
DIFFERENTIALFÄRBUNG MIT RHODAMIN B
D A R S T E L L U N G  D E R  G E R B S X O F F Z E L L E N  IM  C A R E X s B L A T T  

M it 2 Abbildungen  Von D R . \ ^ A L T H E R  W A L D H E IM
(P fla n zen p h y s io lo g isch es In stitu t d er U n iversitä t W ien )

Bei der V italfärbung mit Rhodamin B fielen im Blattlängsschnitt bei 
C ar ex- A rten einzelne stark tingierte Zellen auf, deren nähere Untersuchung 
Gegenstand d'er vorliegenden A rbeit ist. S ie  liegen im Mesophyll, besonders 
dort, wo die grünen Zellen des Assim ilationsgewebes an die farblosen, 
das Gefäßbündel begleitenden Zellenzüge angrenzen. D iese stark färbbaren 
Zellen waren neben anderen C or^r-A rten  vor allem in den Blättern von 
C arex silvatica  durch Größe ausgezeichnet und daher auffallend sichtbar. 
Daher wurde diese A rt einer genaueren Prü fun g unterzogen.

Im frischen, unbehandelten Schnitt sind die durch starke Färbbarkeit aus
gezeichneten Zellen nicht ohne weiteres erkennbar. D er ungefärbte B latt
querschnitt zeigt den typischen Bau eines Faltblattes mit Fächerzellen (vgl. 
H A B E R L A N D T  1924) an den Faltstellen unter der oberen und unteren 
Epiderm is. D ie Blattm itte ist von einem großen lufthältigen Gewebe erfüllt. 
Darüber gibt die ältere vergleichend-anatomische L iteratur Aufschluß 
( S P I N N E R  1903, P L O W M A N N 1906, K Ü K E N T H A L  19 36 ). D ie grünen 
Zellen des Assim ilationsgewebes, die das Mesophyll bilden, stehen meist in 
regelmäßigen Längsreihen angeordnet. E rst die V ita lfärbung läßt uns aut 
die Zellen —  t y p i s c h e  I d i o b l a s t e n  —  aufm erksam  werden, die in 
der N ähe der Gefäßbündel liegen oder „a  u f  s i t z e 11“ . Färbt man die 
Schnitte mit einer Lösung von Rhodamin B in destilliertem W asser 1 : 1000 
und legt sie nachher mehrere Stunden lang in reines W asser, so w ird die 
Farbe aus den gewöhnlichen Parenchym zellen restlos wieder ausgewaschen, 
von den Idioblasten aber festgehalten, so daß die letzteren nun im m ikro
skopischen B ild  auffallend hervortreten.

Daß durch die V ita lfärbun g spezifische Zellen im Gewebe gefunden werden 
können, ist in den letzten Jahrzehnten vielfach erwiesen worden. Das 
Rhodamin B  hat in jüngerer Zeit als Farbstoff größere Bedeutung ge
wonnen. Seine Unschädlichkeit und Fluoreszenz gaben hiebei den Ausschlag. 
S T R U G G E R  (19 37 , 1938) hat bewiesen, daß es durch besondere Unschädlich
keit ausgezeichnet und daher vorzüglich geeignet ist, „ i n t u r b a n  t e “  V ita l
färbung hervorzurufen. E r  hat auch gezeigt, daß es infolge seiner starken 
Lösungsaffinität zu Lipoiden vital gespeichert w ird (19 38 , S . 97). Dabei fällt 
nur störend ins Gewicht, daß es sich in den Lipoiden vielfach  farblos löst und 
daher unsichtbar bleibt, wenn man gewöhnlich beobachtet. Bei Fluoreszenz 
aber wird der Farbstoff sichtbar. Da das Rhodamin B  nach D R A W E R T  im 
weiten PH-Bereich (pH 2 —  1 1 ,5 )  undissoziiert ist, d. h. nur in Form 
elektrisch neutraler, ungeladener Moleküle vorliegt, kommt eine elektro- 
adsorptive M em braufärbung nicht in F rag e  (D R A W E R T  1939, S T R U G G E R  
1938, H Ö F L E R  1948). D ie lipoidlöslichen Moleküle des Farbstoffes per
meieren leicht durch lebendes P lasm a bis in die Zellsäfte und können hier
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durch Bindung an zelleigene Stoffe gespeichert werden. Sind im Zellsaft 
Gerbstoffe vorhanden, so kann dabei ,, Krüm elspeicherung“  resultieren, 
wie seit langem bekannt ist (O V E R T O N  1900, R U H L A N D  1908), oder es 
kommt zu einer diffusen Löslichkeitsspeicherung, wofür H Ö F L E R  (19 38) 
Beispiele bringt. D iese erweist sich bei D auerwässerung der Präparate als 
auswaschbar. D araus darf man freilich  nicht schließen, daß der Farbstoff 
zuvor nicht eine chemische Bindung mit Zellstoffen eingegangen hätte (vgl. 
S T R U G G E R  1938, S. 95), denn ohne diese wäre ja  die Speicherung, die w ir 
sehen, nicht verständlich. E s kann vielmehr trotz solcher Speicherung, wenn 
die Zellen im W asser liegen und Farbm oleküle in dieses exosmieren, nach 
dem M assenwirkungsgesetz bei Unterschreitung des Lösungsproduktes zu 
einer W iederauflösung der vorher entstandenen Verbindung und damit zur 
Auswaschung und zum Verschwinden der Färbung kommen. D afü r gibt der 
Versuch der vitalen K offein fällung in gerbstoffhältigen S p iro g y rä -Zellen 
und der W iederlösung der Tröpfchenniederschläge nach Übertragen der 
A lgenfäden in reines W asser ein bekanntes Beispiel.

Im  einzelnen ließ sich folgendes beobachten. Ich habe Flächenpräparate 
von jüngeren C arex-Blättern in der W eise hergestellt, daß der Schnitt mitten 
durch das großzellige Gewebe des Blattes läuft, wobei die Gefäßbündel mit
geschnitten werden. D ie Präparate kommen nun für 10  Minuten in eine 
Rhodaminlösung 1 1000 und werden dann 10  Minuten oder länger in W asser 
ausgewaschen. Dabei ergibt sich folgendes m ikroskopisches B ild . Fast 
alle parenchymatischen Zellen erscheinen ungefärbt, während die ver
holzten Elem ente der Gefäßbündelstränge auffallend weinrot gefärbt sind 
und außerdem einzelne Zellen im M esophyll au ffä llig  hervortreten. Die 
letzteren sind 1 i 1 a r o t oder d u n k e 1 v i 0 1 e 1 1  gefärbt. Bei C arex sil- 
vatica  sind sie zum T eil wesentlich (bis 2— iofach ) größer als die übrigen 
grünen M esophyllzellen. S ie  haben oft im Assim ilationsgew ebe die L age von 
S a m m e l z e l l e n ,  wie sie etwa bei H A B E R L A N D T  (18 9 5) in anschau
licher W eise beschrieben werden.

Bei anderen, von mir geprüften C arex-Arten, wie C. vulpina, C. muricata, 
C. remota, C. caespitosa, C. stricto, C. pallescens, C. pendula, C. ßava, haben 
sie vielfach  etwa die gleiche Größe wie die übrigen Mesophyllzellen. Manch
mal ist auch die Gestalt der Idioblasten au ffä llig , viele zeigen einen schlauch
förm igen Umriß (vgl. Abb. 1 ) .  W as die V erteilung im Gewebe betrifft, so 
„sitzen“  eine große Zahl an den Gefäßbündeln. S ie  schließen oft direkt an 
die die Gefäßbündelscheide bildenden langgestreckten, kleinen und zarten 
parenchymatischen Zellen an, denen sie mit einem Pol anliegen.

D ie Abb. 1 zeigt den charakteristischen E rfo lg  einer Rhodam infärbung 
bei Flächenschnitt von der Unterseite des Blattes von C. silvatica, der von 
innen besehen wird. In dem durch die Mitte der Abbildung streichenden 
Gefäßbündelstrang sind die verholzten Elemente w e i n r o t gefärbt, die be
gleitenden parenchymatischen Zellen farblos. Schw arz dargestellt sind die 
vom Rhodamin B  tingierten Idioblasten. D ie chlorophyllführenden A ssim ila
tionszellen sind durchaus ungefärbt.
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Abb. 1. Flächenschnitt der Blattunterseite von Carex silvatica, mit Rhodamin B  
gefärbt. Nach Auswaschung sind nur noch die Gerbstoff zellen und der 
Gefäßbündelstrang gefärbt.

Die weitere A nalyse führte zu folgendem Ergebnis: E s  finden sich in den 
Idioblasten mehrere Typen der Farbstoff Speicherung.

1. D iffuse Speicherung im Zellsaft. Bei Plasm olyse mit molarer Trauben
zuckerlösung zieht sich der Protoplast von der farblosen Membran deutlich 
zurück.

2. Farbstoffspeicherung in der Vakuole unter Krüm elbildung; sie findet 
sich in jedem Schnitt in einer gewissen Zahl der gefärbten Zellen.

3. Speicherung des Farbstoffes auch in der Z e l l m e m b r a n ;  sie wurde 
besonders nach langem, 12 — 24stiindigem Auswaschen der Präparate nach 
der Färbung beobachtet.

Insbesondere jene Zellen, die durch d u n k e l l i l a  Färbung auffallen, weisen 
eine solche Färbung der Membran auf. Sie läßt sich nach Zuckerplasm o
lyse von der Z e l l i n h a l t - F ä r b u n g  sofort unterscheiden. D er Farbton 
entspricht diesem Falle  etwa dem Farbton 10 der O ST W A LD sch en  
Farbenskala, während die verholzten, mit Rhodamin weinrot anfärbenden 
Elemente etwa dem Farbton 8 entsprechen.

Daß in den Idioblasten einmal der Zellinhalt, dann aber die Zellwandung 
sich anfärbt, war überraschend. E s w ar daher zu prüfen, wie ein längeres
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Auswaschen auf die Idioblasten einwirkt. E ine Entfärbung erfolgte nicht. 
Auch ein vielstündiges W asserbad blieb bei den genannten Elementen 
erfolglos, während die übrigen Parenchymzellen, die anfangs schwach an
gefärbt waren, vö llig  farblos wurden.

Wenn auch die A uswaschbarkeit nicht beweist, daß in den nachher ent
färbten Zellen zuvor keine chemische Bindung stattgefunden hat, so ist doch 
anzunehmen, daß in den Zellen, die den Farbstoff halten, jedenfalls eine 
chemische Bindung derselben vorliegt. M it welchen zelleigenen Stoffen tritt 
nun das Rhodamin B  in Reaktion? E s liegt nahe, in erster L in ie  an G e r b 
s t o f f e  zu denken. Ich habe daher die Präparate mikrochemisch in dieser 
Richtung geprüft. Flächenschnitte von Carex silvatica, die ich mit Kalium - 
bichromatlösung behandelte, zeigten den voluminösen, kastanienbraunen 
Niederschlag (vgl. M O L IS C H  19 23) in einzelnen Zellen des M esophylls, 
die hinsichtlich der Lage, Form  und Größe den durch Rhodamin dargestellten 
Zellen entsprechen. Eindeutig verlief die Gerbstoffällung mit Koffein  (0,2%  
in destilliertem  W asser), welches, als Gerbstoffreagens angewendet, die ge
prüften Zellen am Leben läßt. Auch hier finden sich einige Typen der 
Fällung. Abb. 2 zeigt Gerbstoff idioblasten, die in der Vakuole einen großen, 
mathematisch kugeligen und völlig homogenen Fällungstropfen bergen. In

Abb. 2. Zelle oben: Gerbstoffidioblast, mit K offein behandelt; Niederschlag 
kugelig geballt, K rüm el nicht verschmolzen.
Zelle unten: Gerbstoffidioblast, mit Koffein behandelt; Niederschlag zu 
großen homogenen Tropfen zusammengeßossen.
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anderen Zellen lagen im selben Schnitt mehrere Tropfen aneinander; wieder 
andere enthielten einen kugelig geballten Niederschlag, der aus sehr zahl
reichen, aneinandergepreßten Tröpfchen oder fast krüm elartigen Kügelchen 
bestand, wie Abb. 2 deutlich zeigt. Im  frühen Stadium  der Behandlung mit 
Koffein  scheint sich überall eine ziemlich diffuse Fällung im ganzen Z e ll
saft einzustellen. Im ersteren Fa lle  fließt der N iederschlag zu einem großen 
Tropfen zusammen, der schließlich eine einzige homogene K ugel bildet, 
wie sie in Abb. 2 (Zelle unten) dargestellt ist. Im zweiten Fa lle  ent
stehen krüm elige Kügelchen, die sich, o h n e  z u  v e r s c h m e l z e n ,  zu 
einem kugeligen Gebilde zusammenballen. D as B ild  einer solchen Fällung 
zeigt Abb. 2 (Zelle  oben).

D ie Koffeinreaktion erfolgt bei Care.x streng vital, so w ie dies V A N  W IS -  
S E L IN G H  ( 19 15 )  für Sp iro gyra  in seinem klassischen Versuch nach
gewiesen hat. Die mit Koffein  behandelten Zellen lassen sich ohne weiteres 
plasm olysieren, wobei weder die homogenen K ugeln  noch die Krüm el
fällungen eine Veränderung erfahren. Setzt man jedoch einen Tropfen destil
lierten W assers zu, so kann man die A uflösung der Gerbstoffällung direkt 
unter dem M ikroskop —  ähnlich wie bei Sp iro g y ra  —  verfolgen, bis endlich 
die Zelle wieder vollkommen leer ist. E s  w ar nun naheliegend, dieselben 
Zellen bei fortgesetztem Beobachten unter dem M ikroskop zuerst mit Koffein 
zu behandeln, anschließend auszuwaschen und sodann durch H indurch
saugen einer Rhodaminlösung anzufärben. D as Gelingen solcher Versuche 
gab den direkten Bew eis, daß die stark Rhodamin speichernden Zellen, aus 
denen die Farbe nicht auswaschbar ist, als G e r b s t o f f i d i o b l a s t e n  
anzusprechen sind. A u f Grund dieser Versuche aber kann das n i c h t  a u s 
w a s c h b a r e  F e s t h a l t e n  v o n  R h o d a m i n  i n  b e s t i m m t e n  
Z e l l e n  u n s e r e s  O b j e k t e s  a l s  G e r b s t o f f n a c h w e i s  an
gesehen werden. Daß die Färbung eine andauernde ist, haben D auer
präparate bewiesen.

A ls ich das O bjekt gut genug kannte, gelang es auch in unbehandelten, 
entsprechend dünnen und frischen Präparaten in Blattflächen- und Quer
schnitten die Gerbstoffzellen zu erkennen. E s gelingt dies am unbehandelten 
Präparat freilich  nur bei scharfer Beobachtung, denn die Idioblasten sind 
ungefärbt und sie fallen außer durch Größe und Form  entscheidend eben 
durch den M angel an Chlorophyllkörnern auf. D ie Unscheinbarkeit der Idio
blasten ist wohl die Ursache, daß sie der Aufm erksam keit der verschiedenen 
Anatomen (D U V A L -JO U V E  1872 , S P I N N E R  1903, P L O W M A N N  1906) 
entgangen sind. Zu klären bliebe nun noch die Beobachtung, daß nach
1 — 2tägigem  oder noch längerem Auswaschen in den nun d u n k e l 
v i o l e t t e n  G e r b s t o f f z e l l e n  die Z e l l m e m b r a n  und nicht, 
wie anfangs, die Zellsäfte  gefärbt sind.

Nachdem K L E B S  ( 19 18 )  entdeckt hatte, daß am Farnprothallium  
„ lebende“  und „tote“ Zellwandungen verschieden tinktionsfähig sind, hat 
B R A U N E R  (19 3 2 ) die Erscheinung kausal geklärt.

An S p iro g y ra -Zellen werden die Gerbsäuren, die im Leben in der Vakuole
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gelöst und durch das semipermeable P lasm a dort festgehalten sind, beim 
Zelltod frei, da das nekrotische P lasm a für sie gangbar wird. S ie werden 
nun von der Zellulosemembran adsorbiert und sind durch Farbstoff oder 
Eisensalz in der Membran lokalisiert nachweisbar. M an spricht von 
,,Beizung“  der Zellwände getöteter Sp iro gyren  durch freiwerdende Vakuolen
gerbstoffe.

M it großer W ahrscheinlichkeit darf das festgestellte Phänomen der tie f
violetten Färbung der Idioblastenzellwände in gleicher W eise als eine 
sekundäre W irkung nach Rhodam infärbung gedeutet werden. D ie gute 
H altbarkeit der Präparate nach Färbung in w ässeriger Lösung und ein
facher Differenzierung durch nachfolgendes W ässern wird auf dieser Grund
lage erklärlich.

D as Vorkommen der Gerbstoffidioblasten im Cam ir-Blatt hat auch ver
gleichend-anatomische Bedeutung. Bei orientierender Beobeachtung konnte 
ich gleiche, vereinzelte Gerbstoffzellen in den Blättern einiger anderer, nicht 
zur Gattung Carex  gehörender Scheingräser (Cyperaceaen) auffinden, 
außerdem interessanterweise aber auch bei den bisher geprüften Simsen- 
gewächsen ( Juncaceaen, w ie Luzula albida , Junens effusus u. a.). S ie 
scheinen dagegen in den Blättern der echten G räser (G ram ineaen) zu fehlen. 
E in  solcher, bis nun unbekannter, histologischer Unterschied zwischen Sauer
und Süßgräsern ist nicht nur von praktischer, diagnostischer Bedeutung, 
sondern weist auch auf tiefer gelegene physiologisch-anatomische O rganisa
tionsmerkmale der genannten Pflanzenfam ilien hin.

Z u s a m m e n f a s s u n  g.

D ie B lätter von C arex-Arten besitzen im Mesophyll Gerbstoffidioblasten, 
die durch ihren Chemismus, zuweilen auch durch Größe und Form  und stets 
durch den M a n g e l  a n  C h l o r o p i a s t e n  gegenüber den übrigen Meso
phyllzellen gekennzeichnet sind. S ie lassen sich leicht sichtbar machen durch 
vitale A nfärbung frischer Präparate mit Rhodamin B . E s  erfolgt in diesen 
Zellen eine irreversible chemische Bindung des Farbstoffes mit den Gerb
stoffkomponenten der Zellsäfte. Nach dem Absterben erfolgt „G erbstoff
beizung“ der Zellmembranen, welche dann auch den Farbstoff unter chemi
scher N iederschlagsbildung dauernd fcsthalten.

D ie Gerbstoffzellen, die in der vergleichenden pflanzenanatomischen 
Literatur noch nicht beschrieben worden sind, scheinen kennzeichnend für 
die Fam ilie  der Scheingräser (Cyperaceaen) und Sim sengewächse (Ju n e a- 
ceaen) zu sein, während sie sich bei echten Gräsern ( Gram ineaen) bisher 
nicht fanden.
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