DIFFERENTIALFARBUNG MIT RHODAMIN B
DARSTELLUNG DER GERBSTOFFZELLEN IM CAREX-BLATT

Mit 2 Abbildungen Von DR. WALTHER WALDHEIM
(Pflanzenphysiologisches Institut der Universitit Wien)

Bei der Vitalfairbung mit Rhodamin B fielen im Blattlangsschnitt bei
Carex-Arten einzelne stark tingierte Zellen auf, deren nahere Untersuchung
Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist. Sie liegen im Mesophyll, besonders
dort, wo die griinen Zellen des Assimilationsgewebes an die farblosen,
das GefiBbiindel begleitenden Zellenziige angrenzen. Diese stark farbbaren
Zellen waren neben anderen Carex-Arten vor allem in den Blittern von
Carex silvatica durch GroBe ausgezeichnet und daher auffallend sichtbar.
Daher wurde diese Art einer genaueren Priifung unterzogen.

Im frischen, unbehandelten Schnitt sind die durch starke Firbbarkeit aus-
gezeichneten Zellen nicht ohne weiteres erkennbar. Der ungefirbte Blatt-
querschnitt zeigt den typischen Bau cines Faltblattes mit Facherzellen (vgl.
HABERLANDT 1924) an den Faltstellen unter der obéren und unteren
Epidermis. Die Blattmitte ist von einem groBlen lufthaltigen Gewebe erfiillt.
Dariiber gibt die dltere vergleichend-anatomische Literatur Aufschlufl
{(SPINNER 1903, PLOWMANN 1906, KUKENTHAL 1936). Die griinen
Zellen des Assimilationsgewebes, die das Mesophyll bilden, stehen meist in
regelmifBligen Lingsreihen angeordnet. Erst die Vitalfirbung 1dBt uns aui
die Zellen — typische Idioblasten — aufmerksam werden, die in
der Nihe der GefaBbiindel liegen oder j,aufsitzen® Firbt man die
Schnitte mit einer Losung von Rhodamin B in destilliertem Wasser 1: 1000
und legt sie nachher mehrere Stunden lang in reines Wasser, so wird die
[Farbe aus den gewohnlichen Parenchymzellen restlos wieder ausgewaschen,
von den Idioblasten aber festgehalten, so daf} die letzteren nun im mikro-
skopischen Bild auffallend hervortreten.

Dal durch die Vitalfarbung spezifische Zellen im Gewebe gefunden werden
konnen, ist in den letzten Jahrzehnten vielfach erwiesen worden. Das
Rhodamin B hat in jlingerer Zeit als Farbstoff groflere Bedeutung ge-
wonnen. Seine Unschidlichkeit und Fluoreszenz gaben hiebei den Ausschlag.
STRUGGER (1937, 1938) hat bewiesen, daBl es durch besondere Unschadlich-
keit ausgezeichnet und daher vorziiglich geeignet ist, ,,inturbante® Vital-
farbung hervorzurufen. Er hat auch gezeigt, dall es infolge seiner starken
Losungsaffinitit zu Lipoiden vital gespeichert wird (1938, S. 97). Dabei fallt
nur storend ins Gewicht, daBl es sich in den Lipoiden vielfach farblos 16st und
daher unsichtbar bleibt, wenn man gewdhnlich beobachtet. Bei Fluoreszenz
aber wird der Farbstoff sichtbar. Da das Rhodamin B nach DRAWERT im
weiten pg-Bereich (py2-— 11,5) undissoziiert ist, d. h. nur in Form
elektrisch neutraler, ungeladener Molekiile vorliegt, kommt eine elektro-
adsorptive Membranfirbung nicht in Frage (DRAWERT 1939, STRUGGER
1938, HOFLER 1948). Die lipoidldslichen Molekiile des Farbstoffes per-
meieren leicht durch lebendes Plasma bis in die Zellsdfte und kénnen hier
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durch Bindung an zelleigene Stoffe gespeichert- werden. Sind im Zellsaft
Gerbstoffe vorhanden, so kann dabei ,Kriimelspeicherung® resultieren,
wie seit langem bekannt ist (OVERTON 1900, RUHLAND 1908), oder es
kommt zu einer diffusen Loslichkeitsspeicherung, wofiir HOFLER (1938)
Beispiele bringt. Diese erweist sich bei Dauerwisserung der Priparate als
auswaschbar., Daraus darf man f{freilich nicht schlieen, daB der Farbstoif
zuvor nicht eine chemische Bindung mit Zellstoffen eingegangen hiitte (vgl.
STRUGGER 1938, S. 95), denn ohne diese wire ja die Speicherung, die wir
sehen, nicht verstindlich. Es kann vielmehr trotz solcher Speicherung, wenn
die Zellen im Wasser liegen und I'arbmolekiile in dieses exosmieren, nach
dem Massenwirkungsgesetz bei Unterschreitung des Losungsproduktes zu
einer Wiederaufldsung der vorher entstandenen Verbindung und damit zur
Auswaschung und zum Verschwinden der Farbung kommen, Dafiir gibt der
Versuch der vitalen Koffeinfallung in gerbstoffhiltigen Spirogyra-Zellen
und der Wiederlosung der Tropfchenniederschlige nach Ubertragen der
Algenfiden in reines Wasser ein bekanntes Beispiel.

Im einzelnen liel sich folgendes beobachten. Ich habe Flichenpriparate
von jiingeren Carex-Blittern in der Weise hergestellt, dall der Schnitt mitten
durch das grofizellige Gewebe des Blattes lauft, wobei die Gefaflbiindel mit-
geschnitten werden. Die Priparate kommen nun fiir 10 Minuten in eine
Rhodaminlésung 1 1000 und werden dann 10 Minuten oder linger in Wasser
ausgewaschen. Dabei ergibt sich folgendes mikroskopisches Bild. Fast
alle parenchymatischen Zellen erscheinen ungefirbt, wahrend die ver-
holzten Elemente der Gefaflbiindelstringe auffallend weinrot gefdrbt sind
und auBerdem einzelne Zellen im Mesophyll auffillig hervortreten. Die
letzteren sind lilarot oder dunkelviolett gefiarbt. Bei Cares sil-
vatica sind sie zum Teil wesentlich (bis 2—r1ofach) grofler als die {ibrigen
grinen Mesophyllzellen. Sie haben oft im Assimilationsgewebe die Lage von
Sammelzellen, wie sie etwa bei HABERLANDT (1895) in anschau-
licher Weise beschrieben werden.

Bei anderen, von mir gepriuften Carex-Arten, wie C, vulpina, C. muricata,
C. remota, C. caespitosa, C. stricta, C. pallescens, C. pendula, C. flava, haben
sie vielfach etwa die gleiche Grofle wie die {ibrigen Mesophyllzellen. Manch-
mal ist auch die Gestalt der Idioblasten auffillig, viele zeigen einen schlauch-
formigen UmriB (vgl. Abb. 1). Was die Verteilung im Gewebe betrifft, so
»sitzen® eine groBe Zahl an den GefiaBbiindeln. Sie schlieBen oft direkt an
die die Gefiafibundelscheide bildenden langgestreckten, kleinen und zarten
parenchymatischen Zellen an, denen sie mit einem Pol anliegen.

Die Abb.1 zeigt den charakteristischen Erfolg einer Rhodaminfirbung
bei Flichenschnitt von der Unterseite des Blattes von C. silvatica, der von
innen besehen wird. In dem durch die Mitte der Abbildung streichenden
Gefafibiindelstrang sind die verholzten Elemente weinrot gefirbt, die be-
gleitenden parenchymatischen Zellen farblos. Schwarz dargestellt sind die
vom Rhodamin B tingierten Idioblasten. Die chlorophyllfithrenden Assimila-
tionszellen sind durchaus ungefirbt.
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Abb. 1. Flachenschnitt der Blattunterseite von Carex silvatica, mit Rhodamin B
gefirbt. Nach Auswaschung sind nur noch die Gerbstoffzellen und der
Gefidfibiindelstrang gefdrbt.

Die weitere Analyse fiihrte zu folgendem Ergebnis: Es finden sich in den
Idioblasten mehrere Typen der Farbstoffspeicherung.

1. Diffuse Speicherung im Zellsaft. Bei Plasmolyse mit molarer Trauben-
zuckerlosung zieht sich der Protoplast von der farblosen Membran deutlich
zuriick.

2. Farbstoffspeicherung in der Vakuole unter Kriimelbildung; sie findet
sich in jedem Schnitt in einer gewissen Zahl der gefarbten Zellen.

3. Speicherung des Farbstoffes auch in der Zellmembran; sie wurde
besonders nach langem, 1z2—z4stiindigem Auswaschen der Praparate nach
der Firbung beobachtet.

Insbesondere jene Zellen, die durch dunkellila Farbung auffallen, weisen
eine solche Farbung der Membran auf. Sie 1aBt sich nach Zuckerplasmo-
lyse von der Zellinhalt-F arbung sofort unterscheiden. Der Farbton
entspricht diesem Yalle etwa dem IFarbton 10 der OSTWALDschen
Farbenskala, wihrend die verholzten, mit Rhodamin weinrot anfirbenden
Elemente etwa dem Farbton 8 entsprechen.

Daf} in den Tdioblasten einmal der Zellinhalt, dann aber die Zellwandung
sich anfirbt, war tiberraschend. Es war daher zu priifen, wie ein lingeres
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Auswaschen auf die Idioblasten einwirkt.--Eine Entfirbung erfolgte nicht.
Auch ein vielstiindiges Wasserbad blieb bei den genannten Elementen
erfolglos, wihrend dic iibrigen Parenchymzellen, die anfangs schwach an-
gefarbt waren, vollig farblos wurden.

Wenn auch die Auswaschbarkeit nicht beweist, daB in den nachher ent-
farbten Zellen zuvor keine chemische Bindung stattgefunden hat, so ist doch
anzunehmen, dal in den Zellen, die den Farbstoff halten, jedenfalls eine
chemische Bindung derselben vorliegt. Mit welchen zelleigenen Stoffen tritt
nun das Rhodamin B in Reaktion? Es liegt nahe, in erster Linie an G e r b-
stoffe zu denken. Ich habe daher die Praparate mikrochemisch in dieser
Richtung gepriift. Flachenschnitte von Carex silvatica, die ich mit Kalium-
bichromatlésung behandelte, zeigten den volumindsen, kastanienbraunen
Niederschlag (vgl. MOLISCH 1923) in einzelnen Zellen des Mesophylls,
die hinsichtlich der Lage, Form und Grofie den durch Rhodamin dargestellten
Zellen entsprechen. Eindeutig verlief die Gerbstoffallung mit Koffein (0,2 %
in destilliertem Wasser), welches, als Gerbstoffreagens angewendet, die ge-
priifften Zellen am Leben laBt. Auch hier finden sich einige Typen der
Fallung. Abb. 2 zeigt Gerbstoffidioblasten, die in der Vakuole einen groflen,
inathematisch kugeligen und vollig homogenen Fallungstropfen bergen. In
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Abb. 2. Zelle oben: Gerbstoffidioblast, mit Koffein behandelt; Niederschlag
kugelig geballt, Kriimel nicht verschmolzen,
Zelle unten: Gerbstoffidioblast, mit Koffein behandelt; Niederschlag zu
groflen homogenen Tropfen susammengeflossen.
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anderen Zellen lagen im selben'Schnitt' mehrere Tropfen aneinander; wieder
andere enthielten einen kugelig geballten Niederschlag, der zus sehr zahl-
reichen, aneinandergeprefiten Tropfchen oder fast kriimelartigen Kiigelchen
bestand, wie Abb. 2 deutlich zeigt. Im friihen Stadium der Behandlung mit
Koffein scheint sich iiberall eine ziemlich diffuse Fallung im ganzen Zell-
saft einzustellen. Im ersteren Falle flieBt der Niederschlag zu einem grofien
Tropfen zusammen, der schlieBlich eine einzige homogene Kugel bildet,
wie sie in Abb. 2 (Zelle unten) dargestellt ist. Im zweiten Falle ent-
stehen kriimelige Kiigelchen, die sich, ohne zu verschmelzen, zu
einem kugeligen Gebilde zusammenballen. Das Bild einer solchen Fillung
zeigt Abb. 2 (Zelle oben).

Die Koffeinreaktion erfolgt bei Carex streng vital, so wie dies VAN WIS-
SELINGH (1915) fiir Spirogyra in seinem klassischen Versuch nach-
gewiesen hat. Die mit Koffein behandelten Zellen lassen sich ohne weiteres
plasmolysieren, wobei weder die homogenen Kugeln noch die Kriimel-
fallungen eine Verdnderung erfahren. Setzt man jedoch einen Tropfen destil-
lierten Wassers zu, so kann man die Auflosung der Gerbstoffallung direkt
unter dem Mikroskop — &hnlich wie bei Spirogyra — verfolgen, bis endlich
die Zelle wieder vollkommen leer ist. Es war nun naheliegend, dieselben
Zellen bei fortgesetztem Beobachten unter dem Mikroskop zuerst mit Koffein
zu behandeln, anschliefend auszuwaschen und sodann durch Hindurch-
saugen einer Rhodaminlésung anzufirben. Das Gelingen solcher Versuche
gab den direkten Beweis, da} die stark Rhodamin speichernden Zellen, aus
denen die Farbe nicht auswaschbar ist, als Gerbstoffidioblasten
anzusprechen sind. Auf Grund dieser Versuche aber kann das nicht aus-
waschbare Festhalten von Rhodamin in bestimmten
Zellen unseres Objektes als Gerbstoffnachweis an-
gesehen werden. Dafl die Firbung eine andauernde ist, haben Dauer-
priaparate bewiesen.

Als ich das Objekt gut genug kannte, gelang es auch in unbehandelten,
entsprechend diinnen und frischen Préiparaten in Blattflichen- und Quer-
schnitten die Gerbstoffzellen zu erkennen. Es gelingt dies am unbehandelten
Praparat freilich nur bei scharfer Beobachtung, denn die Idioblasten sind
ungefarbt und sie fallen auBler durch GroBe und Form entscheidend eben
durch den Mangel an Chlorophyllkérnern auf. Die Unscheinbarkeit der Idio-
blasten ist wohl die Ursache, daB sie der Aufmerksamkeit der verschiedenen
Anatomen (DUVAL-JOUVE 1872, SPINNER 1903, PLOWMANN 1906)
entgangen sind. Zu kliren bliebe nun noch die Beobachtung, dall nach
1—2tagigem oder noch lingerem Auswaschen in den nun dunkel-
violetten Gerbstoffzellen die Zellmembran und nicht,
wie anfangs, die Zellsifte gefirbt sind.

Nachdem KLEBS (1918) entdeckt hatte, daff am Farnprothallium
mlebende und ,tote“ Zellwandungen verschieden tinktionsfihig sind, hat
BRAUNER (31932) die Erscheinung kausal geklirt.

An Spirogyra-Zellen werden die Gerbsauren, die im Leben in der Vakuole
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gelost und durch das semipermeable Plasma dort festgehalten sind, beim
Zelltod frei, da das nekrotische Plasma fiir sie gangbar wird. Sie werden
nun von der Zellulosemembran adsorbiert und sind durch Farbstoff oder
Eisensalz in der Membran lokalisiert nachweisbar. Man spricht von
,Beizung® der Zellwinde getoteter Spirogyren durch freiwerdende Vakuolen-
gerbstoffe.

Mit groBer Wahrscheinlichkeit darf das festgestellté Phinomen der tief-
violetten Farbung der Idioblastenzellwdnde in gleicher Weise als eine
sekundiare Wirkung nach Rhodaminfarbung gedeutet werden. Die gute
Haltbarkeit der Priparate nach Firbung in wasseriger Losung und ein-
facher Differenzierung durch nachfolgendes Wassern wird auf dieser Grund-
lage erklirlich.

Das Vorkommen der Gerbstoffidioblasten im Carex-Blatt hat auch ver-
gleichend-anatomische Bedeutung. Bei orientierender Beobeachtung konnte
ich gleiche, vereinzelte Gerbstoffzellen in den Blittern einiger anderer, nicht
zur Gattung Carex gehorender Scheingraser (Cyperaceaen) auffinden,
auflerdem interessanterweise aber auch bei den bisher gepriiften Simsen-
gewichsen (Juncaceaen, wie Luzula albida, Juncus effusus u. a.). Sie
scheinen dagegen in den Blittern der echten Graser (Gramineaen) zu fehlen.
Ein solcher, bis nun unbekannter, histologischer Unterschied zwischen Sauer-
und Sigrdsern ist nicht nur von praktischer, diagnostischer Bedeutung,
sondern weist auch auf tiefer gelegene physiologisch-anatomische Organisa-
tionsmerkmale der genannten Ptlanzenfamilien hin.

Zusammenfassung.

Die Blatter von Carex-Arten besitzen im Mesophyll Gerbstoffidioblasten,
die durch ihren Chemismus, zuweilen auch durch GréBe und Form und stets
durch den Mangel an Chloroplasten gegeniiber den iibrigen Meso-
phyllzellen gekennzeichnet sind. Sie lassen sich leicht sichtbar machen durch
vitale Anfirbung frischer Priparate mit Rhodamin B. Es erfolgt in diesen
Zellen eine irreversible chemische Bindung des Farbstoffes mit den Gerb-
stoffkomponenten der Zellsifte. Nach dem Absterben erfolgt ,Gerbstoff-
beizung® der Zellmembranen, welche dann auch den Farbstoff unter chemi-
scher Niederschlagsbildung dauernd festhalten.

Die Gerbstoffzellen, die in der vergleichenden pflanzenanatomischen
Literatur noch nicht beschrieben worden sind, scheinen kennzeichnend fiir
die Familie der Scheingriser (Cyperaceaen) und Simsengewichse (Junca-
ceaen) zu sein, wihrend sie sich bei echten Grisern (Gramineaen) bisher
nicht fanden.
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