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I. Einleitung.
Die Vitalfärbung stellt heilte neben Plasmolyse, Mikrochirurgie 

und Zentrifugierung wrohl die wichtigste Methode der modernen 
Zellphysiologie dar. Mit ihrer Hilfe wurde es möglich, neue Er
kenntnisse über die Stoffaufnahme und -Speicherung lebender 
Zellen zu gewinnen.

Neben der Verwendungsmöglichkeit von Vitalfarbstoffen für 
Permeabilitätsstudien kommt ihnen aber noch auf anderen Ge
bieten, so vor allem in ihrer Verwendung als Redoxindikatoren, 
große Bedeutung zu. Die ersten grundlegenden Arbeiten in dieser 
Richtung stammen von C l a r k  (1920, 1923) und seinen Mit
arbeitern. Sie konnten in einer Serie von exakten chemischen 
Untersuchungen zeigen, daß die meisten unserer gebräuchlichen 
Vitalfarbstoffe durch geeignete chemische Reduktionsmittel in eine 
farblose, reduzierte Form (Leukobase) übergehen, die sich bei Zu
satz eines Oxydationsmittels wieder in die ursprüngliche, gefärbte 
Form rückverwandelt. C l a r k  hat nun von vielen solchen Farb
stoffen das Redoxpotential bestimmt und sie in einer Tabelle ge
ordnet, mit deren Hilfe es möglich ist, auf kolorimetrischem Wege 
die Redoxpotentiale verschiedener, auch lebender chemischer 
Systeme zu bestimmen.

Seit G i 11 e s p i e (1920) gezeigt hat, daß lebende Bakterien- 
kulturen eine stark reduzierende Kraft besitzen, ging man sowohl 
botanischer- wie auch zoologischerseits daran, mit Hilfe der 
C 1 a r k sehen Tabellen kolorimetrisch das Redoxpotential des

1 Die Untersuchung wurde mit Hilfe einer Subvention der Österreichi
schen Akademie der Wissenschaften durchgeführt, für die der Verfasser 
seinen ergebensten Dank zum Ausdruck bringen möchte.
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lebenden Protoplasmas zu messen. So injizierten N e e d h a m  J. 
und N e e d h a m D. (1925, 1926) verschiedene Redoxindikatoren 
in lebende Amoeba proteus-Zellen und fanden, daß die Zellen die 
Farbstoffe bis zu einem bestimmten rH-Wert reduzieren, bei 
niedrigerem als der eigene aber oxydieren. Sie schließen daraus, 
daß die Zellen ein ganz bestimmtes, eigenes Redoxpotential (hier 
rH 17— 19) aufrechterhalten. R a p k i n e  und W u r m s e r  (1926) 
untersuchten andere Zellen und kamen ebenfalls zu der Ansicht, 
daß jede Zelltype für sich ein charakteristisches „inneres“ Redox
potential besitzt. Im Gegensatz dazu fanden C a n n a n ,  C o h e n  
und C l a r k  (1926) bei Bakterienkulturen ein beträchtliches An
steigen der Reduktionsintensität bei Sauerstoffmangel. Auch 
C o h e n ,  C h a m b e r s  und R e z n i k o f f  (1928) berichten über 
Injektionsversuche an Amoeba dubia und stellten fest, daß die 
Reduktion der injizierten Redoxindikatoren bei Sauerstoffmangel 
beträchtlich schneller vor sich ging als bei 0 2-Gegenwart. Sie be
rechneten den rH-Wert der Amoeben-Zelle bei 0 2-Mangel mit 7,6. 
bei Oo-Gegenwart mit 13— 18. Interessant ist ferner ihre Feststel
lung, daß die reduzierte Form der Farbstoffe bedeutend weniger 
giftig war als die oxydierte.

Botanischerseits sind vor allem die grundlegenden Arbeiten 
von B r o o k s  (1941) und R a p k i n e  und W u r m s e r  (1926) an 
chlorophyllführenden Pflanzenzellen zu nennen. M. M. B r o o k s  
behandelte die marine Alge Valonia mit verschiedenen Farbstoff
lösungen. Sie konnte dabei u. a. feststellen, daß viele Farbstoffe von 
der lebenden Zelle reduziert wurden, und konnte ihre Leukofonn ini 
Zellsaft gespeichert vorfinden. R a p k i n e  und W u r m s e  r (1926) 
injizierten verschiedene Redox- und pn-Indikatoren in Spirogyra- 
zellen und versuchten auf diese Art deren rH-Wert zu ermitteln. 
Sie konnten dabei zeigen, daß der bei der C02-Assimilation ent
stehende Sauerstoff auf die Reduktion der Farbstoffe keinen Ein
fluß ausübt. R a p k i n e ,  S t r u y k und W u r m s e r (1929) be
stimmten ferner ergänzend die genauen Redoxpotentiale von 
Kresylblau, Toluidinblau, Methylenblau, Janusgrün, Neutralrot und 
Neutralviolett.

Neben, den genannten Arbeiten sind aus der älteren Redox- 
literatur vor allem noch die Untersuchungen von W a n  k e i l  
(1921), über die Reduktion basischer Farbstoffe im lebenden Proto
plasma, von B e c k e r  (1926) und von N a s s a n o v  (1930) zu 
nennen. Eine ausführliche Literaturzusammenstellung findet sich 
bei B r o o k s  (1941).

In jüngster Zeit ist nun das Redoxproblem, zumal durch die 
Arbeiten von F r i t z  (1951), D r a w e r t  (1953) und B e t z  (1953),
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wieder in den Vordergrund des zellphysiologischen Interesses ge
rückt. F r i t z  konnte nämlich an verschiedenen pflanzlichen Ob
jekten zeigen, daß sich die mit Prune pure gefärbten Schnitte bei 
Sauerstoffmangel von Blau nach Blaßgelb verfärben und dabei das 
Plasma stark zu fluoreszieren beginnt. Bei 0 2-Zufuhr wird die 
Plasmafluoreszenz stark gemindert, und die ursprüngliche Blau
färbung tritt wieder ein. Auch B e t z  berichtete über die Reduktion 
des Purne pure in lebenden Zellen. D r a w e r t  konnte zeigen, daß 
Janusgrün B und Berberinsulfat bei Sauerstoffgegenwart die 
Chondriosomen deutlich anfärbt bzw. zur Fluoreszenz bringt, daß 
dagegen bei Deckglasabschluß diese Färbung erlischt und dafür 
nun die Mikrosomen stark zu fluoreszieren beginnen. D r a  w e r t  
schließt aus den Versuchen, daß der Deckglasabschluß durch die 
Lebenstätigkeit der Zellen eine Veränderung der benutzten Farb
stoffe (Reduktion) und damit eine Änderung ihrer Verteilung 
innerhalb der Zelle bedingt.

Im Gegensatz zu den bisher erwähnten Arbeiten, die sich zum 
Großteil nur mit der Reduktion von Vitalfarbstoffen im lebenden 
P r o t o p l a s m a  auseinandersetzten, soll in nachfolgender Ab
handlung speziell über die Veränderungen der in pflanzlichen 
V a k u o l e n  gespeicherten Farbstoffe nach Vitalfärbung berichtet 
werden. Auf Grund der Tatsache, daß es leider noch nicht möglich 
ist, eine genaue intrazelluläre pn-Messung des Zellsaftes durchzu
führen2, muß allerdings im folgenden bei der Beschreibung von 
Redoxvorgängen auf eine genaue Angabe von rH-Werten verzichtet 
werden.

II. Material und Methodik.

Das für die nachfolgenden Versuche verwendete Desmidia- 
ceen-Material stammte aus verschiedenen Hochmooren der öster
reichischen Alpen. Vor allem waren es Algenproben aus Hoch
mooren bei Tamsweg im Lungau3, aus der Ramsau am Südfuße des 
Dachsteins4 und aus Karlstift im Waldviertel5.

2 Über eine neue Möglichkeit zur intrazellulären Messung des pn-Wer- 
tes von Zellsäften auf Grund der verschieden hohen Umschlagspunkte der 
Vitalfarbstoffe vergl. die Arbeiten von K  i n z e 1 (1954) und D i s k u s  und 
K i e r m a y e r  (1953).

3 legit W, L o u b ,  A.  D i s k u s, W.  U r 1, I(. H i l m b a u e  r und
0. K i e r m a y e r .  Vergl. die Kartenskizzen bei L o u b  (1953) und L o u b ,  
Ur i ,  K i e r m a y e r ,  D i s k u s  u. H i l m b a u e r  (1954).

4 legit Prof. K. H ö f l e r ,  Doz. H. S c h i n d l e r  und Dr.  I. K r e b s .
Vergl. H ö f  l e r  und S c h i n d l e r  (1951, 1953), C h o l n o k y  und
S c h i n d l e r  (1951), K r e b s  (1951), K i e r m a y e r  (1954).

5 legit Frl. cand. phil. T. T 0 11 e r i a n.
20*
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Da ich mich bei den folgenden Versuchen im wesentlichen der 
gleichen Färbemethode bediente, wie sie bereits bei C h o l n o k y  
und H ö f 1 e r (1950) und K i e r m a y e r  (1954) ausführlich dar
gelegt wurde, soll hier nur mehr kurz darauf eingegangen werden:

Aus den Algenfläschchen, die in den großen Nordfenstern oder 
im Fließwasserbecken des Pflanzenphysiologischen Institutes in 
Wien aufgestellt und in denen die verschiedensten Algenarten 
weiterkultiviert wurden, wurde mittels einer Pipette ein Tropfen 
einer möglichst detritusfreien Algenprobe auf den Objektträger ge
bracht und das für Vitalfärbeversuche schädliche Moorwasser 
gründlich mittels eines Filtrierpapierstreifens abgesaugt. Die Probe 
wurde darauf mit einem großen Tropfen der jeweiligen Farblösung 
versetzt, einige Zeit stehengelassen, mit einem Deckglas bedeckt 
und die mikroskopische Beobachtung begonnen.

Da es vor allem galt, eine Zellsaftfärbung zu erzielen, kamen 
bei den Färbeversuchen nur basische, leicht permeierfähige Vital
farbstoffe, vor allem Neutralrot, Toluidinblau, Methylenblau, Bril- 
lantkresylblau und Toluylenblau, zur Verwendung. Außer Neutral
rot, welches dank seinem niederen Umschlagspunkte schon in 
Wiener Leitungswasser gelöst geboten werden konnte, mußten alle 
übrigen Farbstoffe gepuffert (Phosphatpuffer hergestellt nach den 
neuen Angaben von K i n z e 1 1954) zur Verwendung kommen. Die 
Farbstoffkonzentrationen betrugen meist 1 : 3000 bis 1 : 10.000. Die 
Versuchsergebnisse wurden stets mit genauer Zeitangabe protokol
liert, die Zeichnungen auf Grund mikrometrischer Abmessungen, 
zum Teil auch nach Farbmikrophotos, hergestellt.

Es sei gestattet, dem Vorstand des Pflanzenphysiologischen 
Institutes der Universität Wien, meinem hochverehrten Lehrer 
Herrn Univ.-Prof. Dr. Karl H ö f 1 e r, für die Förderung und Unter
stützung dieser Arbeit meinen ergebensten Dank zu sagen.

III. Die Versuche.

Beginnend mit Neutralrot, sollen im folgenden die Vitalfärbe
versuche mit diesem sowie mit Methylenblau, Toluidinblau, Bril- 
lantkresylblau und Toluylenblau in ihrer Funktion als R e d o x -  
i n d i k a t o r e n dargelegt werden.
A. N e u t r a 1 r o t.

Färbt man eine Mischprobe von Desmidaceen mit Neutralrot
1 : 5000 bis 1 : 10.000, gelöst in Wiener Leitungswasser (pTT um 7,8), 
so tritt nach anfänglich Rosafärbung der Membranen eine deut
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liehe, mit zunehmender Färbedauer immer stärker werdende An
färbung’ der Vakuolen ein. Hand in Hand mit der Farbspeicherung* 
geht meistens auch eine, für die Desmidiaceen charakteristische 
Vakuolenkontraktion. Diese Verhältnisse sind bereits ausführlich 
bei C h o 1 n o k y und H ö f 1 e r (1950) und K i e r m a y e  r (1954) 
beschrieben worden, so daß auf eine genauere Schilderung der
selben verzichtet werden kann. Auffallend waren indes die Färbe
bilder bei sich gerade teilenden oder eben geteilten, noch zu
sammenhängenden Zellen. Hier waren anfänglich nur die Membra
nen der alten Zellhälften stark rot gefärbt, während die jungen 
Zellhälften ganz schwach rosa, meistens aber vollkommen farblos 
blieben. Nach einiger Zeit verschwand die rote Membranfärbung 
vollkommen, dafür war jetzt das Vakuom der alten Zellhälfte stark 
rot gefärbt, während das Vakuom der jungen Zellhälfte nur 
ganz schwach, vielfach aber auch f a r b l o s  blieb. Dieser Unter
schied in der Anfärbung von alten und jungen Halbzellen konnte 
bei verschiedenen Arten von Desmidiaceen, besonders deutlich aber 
bei Cosmarium tetraophtalmum festgestellt werden (Tafel 1, Fig. 1).

Da es vor allem galt, das Verhalten des in den Vakuolen ge
speicherten Vitalfarbstoffes bei Sauerstoffmangel zu untersuchen, 
wurden Präparate, welche Algenzellen mit gefärbten Vakuolen ent
hielten, mittels Vaseline luftdicht abgeschlossen und kühl, bei nor
malem Lichtzutritt, aufgestellt.

Es zeigte sich, daß die schwach gefärbten Algenzellen in ab
geschlossenen Präparaten oft viele Tage, in günstigen Fällen sogar 
mehr als 3 Wochen, lebensfähig blieben und selbst nach dieser Zeit 
noch normale Plasmaströmung hatten. Stärker gefärbte Zellen 
starben jedoch meist innerhalb von 3 bis 5 Tagen ab. An solchen 
Zellen sind schon lange vor ihrem Absterben charakteristische Ver
änderungen des Farbtones und der Farbintensität der Vakuolen 
festzustellen: Bei Cosmarium tetraophtalmum oder Micrasterias 
truncata färben sich die seitlichen, oberhalb des Chloroplasten ge
legenen Y akuolen (vgl. Ivi erm  a y e r  1954) von R o t  auf Braun- 
r o t  um, während die mittleren großen Vakuolen noch den ur
sprünglichen, also rein roten Farbton zeigen. Gleichzeitig mit der 
Umfärbung der Vakuolen auf Braunrot geht auch eine verhältnis
mäßig rasche Entfärbung der Vakuolen einher, die schließlich bis 
zum vollkommenen Farbverlust führt. Die roten Vakuolen behalten 
ihre Färbung noch längere Zeit bei, so daß auf diese Weise inner
halb einer Zelle gefärbte und ungefärbte Vakuolen liegen.

In einigen Fällen ließ sich beobachten, daß gleichzeitig mit der 
Entfärbung einer oder mehrerer Vakuolen eine beträchtliche Z u- 
n ä h m e  der F a r b i n t e n s i t ä t  der N a c h b a r v a k u o l e n
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erfolgt. In diesen Stadien sind die Zellen noch normal plasmoly- 
sierbar.

Der Umschlag von Rot auf Braunrot ist nicht immer deutlich 
festzustellen, sondern es entfärben sich häufig auch Vakuolen mit 
normal rotem Farbton (Tafel 4, Fig. 7). In solchen Fällen tritt die 
Entfärbung jedoch bedeutend langsamer ein, und es dauert oft 
mehrere Stunden, bis die Vakuolen vollkommen farblos geworden 
sind. Mit zunehmender Entfärbung der Vakuolen geht stets auch 
eine immer stärker werdende allgemeine Nekrose vor sich, die 
schließlich zum Tod der Zelle führt. Es ist deshalb anzunehmen, 
daß sowohl die Umfärbung von Rot nach Braunrot wie auch die Ent
färbung der Vakuolen auf nekrotische Veränderungen innerhalb 
der Zelle zurückzuführen sind. Im letzten Kapitel der Arbeit wird 
auf diese Verhältnisse noch eingehend zurückzukommen sein. Dort 
werden auch die interessanten Färbebilder bei zentrifugierten und 
nachträglich vitalgefärbten Pleurotaenium tnmcatum-7je\\en aus
führlich diskutiert werden.

Wie oben berichtet wurde, können schwach gefärbte Algen bei 
vollkommenem Luftabschluß auch bis zu 3 Wochen normal lebens
fähig erhalten werden. An solchen Zellen erfährt jedoch der inner
halb der Vakuolen gespeicherte Farbstoff eine charakteristische 
Veränderung: D ie  V a k u o l e n  s i n d  d u r c h w e g s  d o t t e r 
g e l b  g e f ä r b t  und nur die großen Entmischungskugeln inner
halb der Vakuolen haben ihre ursprünglich rote Färbung bei
behalten. Die Zellen mit dottergelber Vakuolenfärbung sind normal 
plasmolysierbar und zeigen starke Plasmaströmung. In solchen 
Präparaten ist meist auch der Detritus sowie der Zellinhalt toter 
Zellen stark gelb gefärbt. Sehr deutlich konnte ich diese be
schriebenen gelben Vakuolen bei Closterium lunula beobachten. 
Hier waren die Vakuolen zwischen den Chloroplastenleisten 
schwach gelb gefärbt und jede Vakuole enthielt eine große rote 
Kugel. Die Endvakuolen waren stärker gelb mit ebenfalls einer 
großen dunkelroten Kugel. Das wandständige Plasma zeigte starke 
Strömung, und auch die Chloroplasten waren in keiner Weise 
nekrotisch verändert. Es war erstaunlich, daß selbst Closterium 
lunula, ein sonst äußerst empfindliches Objekt ( L o u b  1951), trotz 
3wöchigem Luftabschluß normal lebensfähig blieb.

Wie die obigen Versuche zeigten, wird also das in den Vaku
olen von Desmidiaceen gespeicherte Neutralrot bei starkem Sauer
stoffmangel in eine d o t t e r g e l b e  F o r m  verwandelt. Nachdem 
Neutralrot außer als Vitalfarbstoff auch als R e d o x i n d i k a t o r 
mit niedrigem rH-Wert Verwendung findet, ist die Umwandlung 
von Rot nach Gelb bei extremem 0 2-Mangel wohl sicher auf eine
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intrazelluläre R e d u k t i o n  d e s  N e u t r a 1 r o t z u e i n e r  
g e i b e n  S t u f e  zurückzuführen.

Es ist auffällig, daß selbst der oft mächtig entwickelte und 
sicher stark assimilierende Chloroplast trotz seiner 0 2-Abgabe nicht 
fähig ist, dem Reduktionsprozeß entgegenzuwirken ( R a p k i n e  
und W u r m s e r  1926 a). Auch den von S t r u g g e r (1949 b) bei 
Sauerstoffmangel in neutralrotgefärbten Allium-Schnitten beob
achteten Asphyxie-Effekt sah ich bei Desmidiaceen unter gleichen 
Versuchsbedingungen nie auftreten.

Nachdem, wie gezeigt wurde, auch reduziertes Neutralrot in 
den Vakuolen gespeichert wird, schien es von besonderem Inter
esse, Vitalfärbeversuche mit solchem durchzuführen.

B. V i t a l f ä r b e v e r s u c h e  m i t  r e d u z i e r t e m  N eu tra l- 
r o t  ( F l u o r e s z e n t  X).

Eine ganze Reihe von Autoren, sowohl von chemischer wie 
auch biologischer Seite, befaßte sich eingehend mit dem Problem 
der Reduktion von Vitalfarbstoffen. Die grundlegenden Unter
suchungen über das Redoxverhalten von Neutralrot stammen von 
C l a r k  und P e r k i n s  (1932). Die genannten Autoren konnten 
auf Grund exakt durchgeführter chemischer Versuche zeigen, daß 
Neutralrot durch entsprechende Reduktionsmittel zu seiner farb
losen Leukobase reduziert werden kann, daß sich jedoch innerhalb 
eines bestimmten pirBereiches (pn 4— 6) an Stelle der farblosen 
Leukobase eine gelbe, stark fluoreszierende Modifikation derselben 
bildet. C l a r k  und P e r k i n s  bezeichneten diese gelbe, fluores
zierende Form als F l u o r e s z e n t  X, das streng vom gelben 
Oxydant in alkalischer Lösung zu unterscheiden ist. Nach den 
beiden Autoren gelingt es, Fluoreszent X  auch kristallin zu erhal
ten. Die orthorhombischen, anisotropen Kristalle bleiben dann 
mehrere Jahre hindurch beständig. In saurer Lösung wird Fluo
reszent X bei Gegenwart von Sauerstoff rasch zu Neutralrot oxy
diert, bleibt dagegen in alkalischer Lösung auch bei 0 2-Gegenwart 
in reduzierter Form erhalten.

Als eines der gebräuchlichsten Reduktionsmittel für Vitalfarb
stoffe wird in der Literatur R o n g a 1 i t angegeben, und ich habe 
mich im folgenden auch dieses Mittels bedient, um Neutralrot von 
der oxydierten in die reduzierte Form überzuführen. Dieser Vor
gang gelingt am leichtesten so, daß man 10 cm3 einer Neutralrot
lösung 1 10.000 mit 0,2 cm3 einer 10 % igen Rongalitlösung ver
setzt und etwas erwärmt. Dabei schlägt das rote Neutralrot in eine 
g e l b e ,  schon bei Tageslicht stark g r ü n l i c h  f l u o r e s z i e -  
r e n d e  Lösung (Fluoreszent X) um. Versetzt man 1 cm3 einer so
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gewonnenen Farbe mit 4 cm3 aqua dest, und 1 cm3 einer Puffer
lösung von bestimmten pH-Wert und versucht, diese Farblösung 
nun mit Benzol auszuschütteln, so ergibt sich, daß der Farbstoff 
weder im sauren, neutralen noch basischen Bereich merklich in das 
Benzol hinaufgeht. Genauere chemische Untersuchungen über die 
Löslichkeitsverhältnisse des reduzierten Neutralrot stehen zur Zeit 
noch aus.

Versetzt man eine Algenprobe mit einem solchen, auf einen 
bestimmten pH-Wert gepufferten Farbstoff, so tritt in den ersten 
Minuten weder im sauren noch basischen Bereich irgendeine An
färbung ein. Nach 10 bis 20 Minuten jedoch beginnen sich bei 
niedrigem pn die Zellwände der Algen gelb, bei höherem pH (über 
pIT 7,5) die Vakuolen sehr deutlich d o 11 e r g e 1 b zu färben. Dabei 
zeigen sich nicht die geringsten Spuren einer Schädigung der Zellen 
durch den Rongalitzusatz. Nach etwa halbstündiger Färbedauer 
sind bei stark alkalischer Reaktion des Farbbades die Vakuolen 
i n t e n s i v  u n d  l e u c h t e n d  d o t t e r g e l b  gefärbt.

Betrachtet man solcherart gefärbte Zellen im UV-Mikroskop, 
so zeigen die im Hellfeld gelben V akuolen eine g l e i ß e n d w e i ß -  
g e l b e  F l u o r e s z e n z .  Diese konnte bei allen den Desmidia- 
ceen-Arten beobachtet werden, die einen „leeren“ , d. h. speicher
stofffreien Zellsaft besitzen. Bei Cylindrocystis Brebissonii und 
Netrium digitus, die nach H ö f l e r -  S c h i n d l e r  (1951) und 
H i r n  (1953) einen „vollen“ Zellsaft haben, tritt mit Fluoreszent X 
(pH über 10) eine intensive, gegenüber den Algen mit leeren Zell
säften bedeutend stärkere, im Hellfeld b r a u n g e l b e  Vakuolen
färbung ein. Im UV-Licht zeigen jedoch diese Zellsäfte t r o t z  de r  
e n o r m e n  S p e i c h e r u n g  n i c h t  d i e  g e r i n g s t e  F l u o 
r e s z e n z .  Es ist deshalb anzunehmen, daß bei den „vollen“ Zell
säften von Cylindrocystis und Netrium, das reduzierte Neutralrot 
mit Speicherstoffen des Zellsaftes eine chemische Verbindung ein
geht, die der Fluoreszenz vollkommen entbehrt.

Da bei den Desmidiaceen der mächtige Chloroplast durch seine 
starke Primärfluoreszenz die Verhältnisse bei mit Fluoreszent X ge
färbten Zellen sehr undeutlich macht, wurden auch zentrifugierte 
Zellen, bei denen sich der Chloroplast stark zentrifugal ver
lagert hatte, einer Vitalfärbung mit diesem Farbstoff unterworfen. 
Hier zeigte sich im chloroplastenfreien Raum der nur vom Zellsaft 
erfüllt ist, die gelbe Fluoreszenz der Vakuolen ganz besonders 
deutlich.

Schließt man ein Präparat mit Zellen, die die Vakuolen durch 
die Färbung mit reduziertem Neutralrot stark gelb gefärbt hatten, 
mittels Vaseline luftdicht ab und sorgt für normalen Lichtzutritt,
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so behalten die Vakuolen die g’elbe Färbung’ noch einige Zeit bei, 
meistens tritt aber schon nach etwa 2 Stunden eine typische Ver
änderung in der Färbung der Vakuolen ein: Die gelben Vakuolen 
werden immer dtinkler gelb, orange, rotorange und schließlich rein 
rot (Farbton wie bei normaler Neutralrot-Färbung). Mit zunehmen
der Verfärbung von Gelb nach Rot schwindet auch die weißgelbe 
Fluoreszenz immer mehr, bis die Vakuolen schließlich fluoreszenz
los sind. Die Umfärbung ist zweifellos auf einen R e o x y d a -  
t i o n s p r o z e ß  innerhalb der Vakuolen zurückzuführen.

Nach den Beobachtungen an mit Fluoreszent X gefärbten 
Algenzellen, schienen auch orientierende Färbeversuche an 
Zwiebelschuppen-Epidermen von Interesse:

Färbt man die Zellen der ^wm-Innenepidermis mit Fl.-X- 
Lösungen von steigendem pH, so tritt oberhalb pH 7,5 eine sehr 
schwache, gelbliche Hellfeldfärbung der Vakuolen ein. Im UV-Licht 
leuchten solcherart gefärbte Zellsäfte schon überaus gleißend 
g r ü n .  Im starken Gegensatz dazu fluoreszieren die Vakuolen der 
Außenepidermis, die bekanntlich „volle“ Zellsäfte besitzen, in einem 
warmen g e l b b r a u n e n  Farbton. Im Hellfeld erscheinen die 
Vakuolen der Außenepidermis meist schwach rötlich bis braunrot 
gefärbt. Bei Äll'ium ergibt sich also bei Fluorochromierung mit 
Fl. X  ein eindeutiger Unterschied in der Fluoreszenz der „vollen“ 
und der ,,leeren“ Zellsäfte. Die speicherstofführenden Zellsäfte 
fluoreszieren gelbbraun, die speicherstoffleeren dagegen leuchtend 
grün. Es ist in diesem Zusammenhang also sehr interessant, daß die 
vollen Zellsäfte der ^ZZmm-Oberepidermis gelbbraun fluoreszieren, 
der ebenfalls volle Zellsaft von Cylindrocystis und Netrium im UV- 
Licht dagegen nicht im geringsten leuchtet. Es ist auf diese Weise 
vielleicht ein erster Ansatz zur weiteren Unterteilung der heute all
gemein als „voll“ bezeichneten Zellsäfte gegeben.

Wie die obigen Versuche zeigten, stellt somit das gelbe, redu
zierte Neutralrot (Fluoreszent X) ein für zellphysiologische Unter
suchungen äußerst geeignetes Färbemittel dar. Dies vor allem 
durch seine gute vitale Tinktionsfähigkeit, seine Unschädlichkeit 
und seine Verwendung zur vitalen Fluorochromierung. Darüber 
hinaus ist dieser Farbstoff, vermöge seiner leichten Reoxydierbar- 
keit im sauren Milieu, ein idealer Indikator für intrazelluläre Oxy
dationsprozesse.

Nachdem, wie eben gezeigt, das in den Vakuolen von Des
midiaceen vital gespeicherte Neutralrot intrazellulär zu der gelben 
Reduktionsstufe reduziert wird, schien es von Interesse, auch 
andere Vitalfarbstoffe, die gleichzeitig auch bekannte Redoxindi
katoren darstellen, auf ein ähnliches Verhalten hin zu prüfen. Ich
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will in der folgenden Besprechung der Versuche von schwerer 
reduzierbaren Farbstoffen ausg'ehen und zu den Farbstoffen mit 
hohem rH-Wert aufsteigen. Nach den Untersuchungen von 
R a p k i n e ,  S t r u y k  und W u r m s e r  (1929) folgt nach dem 
schwer reduzierbaren Neutralrot (rH 4— 7,5) das Methylenblau 
(rH 13,5— 15,5), dann das Toluidinblau und Brillantkresylblau. Im 
Anschluß daran sollen auch Färbeversuche mit Toluylenblau, 
einem noch wenig1 verwendeten Vitalfarbstoff mit hohem rH, ein
gehender besprochen werden.

C. M e t li y 1 e n b 1 a u.
Da der Farbstoff nur im hoch alkalischen Bereich molekular 

vorliegt ( D r a w e r t  1940, 1948, 1949), sonst aber ionisiert ist, 
mußte bei meinen Versuchen, bei denen es galt, eine Vakuolen- 
färbung zu erzielen, eine auf pITl l  bis 12 gepufferte Farblösung1 
verwendet werden. Die Farbkonzentration betrug meist 1 10.000, 
häufig aber auch 1 : 6000 und 1 : 7000. Wurde der Algenprobe die 
Farblösung zugesetzt, so trat rasch eine Anfärbung der Zellwände 
ein. Erst nach gründlichem Durchsaugen einer reinen, hoch alkali
schen Pufferlösung entfärbten sich die Membranen, und der Farb
stoff drang in die Vakuolen ein. Diese färbten sich meist in einem 
rein blauen, o r t h o c h r o m a t i s c h e n  Farbton an. Auffallend 
war, daß eine Zunahme der Farbintensität nur ganz kurze Zeit nach 
dem Durchsaugen der Pufferlösung erfolgte, dann aber aufhörte.

Wurde eine Probe, die stark gefärbte Algenzellen enthielt, 
mittels Vaseline luftdicht abgeschlossen, so zeigten sich schon 15 
bis 20 Minuten nach der Einfärbung typische E n t f ä r b e -  
e r s c h e i n u n g e n. Und zwar wurden einige Vakuolen lichtblau 
oder farblos (Tafel 2, Fig. 2 und 3), während andere noch 
ihre dunkle Färbung beibehielten. Bei Pleurotaenium trunca
tum entfärbten sich einige Vakuolen des zentralen Wabenvakuolen
systems (vgl. K i e r m a y e r  1954), während andere ihre Färbung 
noch weiterhin behielten. Bei Cosmarium tetraophtalmum sowie 
Micrasterias truncata begann die Entfärbung regelmäßig bei den 
seitlichen, über dem Chloroplasten gelegenen Vakuolen, so daß 
meist nur die mittlere große Vakuole stark gefärbt blieb. Bei sol
chen Zellen konnte die weitere Entfärbung unter dem Mikroskop 
beobachtet werden: Während die seitlichen Vakuolen vollkommen 
farblos wurden, verschwand auch bei den mittleren Vakuolen die 
blaue Farbe zusehends, bis schließlich keine Spur einer Anfärbung 
mehr festzustellen war. Wurde durch ein Präparat mit solchen ent
färbten Zellen eine lmolare und auf pTT 11 bis 12 gepufferte 
Traubenzuckerlösung durchgesaugt, so trat in den Vakuolen
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m o m e n t a n  eine b l a u e  W  i e d e r f ä r b u n g und normale 
Plasmolyse ein. Dadurch ist bewiesen, daß der Farbstoff nicht aus 
der Zelle exosmiert ist, sondern sicherlich in Form seiner farblosen 
Leukobase im Zellsaft gespeichert war. Beim Durchsaugen des 
sauerstoffreichen Plasmolytikums trat daher eine R e o x y d a -  
t i o n in Form eines momentanen Umschlags von Farblos nach Blau 
hin ein. Wie die normale Plasmolyse zeigte, sind die Zellen sowohl 
vor als auch nach der Wiederfärbung normal lebensfähig. Aller
dings stirbt ein Teil der Zellen bald nach der Reoxydation ab.

Um den zeitlichen Verlauf von Anfärbung, Entfärbung und 
Wiederfärbung zu veranschaulichen, soll im folgenden eines der 
Versuchsprotokolle wiedergegeben werden.
10. Juni 1954.
M a t e r i a l :  Cosmarium tetraophtalmum aus Karlstift.
F a r b s t o f f :  Methylenblau 1 : 7000, pn um 11.
12*103' Färbung.
12h 05' Bei den meisten Zellen ist die Membran stark blau gefärbt. Bei sich 

teilenden Zellen ist die Membran der älteren Zellhälfte bedeutend 
stärker gefärbt als die der jungen.

12'1 06' Reine Pufferlösung durch das Präparat gesaugt.
12'109' In den meisten Fällen die Membran entfärbt, dafür sehr schöne 

blaue (orthochromatische) Vakuolenfärbung. Eine bestimmte Zelle: 
Die mittlere Hauptvakuole ist stark blau gefärbt, die seitlichen 
Vakuolen schwächer blau.

12h 20' Die bei 121' 09 beobachtete Zolle hat die Hauptvakuole nur mehr 
schwach blau, die Seitenvakuolen vollkommen entfärbt.

12h 24' Dieselbe Zelle hat die Hauptvakuole nur noch ganz schwach gefärbt. 
Eine andere Zelle hat die Hauptvakuole der einen Zellhälfte intensiv 
blau, die Hauptvakuole der anderen Halbzelle ist vollkommen 
farblos.

12h 35' Die Zelle von 12h 09' ist vollkommen entfärbt.
12'137' Durch das Präparat wird eine lmolare Traubenzuckerlösung durch

gesaugt. Die Vakuolen färben sich momentan wieder dunkelblau an 
und geben normale Plasmolyse.

12h 39' Kern färbt sich schwach blau an. Zelle stirbt.
12h 43' Im Präparat liegen viele nach der Wiederfärbung abgestorbene Zel

len. Ein großer Teil der Zellen hat jedoch die Wiederfärbung über
lebt und zeigt blaue Vakuolenfärbung und normale Plasmolyse.

Als Farbstoff mit dem nächsthöheren rH-Wert folgt nach den 
Angaben von R a p k i n e ,  S t r  u v k und W u r m s e r  (1929) das 
Toluid inblau:
D. T o 1 u i d i n b 1 a u.

So wie Methylenblau gehört auch Toluidinblau zu den Farb
stoffen, die nur im hoch alkalischen Bereich molekular vorliegen 
und daher nur dort zur Vakuolenfärbung geeignet sind 
(D r a w e r t  1940, H ö f 1 e r und S c h i n d l e r  1951, H i r n 1953).
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In den beiden zuletzt genannten Arbeiten wird unter anderem ge
zeigt, daß sich die Vakuolen der Desmidiales im hoch alkalischen 
Bereich mit Toluidinblau violett, bei einigen Mesotaeniales dagegen 
g r ü n b l a u  anfärben. Auch bei meinen Versuchen färbten sich 
die Vakuolen der meisten Desmidiaceen in einem stark m e t a 
c h r o m a t i s c h  v i o l e t t e n  Farbton an. Wird nun ein Präpa
rat mit solcherart gefärbten Zellen wieder luftdicht abgeschlossen, 
so zeigen sich auch hier Entfärbeerscheinungen in der gleichen 
Weise wie bei den vorne beschriebenen Methylenblau-Versuchen 
(Tafel 2, Fig. 2 und 3). Gegenüber Methylenblau besteht je
doch ein großer Unterschied in der E n t f  ä r b e d a u e  r. Während 
sich bei Methylenblau, wie aus dem Protokoll ersichtlich, eine 
stark gefärbte Zelle binnen einer halben Stunde vollkommen ent
färbt, dauert ein Farbloswerden der gefärbten Zellen (Vakuolen) 
hier vielfach bis zu d r e i S t u n d e n und darüber. Dies ist deshalb 
sehr auffällig, da nach R a p k i n e, S t  r u y k und W u r m s e r  
Toluidinblau in der rH-Reihe etwas höher steht und daher noch 
leichter zu reduzieren sein müßte als Methylenblau. Auf den mög
lichen Grund für die Verzögerung der Reduktion des Farbstoffes 
wird bei der Diskussion über die Färbeversuche mit Brillantkresyl
blau noch zurückzukommen sein. Hier sei noch ein kurzes Ver
suchsprotokoll mit genauer Zeitangabe wiedergegeben:
10. Juni 1954.
M a t e r i a l :  Cosmarium tetraophtalmwn aus Karlstift.
F a r b s t o f f :  Toluidinblau 1 : 5000; pn 11.
IO'1 56' Färbung-.
10h 58' Zellmembrane schwach blau.
l l h 01' Vakuolen hellviolett. Besonders stark ist meist die mittlere Haupt

vakuole jeder Zellhälfte gefärbt,
Uh 07' Präparat wird luftdicht abgeschlossen.
13'132' Eine Zelle: Die Hauptvakuole einer Zellhälfte stark violett, die 

Vakuolen der anderen Hälfte vollkommen farblos. Die Zellen außer
halb vom Detritus haben noch stark violett gefärbte Vakuolen.

13'150' Die Zelle von 13h 32' hat die Hauptvakuole der einen Zellhälfte nur 
mehr ganz schwach violett und ist sonst vollkommen farblos.

13h 57' Zelle vollkommen farblos.
13h 58' Durch das Präparat wird eine lmolare, auf pn 11 gepufferte Trauben

zuckerlösung durchgesaugt. Die Vakuolen färben sich wieder stark 
violett an. Normale Plasmolyse.

Als nächster Farbstoff in der Reihe der Redoxindikatoren mit 
steigendem rH-Wert folgt Brillantkresylblau.

E. B r i l l a n t k r e s y l b l a u .
Wegen seines verhältnismäßig niederen Umschlagspunktes 

und seiner starken Tinktionsfähigkeit gehört dieser basische
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Oxazinfarbstoff wohl zu den beliebtesten Vitalfarbstoffen. So 
wurde Brillantkresylblau in jüngster Zeit auch häufig zur Vital
färbung von Algenzellen verwendet (H ö f 1 e r und S c h i n d l e r  
1951, 1952, 1953, H i r n  1953). Auch ich habe mich bei meinen 
Vitalfärbestudien an den Vakuolen der Desmidiaceen (K i e r- 
n i a y e  r 1954) öfter dieses Farbstoffes bedient. Dabei stellte es sich 
heraus, daß Brillantkresylblau die Vakuolen von Zellen der 
gleichen Art, bei gleichen Versuchsbedingungen bald violett, bald 
blau anfärben kann. So färbten sich damals die Wabenvakuolen 
von Pleurotaenium truncatum eines frischen Materials ortho
chromatisch d u n k e l b l a u  an, bei einem älteren Material der
selben Art jedoch stets intensiv metachromatisch v i o l e t t .  Selbst 
innerhalb ein und derselben Zelle färbten sich bei einigen Closte- 
rien (CI. lunula, CI. libellula) die Endvakuolen intensiv violett, 
während die übrigen Vakuolen einen lichtblauen Farbton zeigten. 
(Auf die metachromatische Anfärbung der Endvakuolen von 
Closterien haben erstmalig C h o 1 n o k y und H ö f 1 e r 1950 hin
gewiesen.)

Wie damals festgestellt werden konnte, e n t f ä r b e n  sich die 
orthochromatisch dunkelblau gefärbten Vakuolen von Pleuro
taenium truncatum bei geringem Sauerstoffmangel (Deckglasab
schluß) b i n n e n  5 b i s 10 M i n u t e n  vollständig.

Um diese interessanten Entfärbeerscheinungen nochmals zu 
studieren, färbte ich auch im Zuge der jetzigen Untersuchungen 
Pleurotaenien mit Brillantkresylblau. Es stand ein älteres, schon
2 Jahre im Institut kultiviertes Algenmaterial zur Verfügung, bei 
dem sich die Vakuolen mit obigem Farbstoff r o t  v i o l e t t  an- 
färbten. Wurde ein Präparat mit solcherart gefärbten Zellen luft
dicht abgeschlossen, so trat gegen alle Erwartung eine Entfärbung 
der Vakuolen nicht nach 5— 10 Minuten, sondern erst nach etwa 
1 S t u n d e  ein. Aber auch nach dieser Zeit fanden sich noch eine 
große Menge gefärbter Zellen in dem abgeschlossenen Präparat. 
Es waren vor allem solche Zellen, die weit außerhalb vom Detritus 
lagen. Zellen in unmittelbarer Detritusnähe waren meist teilweise 
oder schon vollkommen entfärbt. Ragte die eine Hälfte einer 
Pleurotaenium-7^e\\e in den Detritus hinein, die andere dagegen 
nicht, so blieben die Vakuolen der detritusfreien Hälfte stark ge
färbt, während die der anderen Halbzelle ihre Färbung vollkommen 
verloren. Daraus ist zu ersehen, daß der Detritus als eine Zone 
größerer Sauerstoffarmut auf die Entfärbedauer einen großen Ein
fluß hat.

Wird durch ein Präparat mit entfärbten Zellen eine lmolare, 
auf pn 11 gepufferte Traubenzuckerlösung durchgesaugt, so tritt
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augenblicklich mit dem leichten Beginn einer Plasmolyse auch eine 
violette Wiederfärbung der farblosen Vakuolen ein. Es wird also 
auch Brillantkresylblau innerhalb der Vakuolen bei Sauerstoff
mangel zu der farblosen Leukobase reduziert, die bei Zufuhr einer 
sauerstoffreichen Lösung sofort wieder in die oxydierte, gefärbte 
Form übergeht.

Wie gezeigt, tritt bei den metachromatisch violett gefärbten 
Vakuolen eine Reduktion des Farbstoffes erst viel später als bei 
den orthochromatisch blauen ein. Dem hohen Redoxpotential des 
Brillantkresylblau entspricht also wohl die Entfärbedauer bei den 
orthochromatisch, nicht aber bei den metachromatisch gefärbten 
Vakuolen. Bei den letzteren erfährt die Reduktion des Farbstoffes 
eine beträchtliche V e r z ö g e r u n g. Auch bei den früher be
sprochenen, stark metachromatischen Färbebildern bei Toluidin- 
blaufärbung trat eine starke Verzögerung in der Reduktion des 
Farbstoffes ein. Sowohl Toluidinblau als auch Brillantkresylblau 
müßte sich, vermöge ihrer höheren Redoxpotentiale, rascher ent
färben als Methylenblau. Tatsächlich ist die Entfärbedauer bei 
metachromatisch gefärbten Vakuolen aber sowohl bei Toluidinblau- 
als bei Brillantkresylblaufärbung bedeutend höher. Sie entspricht 
dagegen bei den mit Brillantkresylblau orthochromatisch b l a u  
gefärbten Vakuolen dem rH-Wert,

Es ist anzunehmen, daß bei metachromatischer Anfärbung der 
Vakuolen der Farbstoff den reduzierenden Stoffen innerhalb der 
Zelle weniger leicht anheimfallen kann, die Färbung daher längere 
Zeit erhalten bleibt.

In diesem Zusammenhang müssen auch Färbeversuche mit 
Closterien erwähnt werden. Wie oben gesagt, färben sich hier bei 
einigen Arten (besonders CI. libellula) die Endvakuolen meta
chromatisch violett, die übrigen Vakuolen dagegen rein blau an. 
Ich konnte nun beobachten, daß in vielen Fällen die schwach blaue 
Färbung der Wabenvakuolen nach einiger Zeit des Deckglasab
schlusses vollkommen verschwindet, die intensive Färbung der 
Endvakuolen jedoch erhalten bleibt, so daß auf diese Weise eine 
vollkommen ungefärbte Closterien-Zelle zwei intensiv violette End
vakuolen zeigt. Wahrscheinlich ist auch hier ein bestimmter 
Speicherstoff in den Endvakuolen, der die metachromatische An
färbung hervorruft und den Wabenvakuolen fehlt, für das Erhalten
bleiben der Färbung maßgebend.

Zum Abschluß der Färbstudien folgen Versuche mit Toluylen
blau, einem zur Vitalfärbung noch wenig verwendeten basischen 
Farbstoff (K i e r m a y e r 1954) mit hohem Redoxpotential.

©Akademie d. Wissenschaften Wien; download unter www.biologiezentrum.at



Reduktion basischer Vitalfarbstoffe in pflanzlichen Vakuolen. 289

F. T o 1 u y 1 e n b 1 a u.
Nachdem ich in der mir zugänglichen Literatur noch keine 

genaueren Angaben über die Dissoziationsverhältnisse des 
Toluylenblau finden konnte, schien es mir Â or den Vitalfärbever- 
suchen wichtig, vor allem den Umschlagspunkt des Farbstoffes 
orientierend zu bestimmen. Zu diesem Zweck wurde derselbe bei 
verschieden hohem pH-Wert mit Benzol ausgeschüttelt. Die Ver
suche ergaben, daß der Umschlagspunkt etwas höher als der des 
Neutralrots, ungefähr bei pH 8 bis 8,75, gelegen ist, Bei diesem pn 
beginnt sich der Farbstoff mit roter Farbe im Benzol zu lösen. 
Quantitativ geht er jedoch erst bei pH 10,1 bis 11,6 in das Benzol 
über. Somit liegt Toluylenblau unterhalb pn 8 in Ionen dissoziiert 
vor, ist dagegen oberhalb pH 8 in Form permeierfähiger Farbmole- 
ktile vorhanden. Dementsprechend ist bei Vitalfärbeversuchen aus 
einer Farblösung unterhalb pn 8 nur eine elektroadsorptive Anfär
bung der Membranen, oberhalb pn 8 aber auch eine Permeation der 
Farbmoleküle in die Vakuole zu erwarten.

Läßt man eine Stammlösung (1 :1000 gelöst in Aqua dest.) bei 
Lichtzutritt und normaler Zimmertemperatur (etwa 19° C) einige 
Tage stehen, so wird die zuerst rein blaue Farblösung auffallend 
violett. Diese Verfärbung geht schließlich so weit, daß nach etwa
14 Tagen aus der blauen Lösung eine rein rote entstanden ist. Da 
nach K a r r e r  (1950), aus dessen Lehrbuch auch nachfolgende 
chemische Formeln entnommen sind, Toluylenblau ein Zwischen
produkt bei der Herstellung von Neutralrot ist und sich beim 
Kochen durch einen Disproportionierungsvorgang leicht in Neutral
rot verwandeln kann, scheint es sehr wahrscheinlich, daß sich 
Toluylenblau auch schon bei Zimmertemperatur, entsprechend 
langsamer, in Neutralrot umwandelt:

NO N -CH.

+
■NH2 (CH3),N  it2nI

T o l u y l e n b l a u
(OH,)2N h 2n

CI

N f'T-T

T o l u y l  e n r o t  
(Neutralrot)
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Eine mehrere Tage alte Stammlösung von Toluylenblau stellt 
somit eine M i s c h l ö s u n g  von Toluylenblau und Neutralrot dar, 
in der bei verhältnismäßig „jungen“ Lösungen das Toluylenblau” 
bei älteren dagegen Neutralrot überwiegt.

Ich stellte zunächst orientierende Vitalfärbeversuche an 
Desmidiaceenzellen mit in Wiener Leitungswasser (pH um 7,8) ge
lösten, frisch bereiteten Toluylenblau-Lösungen an. Es zeigte sich, 
daß bei diesem pH tatsächlich nur die Zellmembranen, nicht aber 
die Vakuolen blau gefärbt wurden. Wurde der pH-Wert mittels 
eines Phosphatpuffers auf 10,1 erhöht, so trat bei der Farbstoff
konzentration von 1 : 5000 bis 1 : 7000 bei vielen Zellen binnen 
weniger Minuten eine starke Färbung der Vakuolen ein. Der Farb
ton war stets orthochromatisch blau, Metachromasie war nie zu 
beobachten. So wie bei den früher besprochenen Farbstoffen trat 
auch hier bei geringem 0 2-Mangel (es genügte bereits Deckglas
bedeckung), dem hohen rH-Wert des Toluylenblaus entsprechend, 
schon binnen 10— 15 Minuten eine völlige Entfärbung der Vakuolen 
ein. Verzögerungen in der Reduktion des Farbstoffes wie bei den 
mit Toluidinblau oder Brillantkresylblau metachromatisch gefärb
ten Zellsäften traten hier erwartungsgemäß nicht auf.

Neben der Entfärbung der Vakuolen durch Reduktion des 
Farbstoffes kommt es bei Vitalfärbung mit Toluylenblau sehr 
häufig auch dadurch zu einem Farbverlust der Vakuolen, daß in 
ihnen der Farbstoff in Form großer, schollenförmiger, braun
violetter Kristalle ausfällt (Tafel 3, Fig. 4 und 5, und Tafel 4, 
Fig. 8). Bei Desmidiaceen mit in W a b e n  gegliedertem Vakuom 
( K i e r m a y e r  1954) liegt dann in jeder Wabenvakuole ein, der 
Größe der Vakuole entsprechender Kristall (Tafel 4, Fig. 8). Zellen 
mit starker Farbstoffällung zeigen jedoch stets auch schon die 
Symptome einer allgemeinen Nekrose und sterben sehr bald ab.

Besonders deutliche Färbebilder gaben Â or allem Avieder die 
verschiedenen Micrasterias-Äxten, besonders Micrasterias truncata, 
Avährend bei Closterien auffallendenveise mit Toluylenblau keine 
befriedigende Anfärbung erzielt werden konnte. Wahrscheinlich 
deshalb nicht, Aveil reines Toluylenblau, nach den Versuchen zu 
schließen, auch schon in geringer Konzentration geboten, stark 
schädigend wirkt und die Closterium-Zellen noch vor einer deut
lichen Anfärbung absterben.

Wie entsprechende Versuche ergaben, ist jedoch eine mehrere 
Tage alte Lösung von Toluylenblau, d. h. also eine Mischlösung 
von Toluylenblau und Neutralrot, bedeutend weniger giftig als eine 
frisch bereitete Lösung, und es schienen deshalb Vitalfärbeversuche 
mit einer solchen Mischlösung erfolgversprechend.
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Tafel 1.

Fig. 1. Cosmarium tetraophtalmum nach der Teilung. Nach Vitalfärbung 
mit Neutralrot nur die a l t e n  Zellhälften gefärbt. Die Vakuolen der jungen 

Zellhälften vollkommen farblos.
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Tafel 2.

Fig'. 2. und 3. Micrasterias truncata mit Methylenblau vitalgefärbt. Einige 
Vakuolen durch Reduktion des Methylenblaus bereits farblos.
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Tafel 3.

F ig .4.

Fig. 5.

Fig. 4. Micrasterias tnmcata mit Toluylenblau gefärbt. Einige Vakuolen 
sind farblos, dafür liegen in diesen große sehollenförmige Kristalle.

Fig. 5. Micrasterias truncata. Mit einem Gemisch von Neutralrot-Methylen- 
blau vitalgefärbt. Toluylenblau ist in Form großer Kristalle ausgefallen, 

wodurch die Vakuolen nur mehr schwach rot gefärbt erscheinen.
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Tafel 4.

Fig. G. Fig. 7. Fig. 8.

Fig. 6. Pleurotaenium truncatum. Zentrifugiert und nachträglich mit einem 
Neutralrot-Toluylenblau-Gemisch gefärbt. Der Großteil der Wabenvakuolen 
ist dunkelviolett gefärbt; einige Vakuolen am Ende sowie in unmittelbarer 

Chloroplastennähe sind auffallend b l a u  (punktiert).
Fig. 7. Pleurotaenium truncatum. Von den zentralen Wabenvakuolen, die 
zuerst einheitlich mit Neutralrot gefärbt waren, sind einige, darunter auch 

die Endvakuolen, durch Exosmose des Neutralrots farblos geworden.
Fig. 8. Pleurotaenium truncatum. Kristallausfall in den Wabenvakuolen 

nach Färbung mit Toluylenblau.
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G. V i t a l f ä r b e v e r s u c h e  m i t  M i s c h l ö s u n g e n  v o n  
T o l u y l e n b l a u  u n d  N e u t r a l r o t .

Der Gedanke einer simultanen Doppelfärbung ist nicht neu, 
und man findet in der Literatur schon mehrere Angaben über der
artige Versuche ( R h u m b l e r  1893, R u z i c k a  1904). Bota- 
nischerseits waren es vor allem W e b e r  (1933) und K ü s t e r  
(1942), die sich eingehender mit diesem Problem beschäftigten. Mit 
der Methode der Doppelfärbung in einer Mischlösung aus Neutral
rot und Methylenblau konnte K ü s t e r  vor allem zeigen, daß 
Gewebezellen je nach ihrem Lebenszustand entweder den roten 
oder den blauen Farbstoff speichern. Er macht für diese Selektion 
vor allem pH-Änderungen des Zellsaftes bei Änderung des Lebens
zustandes verantwortlich. Darauf wird jedoch später noch ein
gehender zurückzukommen sein. Im folgenden sollen vorerst meine 
Versuche mit Mischlösungen von Toluylenblau und Neutralrot dar
gelegt werden:

Stellt man mit einer 3 Tage alten Stammlösung von Toluylen
blau (1 : 1000)°, die nach dieser Zeit wie erwähnt schon einen 
höheren Prozentsatz an Neutralrot enthält, eine Verdünnung von 
1 : 5000 oder 1 : 6000 (gelöst in W7iener Leitungswasser pH 7,8) her 
und färbt damit das Algenmaterial, so zeigt sich schon nach 
wenigen Minuten Färbedauer ein buntes Bild: Da bei diesem pH der 
Lösung das Toluylenblau, vermöge des höheren Umschlagspunktes, 
noch stark dissoziiert ist, tritt allgemein eine starke elektroadsorp- 
tive blaue Membranfärbung ein. Neutralrot bei diesem pH schon 
größtenteils molekular, kann jedoch in die Vakuolen e indringen 
und färbt diese rot an. Somit sind an ein und derselben Zelle die 
Zellwand stark blau, die Vakuolen dagegen rot gefärbt.

Wird eine solche Mischlösung mittels Phosphatpuffer auf pK 10 
gebracht, so geht auch Toluylenblau in die molekulare permeier
fähige Phase über und dringt in die Vakuolen ein. Aus der 
Mischung von Neutralrot und Toluylenblau ergibt sich eine leuch
tend violette Zellsaftfärbung. Besonders schöne Färbebilder fanden 
sich wieder bei Micrasterias truncata (Tafel 5, Fig. 2) und Cos
marium tetraophtalmum. Hier waren stets die großen mittleren und 
auch die seitlichen, oberhalb des Chloroplasten gelegenen Vakuolen 
leuchtend violett.

0 Eine Mischung von 0,8 cm 3 einer frischen Toluylenblau-Stammlösung 
(1 :1000) +  0,2 cm 3 einer Neutralrot-Stammlösung, entsprechend verdünnt 
und gepuffert, zeigte im wesentlichen gleiche Versuchsresultate wie eine 
mehrere Tage alte Toluylenblau-Stammlösung, erwies sich jedoch gegen
über der letzteren etwas giftiger.

Sitzungsberichte d. mathem.-natunv. Kl., Abt. I, 104. Bd.. 6. und 7. Heft. 21
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Wird ein Präparat mit so gefärbten Zellen etwa 10 bis
15 Minuten nach der Einfärbung erneut untersucht, so zeigt sich 
ein überraschend buntes Bild. Neben den Zellen mit violetter Zell
saft f itr b ung haben viele die Vakuolen rein rot (Tafel 5, Fig. 3), 
andere wieder leuchtend blau gefärbt (Tafel 5, Fig. 4). Bei auf
merksamer Dauerbeobachtung unter dem Mikroskop läßt sich ein
deutig feststellen, daß ursprünglich alle Zellen eine violette Zell
saftfärbung hatten, sich aber dann entweder nach Rot oder nach 
Blau hin umfärbten. Ein kurzes Versuchsprotokoll soll den zeit
lichen Verlauf der Umfärbung zeigen:
3. Februar 1953.
M a t e r i a l :  Karlstift,
F a r b s t o f f :  Toluylenblau (Stammlösung- 3 Tage alt), 1 : 5000, pn 12.

Micrasterias truncata
l l ' 1 21' Färbung-.
l l h 29' Zellwände ungefärbt. Die Vakuolen leuchtend violett, Die mittleren 

Valuiomabschnitte sind meist etwas diinkler violett als die seit
lichen. Im Präparat liegen einige Zellen mit auffallend h e l l b l a u  
gefärbtem Vakuom.

111» 55' Beim Großteil der Zellen des Präparates hat sieh das Vakuom von 
Violett auf H e l l r o t  umgefärbt. Auffallend ist, daß der rote Farbton 
nur sehr schwach ist, im Gegensatz zu der vorerst intensiven Violett- 
färbung-. Die Zellen, die um l l h 29' das Vakuom hellblau gefärbt 
hatten, sind durchwegs abgestorben und zeigen dunkelblaue Kern- 
färbung. Während fast alle Zellen von Micrasterias truncata hellrot 
gefärbt sind, ist das Vakuom eines kleinen Cosmarium sp. noch 
intensiv violett.

12h 10' Ganz vereinzelt ist das Vakuom noch hellviolett gefärbt, bei dev 
überwiegenden Mehrzahl jedoch hellrot. Das kleine Cosmarium sp. 
ist noch stark violett.

E r k l ä r u n g  z u  n e b e n s t e h e n d e r  F a r b t a f e l .

1. Pleurotaenium truncatum. Mit einem Neutralrot-Toluylenblau-Gemisch 
vitalgefärbt. Der Großteil der zentralen Wabenvakuolen dunkelviolctt, 
einige Vakuolen am Ende der Zelle deutlich blau.

2. Micrasterias truncata. Vakuom mit einem Neutralrot-Toluylenblau- 
Gemisch violett gefärbt.

3. Das Vakuom hat sich durch Reduktion des Toluylenblaus nach Rot um
gefärbt,

4. Das Vakuom hat sich durch Exosmose des Neutralrots nach Blau um
gefärbt,
Pleurotaenium truncatum, zentrifugiert und mit einem Neutralrot- 
Toluylenblau-Gemisch gefärbt. Die zuerst einheitlich violett gefärbten 
Vakuolen haben sich im Zellende nach Blau, in Chloroplastennähe nach Rot 
umgefärbt, Dazwischen noch einige Vakuolen, welche die ursprüngliche 
violette Färbung beibehalten haben.

6. Pleurotaenium truncatum zentrifugiert, 1 Tag nach der Neutralrotfärbung-. 
Mit zunehmender Entfernung der Vakuolen vom verlagerten Chloro- 
plasten nimmt die Farbintensität immer mehr ab. Oberhalb des Chloro- 
plasten einige stark abgerundete, intensiv rote kontrahierte Vakuolen.
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Bei zentrifugierten Pleurotaenium truncatum-ZeWen, bei denen 
sich der Chloroplast stark zentrifugal verlagert lind dadurch das 
System von Wabenvakuolen sehr deutlich sichtbar wird, färben 
sich sogar innerhalb ein und derselben Zelle manche Waben
vakuolen von Violett auf Rot, andere unmittelbar an solche an
grenzende Vakuolen auf Blau um (Tafel 4, Fig. 6, und Tafel 5, 
Fig. 5).

Während die Zellen mit roter Vakuolenfärbung noch viele 
Stunden, ja oft Tage normal lebensfähig bleiben, sterben die blau 
gefärbten s t e t s  schon kurze Zeit nach ihrer Umfärbung ab. Trotz
dem sind Zellen mit blauer Vakuolenfärbung kurz nach der Um
färbung noch normal plasmolysierbar und zeigen in vielen Fällen 
noch Plasmaströmung.

Der Grund für die Umfärbung der violett gefärbten Vakuolen 
nach R o t  liegt wohl sicher in der R e d u k t i o n  des leicht redu
zierbaren Toluylenblaus zur farblosen Leukobase. Dadurch ver
schwindet die blaue Komponente, und das rote, schwerer reduzier- 
bare Neutralrot verbleibt innerhalb der Vakuolen. Auch bei Färbe
versuchen mit reinem Toluylenblau trat, wie vorne berichtet, bei 
Deckgiasbedeckung die Reduktion des blauen Farbstoffes zur 
Leukobase ein.

Die Umfärbung der violetten Vakuolen nach Blau und das Ver
schwinden der roten Komponente kann jedoch nicht auf einem 
lieduktionsvorgang wie im ersten Fall beruhen, da ja Neutralrot 
mit dem tiefen rH-Wert (vgl. die nachfolgende Tabelle) nicht früher 
als das überaus leicht reduzierbare Toluylenblau reduziert werden 
kann.

Farbstoff rH-Wert Umschlagsbereich Reduktion

Neutralrot 4 -  7,5 etwa pH 7 schwer
Toluylenblau 16— 18 etwa pj, 8—8,75 leicht

Das Verschwinden von Neutralrot und das Erhaltenbleiben der 
blauen Färbung darf demnach nicht im Zusammenhang mit Redox
erscheinungen gebracht, sondern muß anders gedeutet werden: 

Wie weiter oben gezeigt wurde, sterben die Zellen, die ihr 
Vakuom von Violett auf Blau umgefärbt haben, sämtlich nach 
einiger Zeit ab. Es stellt also wahrscheinlich die Umfärbung von 
Violett auf Blau das a l l e r e r s t e  Anzeichen einer beginnenden 
Nekrose dar. K ü s t e r  (1938) spricht bei Untersuchungen über die 
Farbänderung des roten Anthocyans von Hyacinthus und anderen

21*
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Objekten nach Blau die Vermutung aus, „daß es sich um einen, 
durch das nekrobiotisch veränderte Protoplasma bewirkten Reak
tionswechsel des Zellsaftes handeln möchte“ . Auch bei seinen 
Färbeversuchen mit einem Gemisch von Methylenblau und Neutral- 
rot, wobei sich die Zellen des Wundrandes blau, die übrigen da
gegen rot oder violett färbten, glaubt K ü s t e r  (1942), diese 
Unterschiede auf eine Reaktionsveränderung des Zellsaftes zurück
führen zu können.

Zur Erklärung der Umfärbung violett gefärbter Vakuolen von 
Algenzellen bei Vitalfärbung mit einem Neutralrot-Toluylenblau- 
Gemisch nach Blau, glaube ich mich der Annahme K ü s t e r s  voll 
anschließen zu dürfen. Auch bei den Algenzellen mit blauer 
Vakuolenfärbimg scheint sich der Zellsaft mehr nach der alkali
schen Seite hin verändert zu haben. Dadurch aber erfolgt eine Ver
schiebung des Gleichgewichts zwischen molekularer und disso
ziierter Phase der Farbstoffe zugunsten der molekularen. Da nun 
Neutralrot gegenüber Toluylenblau den niedereren Umschlags
punkt besitzt, wird ersteres bei Erhöhung des pirWertes des Zell
saftes von der dissoziierten in die molekulare Form übergehen und 
durch das Plasma exosmieren. Für Toluylenblau mit dem höheren 
Umschlagspunkt bleibt die Ionenfalle weiterhin bestehen. Durch 
die Exosmose von Neutralrot erscheint die Umfärbung von Violett 
nach Blau verständlich. Nachfolgendes Schema soll die beiden Um
färbungsmöglichkeiten veranschaulichen:

Neutralrot-To luylenblau-Gemisch 
(PH 10 -1 1 )

d
.2*•0

s
03Qh

violette Vakuolenfärbung

Umfärbung der Vakuolen Umfärbung der Vakuolen
nach R o t  nach Bl a u
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Gegen diese Deutung wäre einzuwenden, daß bei den nach Rot 
umgefärbten Zellen das Toluylenblau reduziert worden sein könnte, 
bei den blauen Zellen dagegen nicht. Man könnte annehmen, daß 
vielleicht die blauen Zellen, die ihrem Absterben nicht mehr ferne 
sind, die Reduktionskraft verloren haben oder aber daß durch die 
Erhöhung des pH-Wertes im Zellsaft und dem damit verbundenen 
Abfall des rH-Wertes eine starke Verzögerung in der Reduktion 
des Toluylenblaus eintritt.

Im Zusammenhang mit der Reaktionsänderung des Zellsaftes 
durch das nekrobiotisch veränderte Protoplasma muß nun auf die 
ganz vorne besprochenen Vitalfärbeversuche mit r e i n e m  
N e u t r a 1 r o t zurückgekommen werden. Dort wurde gezeigt, daß 
stärker gefärbte Zellen von Cosmarium tetraophtalmum oder 
Micrasterias truncata nach 3 bis 5 Tagen bei Luftabschluß ab
sterben, daß aber schon lange vor dem Zelltod die roten Vakuolen 
b r a u n r o t  werden und sich zu entfärben beginnen. Auch diese 
Erscheinung beruht aller Wahrscheinlichkeit nach darauf, daß der 
Zellsaft durch b a s i s c h e  S t o f f e ,  die von seiten des nekro- 
biotischen Plasmas in die Vakuole abgegeben werden, a l k a l i 
s c h e r  wird, wobei das Neutralrot nach Braunrot umschlägt und 
schließlich exosmiert. Für diese Annahme sprechen vor allem auch 
die vorne beschriebenen Versuche, wobei bei der Entfärbung einer 
oder mehrerer Wabenvakuolen deren N a c h b a r v a k u o l e n  
e i n e  s t a r k e  Z u n a h m e  i n i h r e r  F a r b i n t e n s i t ä t  er
fuhren. Wahrscheinlich permeiert das, aus efrier Wabenvakuole 
austretende, jetzt molekulare Neutralrot gleich in die anschließende, 
vielfach noch „saure“ Nachbarvakuole und verursacht dort die 
starke Zunahme der Farbintensität.

Besonderer Klärung bedürfen auch die Entfärbeerscheinungen 
der zentrifugierten und nachträglich mit Neutralrot gefärbten 
Pleurotaenium truncatum-Y.Qllen (vgl. K i e r m a y e r 1954). Wie 
ich damals zeigen konnte, entfärben sich bei so präparierten Zellen 
bei vollkommenem Luftabschluß nur die vom verlagerten Chloro- 
plasten weiter entfernten Wabenvakuolen, während die Vakuolen 
in unmittelbarer Nähe des Chloroplasten ihre normale Färbung bei
behalten (Tafel 5, Fig. 6). Färbt man nun Pleurotaenium-Zellen, 
die vorerst zentrifugiert wurden und dadurch den Chloroplasten 
stark zentrifugal verlagert haben, mit einer Mischlösung von 
Toluylenblau und Neutralrot (0,8 cm3 einer Toluylenblau-Stamm- 
lösung 1 1000 +  0,2 cm3 einer Neutralrot-Stammlösung +  1 cm3 
Pufferlösung von pH 1 1 + 5  cm3 Aqua dest.), so zeigen sich sehr 
interessante Färbebilder: Kurz nach der Einfärbung sind alle 
Wabenvakuolen einheitlich violett gefärbt, Beobachtet man solcher
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art gefärbte Zellen jedoch etwa 10 bis 15 Minuten später, so sind 
bei einer großen Anzahl von Zellen die vordersten, d. h. die 
Vakuolen, die am weitesten von Chloroplasten entfernt sind, 
b l a u ,  die danach anschließenden v i o l e t t ,  schließlich die Vaku
olen in unmittelbarer Chloroplastennähe rein r o t  gefärbt (Tafel 5, 
Fig. 5). Je weiter die Vakuolen einer Pleurotaenium-Zelle also 
vom verlagerten Chloroplasten entfernt sind, desto mehr neigen sie 
dazu, sich von V i o l e t t  nach B l a u  hin umzufärben.

Macht man für diese Umfärbung wieder eine Reaktionsände
rung des Zellsaftes verantwortlich, so werden damit die früher ge
machten Beobachtungen über die Entfärbung von neutralrot
gefärbten und zentrifugierten Pleurotaenium truncatum-TjeWen ver
ständlich. Aller Wahrscheinlichkeit nach tritt in den Vakuolen, die 
vom verlagerten Chloroplasten Aveiter entfernt sind, nach längerem 
Luftabschluß eine E r h ö  h u n g d e s pH - W e r t e s  ein, während 
in den Wabenvakuolen in unmittelbarer Chloroplastennähe die ur
sprünglich s a u r e R e a k t i o n  des Zellsaftes erhalten bleibt. Auf 
diese Art Avird es verständlich, daß in den vom Chloroplasten ent
fernten Vakuolen das Neutralrot exosmiert, in den Vakuolen beim 
Chloroplasten aber die Ionenfalle und damit die normale Neutral
rotfärbung erhalten bleibt.

IV. Besprechung und Zusammenfassung.

In vorliegender Abhandlung Avird über Entfärbe- und Um- 
färbeerscheinungen an vitalgefärbten Desmidiaceen-Vakuolen be
richtet, Orientierend Avurden auch Untersuchungen an Epidermis- 
schnitten Â on Allium cepa durchgeführt. Zur Anfärbung der Vaku
olen kamen nur basische, leicht permeierfähige Farbstoffe, die 
gleichzeitig auch Redoxindikatoren darstellen, so vor allem 
Neutralrot, Methylenblau, Toluidinblau, Brillantkresylblau und 
Toluylenblau, zur Verwendung.

Wurde eine Algenprobe, Avelche Zellen mit stark tingierten 
Vakuolen enthielt, mittels eines Deckglases bedeckt und luftdicht 
mit Vaseline abgeschlossen, so zeigten sich nach einiger Zeit auf
fallende Veränderungen des in den Vakuolen gespeicherten Farb
stoffes:

Bei Neutralrotfärbung trat nach 3wöchigem Luftabschluß eine 
U m f ä r b u n  g der vorerst roten Vakuolen nach D o t t e r g e l b  
ein, während sich die mit den oben genannten blauen Farbstoffen 
tingierten Vakuolen in bedeutend kürzerer Zeit v o l l k o m m e n  
e n t f ä r b t e n  (v g l K i e r m a y e r 1954). Da beim Durchsaugen
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einer sauerstoffreichen Lösung (z. B. eines Plasmolytikums) durch 
das Präparat die farblosen Vakuolen sofort wieder ihre ursprüng
liche Färbung annahmen, also keine Exosmose der Farbstoffe statt
fand, ist sowohl die Um- als die Entfärbung der Vakuolen aller 
Wahrscheinlichkeit nach auf eine i n t r a z e l l u l ä r e  R e d u k 
t i o n  d e s  g e s p e i c h e r t e n  V i t a l f a r b s t o f f e s  zurück
zuführen; die Wiederfärbung beim Durchsaugen eines sauerstoff
reichen Plasmolytikums als R e o x y d a t i o n aufzufassen. Auf 
der nachfolgenden, die Versuchsergebnisse zusammenfassenden 
Tabelle ist zu ersehen, daß die E n t f ä r b e d a u e r j e  n a c h  
d e m  rH - W e r t d e s  v e r w e n d e t e n  F a r b s t o f f e s  v e r 
s c h i e d e n  g r o ß  ist, d. h. daß Farbstoffe mit höherem rH-Wert 
in den Vakuolen bei 0 2-Mangel erwartungsgemäß r a s c h e r  redu
ziert werden als solche mit einem niederen Wert,

Diese Regel scheint jedoch nur dann Geltung zu haben, wenn 
die Anfärbung der Vakuolen in einem o r t h o c h r o m a t i s c h e n  
F a r b t o n  erfolgt. Bei m e t a c h r o m a t i s c h  gefärbten Vaku
olen tritt, wie die nachfolgende Tabelle zeigt, eine bedeutende 
V e r z ö g e r  u 11 g in der Reduktion des Farbstoffes ein:

rH Farbstoff, geordnet 
nach steigendem rH

Vakuolen
färbung

Reduktion des 
Farbstoffes nach

4 — 7,5 Neutralrot orthochr. mehreren Tagen
13,5-15,5 Methylenblau orthochr. etwa 15— 20 Min.

Toluidinblau metachr. etwa 120 — 180 Min.
f metachr. etwa 60 Min.Brillantkresylblau ) orthochr. etwa 5 — 10 Min.

16 - 1 8 Toluylenblau orthochr. etwa 5— 10 Min.

Bei metachromatisch gefärbten Vakuolen bleibt daher die An
färbung auch bei stärkerem Sauerstoffmangel noch viel länger er
halten, als es dem Redoxpotential des Farbstoffes entsprechen 
würde. Darauf ist vielleicht auch das Erhaltenbleiben der Färbung 
der metachromatisch tingierten Endvakuolen von Closterien 
(C h 0 1 n 0 k y und H ö f 1 e r 1950, K i e r m a y e r  1954) zurück
zuführen.

Da, wie die Versuche zeigten, Neutralrot nach längerer Zeit 
intrazellulär zu einer g e l b e n  F o r m  r e d u z i e r t  und als 
solche in den Vakuolen gespeichert wird, schienen Vitalfärbever
suche mit Neutralrot, das vorher durch ein chemisches Reduktions
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mittel reduziert wurde (nach C 1 a r k und P e r k i n s  1932 als 
F l u o r e s z e n t X  bezeichnet), von besonderem Interesse.

Es ergab sich, daß Neutralrot mit einem geringen Zusatz von 
R o n g a 1 i t bei Erwärmung in eine gelbe, schon bei gewöhnlichem 
Tageslicht stark grünlich fluoreszierende Reduktionsstufe übergeht 
(C 1 a r k and P e r k i n s  1932). Würde eine Algenprobe mit einer 
solchen Lösung versetzt, so trat bei saurer Reaktion des Farbbades 
nach längerer Zeit eine starke gelbe Membranfärbung, bei alkali
scher Reaktion dagegen eine i n t e n s i v e  d o t t e r g e l b e  
V a k u o l e n f ä r b u n g  ein. Solcherart gefärbte Vakuolen leuch
teten im UV-Licht überaus gleißend g e 1 b g r ü n bis w e i ß g e 1 b. 
Die rote Primärfluoreszenz der Chloroplasten war entweder ge
löscht, oder der Chloroplast leuchtete in einem warmen goldbraunen 
Farbton.

Eine Ausnahme in der Vakuolenfluoreszenz bildeten jedoch 
Netrium digitus und Cylindrocystis Brebissonii, die nach H ö f 1 e r 
und S c h i n d l e r  (1951) und H i r n  (1953) „volle“ , d. h. speicher
stofführende Zellsäfte besitzen. Hier färbten sich die Vakuolen im 
Hellfeld intensiv braunrot, zeigten dagegen im UV-Licht n i c h t  
d i e  g e r i n g s t e  F l u o r e s z e n z .  Auch die Eigenfluoreszenz 
der Chloroplasten war hier stets vollkommen gelöscht.

Orientierend wurden auch die Vakuolen der Außen- und Innen- 
epidermis der Zwiebelschuppen von Allium cepa bei Fluorochro
mierung mit Fluoreszent X  untersucht. Es stellte sich heraus, daß 
die „leeren“ Zellsäfte der Innenepidermis überaus s t a r k  g r ü n 
f 1 u o r e s z i e r t e n, die „vollen“ der Außenepidermis dagegen in 
einem warmen b r a u n e n  Farbton leuchteten. Somit ergibt sich 
bei Flurochromierung mit obigem Farbstoff ein eindeutiger Unter
schied in der Fluoreszenz des vollen Zellsaftes von Netrium und 
Cylindrocystis und des ebenso als „voll“ bezeichneten Zellsaftes 
von Allium. Diese fluoreszenzoptische Eigenschaft darf vielleicht 
als ein erster Ansatz zu einer weiteren Unterteilung der „vollen“ 
Zellsäfte gewertet werden.

Neutralrot in reduzierter Form (Fluoreszent X) stellt somit ein 
tinktionskräftiges, äußerst unschädliches Färbemittel dar. Da es 
schon bei geringer Speicherung stark fluoresziert, ist es zur vitalen 
Fluorochromierung ganz besonders geeignet und empfehlenswert. 
Darüber hinaus kann Fluoreszent X  vermöge seiner leichten Oxy
dierbarkeit auch als Indikator für intrazelluläre Oxydations
prozesse Verwendung finden.

Einer besonderen Untersuchung wurde ferner das für Vital- 
färbeversuche noch wenig verwendete T o l u y l e n b l a u  unter
worfen. Bei der einstweilen nur orientierenden Bestimmung des
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Umschlagspunktes ergab sich, daß dieser, etwas höher als der des 
Neutralrots, ungefähr bei pH 8— 8,75 g’elegen ist. Bei diesem pH löst 
sich Toluylenblau bereits teilweise mit rotem Farbton im Benzol, 
quantitativ geht es jedoch erst im höher alkalischen Bereich, bei 
etwa pH 10,1 bis 11,6, in dieses über. Läßt man eine Stammlösung
1 : 1000 von Toluylenblau etwa 3— 4 Tage lang bei normalem 
Lichtzutritt und Zimmertemperatur stehen, so tritt eine fortschrei
tende Umfärbung der Lösung von Blau nach Violett schließlich 
nach Rot hin ein. Da nach K a r r e r (1950) beim Kochen einer 
Toluylenblau-Lösung durch einen Disproportionierungsvorgang 
Neutralrot entsteht, muß auch diese Umfärbung als eine Umwand
lung des Toluylenblaus in Neutralrot gedeutet werden. In einer 
etwas älteren Toluylenblau-Stammlösung liegt somit stets ein Ge
misch von Toluylenblau und Neutralrot vor, wobei bei „jungen“ 
Lösungen der erste, bei älteren jedoch der letztere Farbstoff über
wiegt.

Vitalfärbeversuche mit einem solchen Gemisch bei alkalischer 
Reaktion des Farbbades ergaben aufschlußreiche Färbebilder: Schon 
nach kurzer Färbedauer zeigten die Vakuolen der meisten Desmidia
ceen allgemein eine leuchtend violette Anfärbung (Mischfärbung 
aus Neutralrot und Toluylenblau). Dieser Farbton blieb jedoch 
nicht lange erhalten, sondern schon nach kurzem Deckglasabschluß 
erfolgte bei einem Teil der Zellen eine Umfärbung nach R o t ,  bei 
anderen Zellen der gleichen Art dagegen nach Blau. Während die 
nach Rot hin umgefärbten Zellen noch viele Stunden, ja oft Tage 
normal lebensfähig blieben, starben die nach Blau umgefärbten 
schon kurze Zeit nach ihrer Farbänderung ab. Unmittelbar nach der 
Umfärbung zeigten aber auch diese blauen Zellen noch Plasma
strömung und gaben normale Plasmolyse. Es muß deshalb ange
nommen werden, daß die Umfärbung nach Blau zwar noch keine 
Letalfärbung, jedoch das a l l e r e r s t e  A n z e i c h e n  einer be
ginnenden Nekrose darstellt. Dabei dürfte, wie auch schon 
K ü s t e r  (1942) annimmt, eine Verschiebung der Zellsaftreaktion 
nach der basischen Seite hin erfolgen, die bewirkt, daß Neutralrot 
mit dem niedrigeren Umschlagspunkt molekular wird und ex- 
osmiert, während für Toluylenblau die Ionenfalle noch weiterhin 
erhalten bleibt. Auf diese Art wird die Umfärbung von Violett nach 
Blau unmittelbar verständlich. Die Verfärbung von Violett nach Rot, 
bei der die Zellen normal lebensfähig bleiben, ist dagegen sicher auf 
die Reduktion des Toluylenblaus zur farblosen Leukobase zurück
zuführen.

Auch die Entfärbung von mit reinem Neutralrot gefärbten 
Vakuolen bei zentrifugierten Pleurotaenium t?'imcatu?n-Ze\len
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(K i e r m a y e r  1954) beruht aller Wahrscheinlichkeit auf einer 
Reaktionsänderung' des Zellsaftes und der damit verbundenen Ex
osmose des Farbstoffes.

Die Methode der simultanen Doppelfärbung mit Toluylenblau 
und Neutralrot zeigt somit noch vor dem Aufhören der Plasma
strömung' und bei normaler Plasmolyse den allerersten Beginn einer 
Nekrose an. Bei weiterem Ausbau der Methodik wird es damit viel
leicht möglich werden, in Zweifelsfällen Nekrose- bzw. Tonoplasten- 
zustände auch vitalfärberisch zu charakterisieren. Auf erste dies
bezügliche Untersuchungen an Spirogyra-Tonoplasten kann aber 
erst in einer weiteren Arbeit eingegangen werden.
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