che Einbringen der lyophilisiertenZelle in die wiiB-
rige Losung ist an einer spontanen Aufhellung des
Objekts als Folge der Hydratisierung zu erkennen.
Nach einer Inkubationszeit zwischen 40 und
90 min, je nach Ansatz, werden die chemischen
Reaktionen durch Zugabe von Sdure (HCl) oder
Lauge (NaOH) gestoppt (Fig. 5c). Die Teflontrd-
ger werden anschlieBend fiir 20 min auf 80 "C er-
wdrmt. Durch diese Behandlung werden weitere
Enzymreaktionen unterbunden, gleichzeitig aber
auch die nicht erwiinschten Formen der Pyridin-
Nukleotide selektiv zerstort (vgl.,,Enzymatische
Cyclisierung" und Legende zu Fig. 4). Ein Aliquot
(0,5 bis 1 pl) wird entnommen und in den jeweili-
gen Cyclisierungsansatz (50 pl; vgl. oben) iiberge-
fiihrt.

Ablauf einer Analyse
( Beispie I : Fumarase- Bestimmung )

Der gesamte Versuchsablauf liiBt sich in Teil-
schritte gliedern:

Spezifischer Schritt
(Reaktionen (2), (3))

Eine einzelne Zelle wird unter Ot in ZOO nl Ansatz-
medium (Puffer, Fumarat, Detergens) iibergefiihrt



und fiir etwa t h (25 "C) inkubiert (Reaktion (1)).
Durch Zugabe von 200 nl eines Reagens zum
Nachweis des gebildeten Malats (Gl. (2) und (3))
und eine damit verbundene pH-Erhohung (auf
pH 10.1) wird die Fumarase-Reaktion gestoppt.
Nach weiteren 30 min (25 'C; quantitative Umset-
zung von Malat zu NADH) wird auch diese Reak-
tion durch Zugabe von 1 pl 0,12 N NaOH beendet.
AnschlieBend werden die Triger samt Ansatz fiir
20 min auf 80 oC erwirmt. Durch diese Behand-
lung werden die Hilfsenzyme und nicht verbrauch-
tes NAD zerstcirt, ohne daB die durch die Enzym-
reaktionen gebildete, reduzierte Form (NADH)
angegriffen wird.

Enzymatische Cycli sierun g

Jedem Ansatz wird 1 pl entnommen und mit 50 pl
Cyclisierungs-Reagens [7] versetzt. Nach t h wird
auch diese Reaktion durch Erhitzen (: Denaturie-
rung der Enzyme) beendet.

Indikator-Reaktion

Im Falle des NAD-Cyclisierens wird das gebildete
Malat nachgewiesen. Dazu werden wieder die
Reaktionen (2) und (3) verwendet, die Malat unter
stochiometrischer Bildung von NADH umsetzen
(etzt in nano- statt picomolaren Mengen). Aus
me8technischen Griinden wird diese Reaktion in
1 ml durchgeftihrt, einem fiir die anschlieBende Be-
stimmung (tiber Absorption oder Fluoreszenz) von
NADH geeigneten Volumen. Im Unterschied zu
den oxidierten Formen absorbieren die reduzierten
Pyridin-Nukleotide (NADH, NADPH) nicht nur
Licht im Bereich von 340 nm, sondern lassen sich
auch zu einer Fluoreszenzstrahlung anregen, deren
Maximum bei 460 nm liegt. Bei spektralphotome-
trischen Messungen wird der Anteil von Licht ge-
messen, der durch eine Probe hindurchgeht, d.h.
von ihr nicht absorbiert wird. Man arbeitet deshalb
immer vor einem hohen Licht-Hintergrund und
damit relativ unempfindlich. Bei der Fluorimetrie
wird dagegen nur von der Probe (NAD(P)H) abge-
gebenes Fluoreszenzlicht erfaBt (Hintergrund:0).
Damit ist diese Methode wesentlich empfindlicher
(Faktor etwa 10) und wird deshalb auch bevorzugt
fiir derartige Analysen verwendet.

Aktiuitriten einer Reihe uon Enzymen
in u er s c hiedenar tigen Blat t z e llen

Die Aktivitdt bestimmter Stoffwechselwege kann
an der Umsatzrate dafiir ieweils charakteristischer

Enzyme abgeschdtzt werden. Wir haben deshalb
die Aktivitdtsniveaus auBer von Fumarase (Citrat-
Zyklus, Mitochondrien) auch von Ribulosebis-
phosphat-Carboxylase (Rubisco, photosynthe-
tische COr-Fixierung), Hydroxypyruvat-Reduk-
tase (Photorespiration), NAD-abhiingiger Gly-
cerinaldehydphosphat-Dehydrogenase (NAD-
GAPDH, Glykolyse) und 6-Phosphogluconat-De-
hydrogenase (6-PGDH, oxidativer Pentose-
phosphat-Zyklus) in den verschiedenen Zelltypen
eines Vicia-Blattes bestimmt (Fig. 6; fiir Details s.

[3]). Ein Vergleich der iiber das Zellgewicht auf
Protein bezogenen [9] Umsatzraten ldfit charakteri-
stische Unterschiede erkennen: Wdhrend Meso-
phyllzellen Rubisco besitzen, ist eine Aktivitat die-
ses Enzyms in Spaltoffnungs- und Epidermiszellen
nicht nachzuweisen. Da dies auch fiir verschiedene
andere Enzyme der photosynthetischen COr-Re-
duktion und fiir die eng damit verbundene Photo-
respiration gilt (Hydroxypyruvat-Reduktase), ver-
fiigen diese Zellen nicht tiber die Fiihigkeit, CO2
lichtabhdngig in Kohlenhydrate iiberzufiihren.
Dies ist um so erstaunlicher, als Spaltoffnungs-
zellen fiir die Umsetzuns von Licht in Enersie-
und Reduktions-AquivalJnte voll funktionsfdh-i ge
Chloroplasten besitzen.
Im Gegensalz dazu zeigen in Spaltoffnungen sol-
che Enzyme eine deutlich erhohte Aktivitet, die
Bestandteile zur Energie-Gewinnung fiihrender
Stoffwechselwege sind (6-PGDH. NAD-GAPDH,
Fumarase). Wenn dies gleichbedeutend ist mit ho-
hen Umsatzraten von Glykolyse, oxidativem Pen-
tosephosphat- und Citrat-Zyklus, dann haben
diese Zellen eine hohe Kapazitat fiir heterotrophe
Prozesse der Energiegewinnung entwickelt. Diese
Interpretation deckt sich mit den Vorgdngen, die
an die Offnung von Vicia-Stomata gekoppelt sind,
wie aktive (d.h. energieverbrauchende) Ionen-
aufnahme (2.B. [11]), Reduktion von Oxalacetat
und Stdrke-Abbau [10].

Semiquantitative Bestimmung
der photosynthetischen Sauerstoff-
entwicklung einzelner Blattzellen

Einzelne Zellen ohne Zellwand (,,Protoplasten";
Fig. 7) konnen aus pflanzlichem Gewebe mit Hilfe
Zellwand-abbauender E,nzyme isoliert werden. Sie
haben sich als wichtiges Hilfsmittel zur [Jntersu-
chung physiologischer, biochemischer oder gene-
tischer Fragestellungen erwiesen. Da sinnvolle Er-
gebnisse nur mit physiologisch intakten Protopla-
sten zu erhalten sind, kommt einem Nachweis der
Vitalitiit dieser Zellen eine wichtise Bedeutuns zu.
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Fig.6.  Aul '  Protein bczogene Umsatzratcn von F-umarasc (a).  6-P-Gluconat-Dehydrogenasc (b).  NAD-abhLingiger Glycer in-

aldehydphosphat-Dehydrogenasc (c) .  Hydroxypyruvat-Reduktase (d) und Ribuloscbisphosphat-(-arborr lasc (e) in Spal tof fnungs-
(S).  Epidermis- (E).  Schwammparcnchym- (SP) und Pal isadenparenchym-Zcl lcn (PP).  Das Gcrr icht  dcr Zcl lcn wurde nach [9]
in Protein umgercchnct.  Dic Balken 

-seben 
dcn Standard- l r r tum i i r . r : / r :20 (a d),6 (e) (aus [3])

Die allgemein angewandten Vitalitdtsfdrbungen [1]
haben sich frir unsere Fragestellung (Nachweis der
Vitalitet durch Elektrofusion erhaltener Hybrid-
Protoplasten [12]) als nicht ausreichend verldBlich
erwiesen. Wir haben deshalb nach einem Weg ge-
sucht, eine schr komplexe Stoffwechselleistung wie
die Photosynthese intakter Zellen an einzelnen

Fig.  7.  Suspension cnzymatisch aus Blat tgewebe freigesetzter
Protoplastcn :  inncrc Struktur:  Chloroplasten
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Blattgewebe-Protoplastcl t  z l l  lncsscn. und haben
dabci an Experimente von Er.rgclmann [2] ange-
kniipft.
Protoplasten, die photosynthet isch akt iv sind, ent-
wickeln im Licht Sauerstoff-. N'lischt man nun zu
einer derart igen Suspension r on Protoplasten auf
Sauerstoff  posi t iv reagierende ( -  aerotakt ische)
Bak terien (2.8. P s a ud ont o n u.\' t r c r t r g i t r t t.s u ). so vertci-
len sich diese entsprechend c' inct l  Gradicntcn im
Or-Gehalt .  In Fig. 8 ist  diescs Vcrhaltcn in Abhdn-
gigkeit  von der Bel ichtungsdauc-r dargestel l t .  Wdh-
rend im Umfeld des dunkcl inkubicrten Protopla-
sten die Bakter ien stat ist isch rcrtc i l t  s ind (Fig. 8a),
nimmt ihre Populationsdichtc nach Belichtungsbe-
ginn deut l ich zu (Fig. 8b. c).  Ft ihrt  man derart ige
Untersuchungcn im Dunkcltc lc l  durch (nur von
Part ikeln gestreutes Licht gclangt in das Mikro-
skop-Objekt iv),  dann l i iBt s ich die Erhohung der
Bakter iendichte als intcnsirc- Hel l igkeitszunahme
beobachten (Fig. 9a. b) und t .ni t  einem Mikroskop-
Photometer [4]  mcssen 1Fig. 9c).
Die in Fig. 9c dargcstcl l te Kinet ik der Licht-ab-
hringigen Zunahme dcr Dichte der Bakterien-Po-
pulation um einen Protoplasten liifJt Aussagen zum
Ablauf photosynthetischer Anfan-usreaktionen zu.
Der Verlaul 'deutct an. daB zwei Phasen intensiver
Or-Entwicklung (0 1 und 1.5-2.5 min) von erner
kurzen Periode ohne wesentliche Veriinderungen
unterbrochen werden. Dieses Phtinomen ist offen-
sicht l ich eine Folge der sog. , ,photosynthet ischen
Indukt ion":  Die Licht-abhdngige und an die Or-
Entwicklung gekoppelte Bildung der Energic- und



Fig. 8. Mikrophotographische Blitzlichtaufnahmen eines Proto-
plasten in einer Suspension von Bakterien(Pseudomonas aerugi-
nosa). Die Bakterien reagieren chemotaktisch positiv auf Sauer-
stoff. a) Dunkelkontrolle, b) derselbe Protoplast nach 30 s und
c) nach 3 min Belichtung durch die Mikroskop-Beleuchtung:
Die Dichte der Bakterien-Population ist um den photosynthe-
tisch aktiven Protoplasten deutlich erhdht. Zur Vermeidung
eines Or-Austauschs mit der umgebenden Luft wurde die Sus-
pension mit einem Deckglas abgedeckt, dessen Kanten mit Va-
seline versehen waren (aus [4])

Reduktions-Aquivalente leuft schneller an als die
Enzym-Reaktionen, die diese Produkte fiir die
CO2-Reduktion verbrauchen. Der dadurch be-
wirkte voriibergehende Stau bringt die Or-Ent-
wicklung zum Erliegen, die Bakterien-Dichte sta-
gniert. Erst mit dem Einsetzen der CO2-Fixierung
(ab etwa 1,5 min) wird dieser Stau beseitigt, und
die Or-Bildung setzt wieder voll ein. Wenn die
Photosynthese eine konstante Rate erreicht, stellt
sich auch ein relativ konstanter Oz-Gradient ein;
die Dichte der Bakterienpopulation, und damit die
Lichtstreuung, strebt einem Gleichgewichtszustand
zu (ab etwa 5 min). Mit dem Ende der Belichtung
endet nattirlich auch die photosynthetische Or-
Entwicklung, und der Protoplast ist fiir die Bakte-
rien nicht mehr attraktiv: Mit dem Abbau des 02-
Gradienten ist auch eine Abnahme der Bakterien-
Zahl zu beobachten.

I u,trt ou.

c o 2 t' 
Zeit (min) 6 I

Fig. 9. Dunkelfeld-Mikroskopie eines Protoplasten in Gegen-
wart von Pseudomonas-Bakterien. a) Dunkel-inkubierter Proto-
plast, b) derselbe Protoplast nach 5 min Belichtung, Corona:
von den Bakterien gestreutes Licht. c) Mikrophotometrische
Messung des gestreuten Lichts bei Dunkelfeldbeleuchtung (Ver-
such entsprechend a), b) ; Kurvenanfang : Belichtungsbeginn).
I Lichtstreuung durch den Protoplasten zu Beginn der Be-
lichtung (Hintergrund), B intermedidrer Stopp der lichtabhen-
gigen Or-Entwicklung wiihrend der Phase der ,,photosynthe-
tischen Induktion" (vgl. Text)
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Aufgrund ihrer Sensitivitiit erlaubt diese Mikrome-
thode eine wesentlich bessere Aussage zur Vitalitiit
einer photosynthetisch aktiven Zelle als herkomm-
liche Fflrbemethoden. Sie ist zudem als einfacher
Test ohne gro8en Aufwand durchfiihrbar.

Soweit es sich in diesem Beitrag um eigene Arbeiten handelt,
wurden sie von der DFG (R.H.) sowie von der Humboldt-
Stiftung und der U.S. National Science Foundation (W.H.O.)
unterstiitzt. Unser Dank gilt ferner M.J. Harris und D.R. Hite
fiir die in Fig. 2 wiedergegebenen Aufnahmen, Dr. W. Mehrle
und Dr. W. Ruge fiir die kritische Durchsicht des Manuskripts.
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