
Studien an colchizinierten Pflanzen
II. Teil *)

P r o t o p l a s m a t i s c h e U n t e r s u c h u n g e n

Von
Konrad WEISSENBÖCK • ! -

(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universität Graz) ,

E i n f ü h r u n g •
Die Frage nach dem Modus der Wirkung des Colchizins auf die

Pflanzenzelle führt zwangsläufig zur Frage nach der Wirkung auf den
Protoplasten; diese kann mit den Methoden der protoplasmatischen
Pflanzenanatomie erschlossen werden. MAIROLD (1943) vermutet auf
Grund von Plasmolyseform- und Zeitstudien Zustandsänderungen des
kortikalen Cytoplasmas ruhender Pflanzenzellen als Folge der Behand-
lung mit Colchizin.

Die Stomata-Anomalien an colchizinierten Pflanzen, von denen im
I. Teil die Eede war, fordern zu solchen protoplasmatischen Unter-
suchungen förmlich heraus. Es wird im folgenden versucht, die schon von
WEBER (1943) aufgeworfene Frage nach dem protoplasmatischen
Verhalten der zur Dauerzelle gewordenen Spaltöffnungsmutterzellel)
zu klären.

Vor allem handelt es sich um die entwicklungsphysiologisch inter-
essante Frage: „Ist die zur Dauerzelle gewordene Spmz., die durch
die Colchizinierung ihre Teilungsfähigkeit verloren hat, auch proto-
plasmatisch im Zustand einer Mutterzelle stecken geblieben oder hat
sie doch weitere Schritte zur Differenzierung in eine Schließzelle mit-
gemacht?" (WEBER 1943).

Ein günstiges Objekt für Untersuchungen dieser Art sind die
Kotyledonen der Lupine. Erste, orientierende Versuche in dieser Rich-
tung, wurden bereits von KUHLMANN (1945) angestellt.

P e r m e a b i l i t ä t
Für die Betrachtungsweise der protoplasmatischen Pflanzenanatomie

(WEBER 1930 b) ist es von Interesse, ob bzw. wie weit die zur Dauer-
zelle gewordene Spmz. in ihrer plasmatischen Entwicklung den Weg
des Schließzellenplasmas geht.

In Verfolgung dieser Aufgabe wurde zuerst versucht, Einblick in
die Permeabilitätsverhältnisse der an der Teilung verhinderten Spmz.

*) I. Teil: Phyton 1: 282—300.
x) Im folgenden mit Spmz. abgekürzt.
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zu nehmen. Es genügte dabei eine Feststellung der relativen Permea-
bilitätsunterschiede zwischen Spmz. und normalen Schließzellen, die in
ihrer Protoplasmatik, wie bekannt, eine von ihrem Entwicklungszustand
abhängige Sonderstellung unter den Epidermiszellen einnehmen (WE-
BER 1926, 1930 a, 1932, 1940, SCHEITTERER und WEBER 1930,
MEISSNER 1937, REUTER 1928, 1942).

Als Plasmolytikum wurde Harnstoff, für den der Schließzellen-
protoplast im allgemeinen hochgradig permeabel ist, in stark hyper-
tonischer Lösung (1,5 molar) verwendet, für einzelne Versuche auch
Glyzerin. •' :

a) Lupinus albus.

An den colchizinierten Keimblättern der Lupine finden sich aus-
nahmslos nur Spmz. und keine weiteren Entwicklungss<tadien der Stomata.
Um die Plasmolyse der Beobachtung leichter zugänglich zu machen,
wurden die Kotyledonen mit Hilfe der Zentrifugenmethode (WEBER
1927) mit einer Neutralrotlösung (1 :100.000) infiltriert.

Plasmolyse und Deplasmolyse wurde an Flächenschnitten *) der
Oberseite der Kotyledonen laufend beobachtet.

1. V e r s u c h : 14 Tage alte Keimlinge.

K ( = Kontrolle): C (= colchizinierte Pflanze):
Epidermiszellen: Epidermiszellen:
Plasmolyse innerhalb weniger Sekun- Plasmolyse innerhalb weniger Sekun-
den, Krampfplasmolyse den, Konkavplasmolyst
Schließzellen: ' ••'•'->• Spmz.: ;• TMI.. . ; .»
keine Plasmolyse Konkavplasmolyse, Spmz. nach 2 bis 4

Minuten bereits deplasmolysiert

Deplasmolysezeit2) der Epidermiszellen:
etwa 90 Minuten etwa 25 Minuten

2, V e r s u c h : 4 Wochen alte Keimlinge. ; -

K G • " • . .
Innerhalb weniger Sekunden Krampf- Innerhalb weniger Sekunden Konkav-
plasmolyse in Epidermis- und Schließ- plasmolyse der Spmz.
z e l l e n :•••-.•-• . - • . , • . •: - .

1) Das Abziehen der Epidermis ist nur bei den Kontrollen möglich. Die
Epidermis der C-Pflanzen läßt sich auf diese Weise nicht vom darunterliegenden
Gewebe trennen.

2) Deplasmolysezeit im weiteren Sinne, d. h. der Zeitraum vom Einlegen
in das Plasmolytikum bis zur vollständigen Deplasmolyse.
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Plasmolysezeit 45 Minuten ',•.:-..- Spmz. nach 30 Minuten deplasmoly-
siert. (Es haben also die Spmz. ihre
hohe Permeabilität im Gegensatz zu

t .,.., den Schließzellen noch nicht verloren)

Nach 180 Minuten alle Zellen deplas- Nach 90 Minuten alle Zellen deplasmo-
molysiert lysiert

V e r s u c h 2 a: Plasmolytikum Glyzerin. '' "•' " \ : '

R '-, " . " ;i."..V ....
Innerhalb weniger Sekunden Krampfplasmolyse in

Schließzellen und Spmz.
Deplasmoly sezeit:

Schließzellen: 27 bis 31 Minuten Spmz.: 18 bis 26 Minuten
Epidermiszellen: etwa 120 Minuten Epidermiszellen: etwa 80 Minuten

3. V e r s u c h : 5 Wochen alte Keimlinge.

K G ;
Kotyledonen turgorlos, • Kotyledonen voll turgeszent,
gelblich dunkelgrün,

Krampfplasmolyse in Epidermis und Konkavplasmolyse in Epidermis
(Schließzellen und Spmz. j

Plasmolysezeit: . . .

Epidermis- und Schließzellen: Epidermis-und Spmz.: • •: ,
etwa 70 Minuten . .... etwa 10 Minuten . . . ..•; •{,,. ;

Deplasmolysezeit:

etwa 3 Stunden etwa 40 Minuten

b ) Chrysanthemum vulgäre.

1. V e r s u c h : 8 Tage alte, etwa 1 cm hohe Keimlinge. Die ganzen
Pflanzen wurden 2—3 Minuten mit Hilfe der Zentrifugen-Methode
infiltriert. Beobachtet wurde die Epidermis der Mitte der Koty-
ledonen.

K (in Leitungswasser G (0,05 Colchizinlösung)
Krampfplasmolysezeit in den Epidermiszellen in 2 bis 3 Minuten.

Schließzellen keine Plasmolyse j&pmz. Krampfplasmolyse
. . Deplasmolyse der Spmz. -,

20 bis 40 Minuten

Nach 90 Minuten noch Krampfplasmo- Deplasmolyse der Epioermiszellen
lyse . 70 bis 90 Minuten
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2. V e r s u c h : Rascherer Ablauf der osmotischen Vorgänge in der
Blattrandzone.

K C
Nach 2 bis 3 Minuten Konkav- bis Krampfplasmolyse in den Epidermiszellen.
Schließzellen zeigen keine Plasmolyse Spmz. Konkavplasmolysa

nach 50 Minuten Abrundung der Pro- Deplasmolyse der Spmz. 6 bis 10 •
toplasten Minuten

nach 95 Minuten alle Zellen deplasmo- nach 30 Minuten alle Zellen deplasmo-
lysiert lysiert

3. V o r s u c h : 4 Wochen alte, dunkel gehaltene Keimlinge, Kontrollen
5 bis 8 cm, C-Pflanzen 2 cm hoch.

K C
Nach etwa 15 Minuten schwache Kon- Spmz. Konvexplasmolyse, Protoplast
vexplasmolyse in den Schließzellen, allseitig abgehoben
Abhebung des Protoplasten an den
Polen * '• ; ' * • • = • ' • • ' •

Plasmolysezeit der Epidermiszellen Plasmolysezeit 20 Minuten
40 Minuten ' • < • : • . - . • , • ;- •• ' ;

j\

Schließzellen uneinheitlich . . Spmz. verhalten sich wie die ( ,: v

. . .: . - .;. ;. Epidermiszellen

3 a. V e r s u c h mit Glyzerin:

K G
Plasmolyseform und -zeit in Epidermiszellen, Schließzellen und Spmz. ungefähr

gleich
Deplasmolysezeit der Schließzellen Deplasmolysezeit der Spmz. und
50 Minuten Epidermiszellen 90 Minuten
Deplasmolysezeit der Epidermiszellen
90 Minuten . .

Der Grund für das nicht ganz einheitliche Ergebnis der Chrysan-
themum-Versuche ist wohl in den Unterschieden der einzelnen Zonen
der Keimblätter zu sehen. So finden wir am Blattgrund der Kontrollen
noch jüngere Stadien von Spaltöffnungen mit eben entwickelter Spalte.
Die Plasmolyse- und Deplasmolysezeit ist hier eine völlig andere als
in der Blattmitte.

c) Phaseolus v ul g ar is.

Die Primärblätter der Bohne, die keine einheitliche Reaktion bezüg-
lich der Ausbildung des Spaltöffnungsapparates zeigen, sind für Per-
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meabilitätsstudien schlecht geeignet. Trotzdem konnten einige Beobach-
tungen gemacht werden, die zur Ergänzung der bisher gewonnenen
Ergebnisse von Wert sind.

Plasmolyse und Deplasmolyse in 1,5 mol Harnstofflösung *
K C
Keine Plasmolyse in den vollentwickel- „Große Spaltöffnungen" keine Plasmo-
ten Schließzellen, jüngere Stadien lyse,
(3. Stadium nach REUTER 1942) Spmz. (mit Chloroplasten!) Konkav-
lassen sich plasmolysieren. Abhebung plasmolyse
an den Polen der Schließzellen

Schließzellen ohne Chloroplasten ver-
Deplasmolysezeit halten sich wie Epidermiszellen
20 bis 30 Minuten

.( Deplasmolysezeit der Spmz. 30 bis
; 50 Minuten.

Epidermiszellen Konkavplasmolyse .
Deplasmolysezeit: 2 bis 3 Stunden.

Ein einwandfreier Vergleich ist infolge des unregelmäßigen Ablaufs der
Vorgänge in vielen Fällen unmöglich.

K
Plasmolyse und Deplasmolyse in Glyzerin.

0
Vollentwickelte Schließzellen
Konvexplasmolysa

Deplasmolysezeit: 12 Min.

jüngere Stadien:
Konvexplasmolyse

Deplasmolysezeit: Über 20. Min.

Vollentwickelte Schließzellen sowie
auch die im 3. Stadium stehenden,
Konvexplasmolyse

Deplasmolysezeit: ca. 8 Min.

Spmz. konvex plasmolysiert

Deplasmolysezeit: Über 20. Min.

Epidermiszellen: Krampf plasmolyse

Die Ergebnisse der vorliegenden Permeabilitätsversuche fügen sich
gut in den Rahmen der bestehenden Anschauungen über die Zusammen-
hänge von Entwicklungszustand und Permeabilität. Für verschiedene
Fälle von phylogenetischem Funktionsverlust der Schließzellen zeigten
MEISSNER (1937) und REUTER (1938), daß die protoplasmatischen
Sondereigenschaften ganz oder zumindest zum Teil erhalten bleiben.

Daß die Permeabilität vom Ablauf der ontogenetischen Entwicklung
weitgehend abhängt, geht bereits aus den Versuchen von WEBER (1931,
1932, 1940) hervor. REUTER (1942) bringt eine klare Darstellung der
Verhältnisse an Polypodium. Das Protoplasma verhalten der Schließzelle
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steht in deutlicher Abhängigkeit vom Entwicklungszustand der Stomata;
diesen untergliedert REUTER in vier Stufen: Die vollentwickelte,
funktionierende Schließzelle zeigt die höchste Permeabilität für Harn-
stoff und auch für verschiedene andere Stoffe, Schließzellen mit zwar
schon ausgebildeter Spalte, jedoch noch nicht von voller Größe haben
eine etwas geringere, 2 zellige Entwicklungsstadien ohne Spalte eine
noch geringere; die geringste Permeabilität weist schließlich die Spmz.
auf, sie ist aber immerhin mehr durchlässig als die Epidermiszellen.

Bereits MAIROLD beobachtete nach direkter Colchizineinwirkung
eine starke Verkürzung der Plasmolysezeit und im allgemeinen auch der
Deplasmolysezeit. Übereinstimmend damit erfolgte auch bei unseren Ver-
suchen (als Nachwirkung der C-Behandlung während der Quellung der
Samen) eine raschere Abrundung der Protoplasten und in der Regel
auch eine wesentliche Verkürzung der Deplasmolysezeit.

Im Vordergrund unseres Interesses stand jedoch die Frage nach der
Permeabilität der an der Teilung verhinderten Spmz.

Die Lupinen-Versuche zeigten, daß die zur Dauerzelle gewordene
Spmz. nicht den vollen Grad der Permeabilität wie die normale
Schließzelle erreicht, sich aber doch weitgehend der vollentwickelten
Schließzelle in ihrer hohen Permeabilität nähert.

Mit dem Älterwerden der Kotyledonen erfolgt eine Angleichung der
Permeabilität der Schließzellen und auch der Spmz. an die der Epider-
miszellen; eine Gesetzmäßigkeit, die den bereits von WEBER (1932) an
.ßammcM/ws-Schließzellen beobachteten Vorgängen entspricht.

Ein ähnliches Verhalten zeigen auch die Kotyledonen von Chrysan-
themum vulgäre. Bei diesem Objekt scheint die Spmz. in ihren Proto-
plasmaeigenschaften etwas mehr an die Epidermiszelle angeglichen. Die
hochgradige Permeabilität der normalen Schließzellen der Kotyledonen
verringert sich mit dem Älterwerden der Keimlinge; ihre Deplasmolyse-
zeit wird halb so lang wie die der Epidermiszellen. Die Spmz. von gleich
alten C-Pflanzen haben sich in ihrer Permeabilität den Epidermiszellen
vollkommen angeglichen. Die allgemeine Permeabilitätserhöhung nach
Colchizinbehandlung unterbleibt bei Kultur der Versuchspflanzen im
Dunkeln. . '• ,::. •

Der Vergleich der Schließzellen und Spmz. an den Primärblättern
der Bohne ergibt, daß die Spmz., auch wenn sie normale Chloroplasten
entwickeln, in Harnstofflösung Plasmolyse zeigen. Diese geht allerdings
hier merklich rascher zurück als an den Epidermiszellen. Schließzellen
ohne Chloroplasten, die sich unter den abnormalen Formen zuweilen
fanden, verhalten sich wie gewöhnliche Epidermiszellen.

Vollentwickelte Schließzellen sind sowohl bei den Kontrollen als
auch bei den C-Pflanzen für Harnstoff vollkommen, für Glyzerin wesent-
lich stärker als die Epidermiszellen permeabel. -i••• » . '
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Abschließend sei besonders auf die offensichtliche Parallelität der
Änderung der Viskosität und Steigerung der Harnstoffpermeabilität hin-
gewiesen. Dieses Verhalten wurde nach Äthereinwirkung von HÖFLER
und WEBER (1926) an Callisia beobachtet. Daß auch die Colchizinie-
rung, deren Wirkung sich im Gegensatz zur reversiblen Äthernarkos©
„auf Lebensdauer" erstrecken kann, das gleichzeitige Auftreten zweier
charakteristischer Zustandsänderungen des Protoplasmas zur Folge hat,
erscheint besonders bemerkenswert.

Inwieweit Schließzellen und Spmz., deren Permeabilität und Vis-
kosität anderen Gesetzmäßigkeiten zu folgen scheinen (WEBER 1932),
von dieser Regel abweichen, wurde nicht weiter verfolgt.

Im Zusammenhang mit dem von der Regel abweichenden Ausgang
der Dunkelversuche sei auf die Befunde von BELEHRADEK (1924)
hingewiesen, der einschneidende Änderungen des kolloiden Zustandes
des Protoplasmas mit der Tätigkeit des Chloroplasten in Zusammenhang
bringt. v-; . , ... . . . . . .

Osmotischer Wert
Daß der osmotische Wert in den Schließzellen höher ist als in den

Epidermiszellen, wurde schon von SCHWENDENER (1881) angenom-
men. ILJIN (1915) erbrach'te den Nachweis, daß der osmotische Wert
bei geöffneter Spalte weit höher als in den übrigen Zellen des Blattes
werden kann, hingegen erfolgt mit dem Spaltenschluß eine Angleichung
des osmotischen Wertes der Schließzellen an den der übrigen Zellen.
Unsere Versuche sollten zur Charakteristik der Spmz., bzw. zu ihrem
Vergleich mit den normalen Schließzellen in Bezug auf den osmotischen
Wert beitragen.

Die osmotischen Werte wurden an Flächenschnitten der Oberseite
von Lupinen-Kotyledonen mit Hilfe von Rohrzuckerlösungen nach der
Grenzplasmolyse-Methode (FITTING) bestimmt. Die einzelnen Ver-
suchsserien wurden stets zur gleichen Tageszeit angestellt, um eventuelle
tagesrhythmische Unterschiede zu vermeiden. .

Versuche mit Lupinus albus (Kotyledonen) =.-,-•••

1. V e r s u c h : 8 Tage alte Keimlinge.

Osmotische Werte bei Grenzplasmolyse im GM Rohrzucker.

K C
• Epidermiszellen: " ' 0,45 0,55

Schließzellen: 0,85 ' Spmz.: 0,9

2. V e r s u c h : 3 Wochen alte Keimlinge.
K 0 • ; '

Epidermiszellen: 0,47 '" : 0,6 : •
Schließzellen: ? • 0,6 Spmz.: 0,75

©Verlag Ferdinand Berger & Söhne Ges.m.b.H., Horn, Austria, download unter www.biologiezentrum.at



141

3. V e r s u c h : 4 Wochen alte Keimlinge. " v •

K C
Epidermiszellen: 0,45 0,5
Schließzellen: 0,57 Spmz.: 0,8

4. V e r s u c h : 7 Wochen alte Keimlinge. ' ; "' •
K: Kotyledonen gelb, schlaff und weich.
C: Kotyledonen grün, voll turgeszent.

K G
Epidermiszellen: 0,32 0,47
Schließzellen: 0,6 Spmz.: 0,68

5. V e r s u c h : Kotyledonen 8 bzw. 12 Tage dunkel gehalten.

K G
Epidermiszellen: QMS 0,5
Schließzellen: 0,75 Spmz.: 0,75

In der Regel geht also als Folge der Colchizinierung eine Erhöhung
der osmotischen Werte in allen Zellen der Epidermis vor sich. Ab-
weichend davon ist das Ergebnis der Dunkelversuche.

Obwohl die Kotyledonen der colchizinierten Keimlinge zu einer Zeit,
in der die der Kontrollen infolge Alterung schon turgorlos werden, noch
vollkommen turgeszent sind, sinkt der osmotische Wert in den Spmz.
gleichlaufend mit dem Abfall in den Schließzellen der Kontrollpflanzen.

Übereinstimmend zeigt sich also bei allen Versuchen, daß der osmo-
tische Wert in den Spmz. in gleicher Weise wie bei den normalen
Schließzellen höher als der osmotische Wert der Epidermiszellen ist.

Stärkegehalt
Die Schließzellen der Spaltöffnungsapparate zeigen in der Regel

(Ausnahmen bei KELLE 1934, REUTER 1942) einen mit dem Öffnungs-
zustand der Stomata in Beziehung stehenden Stärkegehalt, der experi-
mentell (z. B. durch Belichtung oder Verdunkelung) beeinflußt werden
kann (LLOYD 1908, ROSING 1908, ILJIN 1915, weitere Literatur bei
STRUGGER und WEBER 1926). Es war nun von Interesse, wie sich
die in ihrer äußeren Form im Stadium der Spmz. steckengebliebenen
Zellen, die so wie die Schließzellen Chloroplasten ausbilden, in dieser
Hinsicht verhalten.

&)Lupinus albu s
Die Kotyledonen der Lupine erwiesen sich für vergleichende Stärke-

untersuchungen als wenig geeignet, da sich die Chloroplasten in Schließ-
zellen und Spmz. häufig nur sehr schwach entwickeln. Es wurden aber
doch mit dieser Pflanze einige Versuche durchgeführt.
Versuch: 8 Tage alte Keimlinge; Epidermis der Kotyledonen-Oberseite.
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Spmz. und Schließzellen sind im Licht stärkefrei. Nach 24- und
48stündiger sowie 4tägiger Verdunkelung erscheinen Spmz. und Schließ-
zellen nach Behandlung mit Jodchloralhydrat schwach violett getönt.

b ) P h a s e o l u s v u l g a r i s •••'•;•••••;•.•.

Untersucht wurden Flächenschnitte der Primärblätter. Die colchi-
zinierten Pflanzen zeigten außerordentlich starke Reaktion: Hypokotyl
stark verdickt, gestaucht (auch bei den etiolierten Objekten!). Primär-
blätter klein, verdickt mit starker Nervatur. Besonders über den Blatt-
nerven finden wir Spmz. ., . .

1. V e r s u c h : Etiolierte Pflanzen. " ; /
K G -
In den Schließzellen außerordentlich In den Spmz. außerordentlich viel
viel Stärke Stärke

2. V e r s u c h : Pflanzen im normalen Lichtrhythmus gewachsen,
48 Stunden verdunkelt.

;. .. , TT. .: Primärblätter - . , . • : •->• .:•
K ' C
Schließzellen sehr viel Stärke Schließzellen und Spmz. außerordent-

lich viel Stärke • • . , T

H y p o k o t y l •'. *;•.; :••:•• . •
K C • • " • • • "

Schließzellen viel Stärke .,..*•• •. Spmz. außerordentlich viel Stärke

Es kann nicht entschieden werden, ob dunklere Färbung nach der
Jodchloralhydrat-Reaktion nur auf die stärkere Zusammenballung der
Chloroplasten in den Spmz. oder auf einen erhöhten Stärkegehalt zurück-
zuführen ist.

3 V e r s u c h : 8 Tage lang verdunkelte Pflanzen, 3 Tage vor der
Untersuchung im normalen Lichtrhythmus gehalten.
Zeitpunkt der Untersuchung: 10 Uhr vorm. (sonniger Tag).

K G
Vollentwickelte Schließzellen deutlich Spmz. außerordentlich viel Stärke
Stärke
Jüngere Entwicklungsstadien zeigen Abnorm große Stomata außerordent-
wenig Stärke lieh viel Stärke

c ) P h a s e o l u s c o c c i n e u s ( P r i m ä r b l ä t t e r )

1. V e r s u c h : Im normalen Tageswechsel kultivierte Keimlinge.
K _ . C
Schließzellen deutlich Stärke '"' ' Schließzellen normaler Größe deutlich

- • '•• • '• Stärke

stark vergrößerte Stomatazellen sehr
•'••' • " i ' \7{ \ i '•)•'• :•.-. '•'•- v i e l S t ä r k e
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2. V e r s u c h : Nach 48stündiger Verdunkelung der Keimlinge keine
merkliche Veränderung.

Nach diesen Versuchen ist eine Stellungnahme zu der Frage nach
dem Stärkeauf- und -abbau in den Spmz. nicht möglich. Sicher ist Fol-
gendes: Die Spmz. sind sowie die Schließzellen befähigt, im Dunkeln
in ihren Chloroplasten Stärke zu bilden.

d) Helianthus annuu s (Kotyledonen)

Die infolge Colchizinieriing stark gestauchten Helianthus-Keimlinge
erwiesen sich als ein ausgezeichnetes Objekt zur Klärung der Frage
nach dem Stärkevorkommen in Schließzellen und Spmz. Die Kotyle-
donen der C-Pflanzen sind etwas größer als die der Kontrollen und
lassen keine Nervatur erkennen. An der Unterseite der Keimblätter
finden wir normale Stomata, daneben aber eine große Mannigfaltigkeit
von abnormen Formen; Spmz., Zwillinge, Drillinge und ganz bizarre
Formen.

1. V e r s u c h : 4 Wochen alte Keimlinge, mehrere Tage verdunkelt,
Epidermis der Blattunterseite.

K C
Große vollentwickelte Sehließzellen Große Spmz. mit Chloroplasten enthal-
deutlich Stärke ••• ten deutlich Stärke
Kleine Stomata stärkefrei Kleine Spmz. ohne Chloroplasten

keine Stärke

2. V e r s u c h : Colchizinierte Pflanze 48 Stunden verdunkelt, Unterseite
der Kotyledonen.
Sowohl Spmz. als auch Schließzellen führen deutlich Stärke.

3. V e r s u c h : Lichtversuch, 12 Uhr mittags, hellstes Sonnenlicht.

Schließzellen stärkefrei , Spmz. und Schließzellen deutlich
Spalte offen . Stärke

Versuchswiederholung am folgenden Tag: *

K c ;
Spalte weit offen, in den Schließzellen Schließzellen und Spmz. deutlich
Spuren von Stärke .• Stärke

Bei den Kontrollen ist die Abnahme der Stärke in den Schließzellen
bei Belichtung deutlich zu erkennen. Ob der noch deutlichere Ausfall
der Stärkereaktion bei den C-Pflanzen auf einem tatsächlichen Mehr an
Stärke beruht, oder nur optisch durch die engere Zusammenballung der
Chloroplasten vorgetäuscht ist, kann nicht entschieden werden.
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Sicher erscheint, daß die Spmz. bei Helianthus genau so wie die
normalen Schließzellen in den jüngeren Entwicklungsstadien nicht oder
nur schwach befähigt sind (REUTER 1942) Stärke zu bilden und daß
mit fortschreitender Entwicklung der Chloroplasten die Fähigkeit der
Stärkebildung im Dunkeln zur Entwicklung kommt.

Ob es in der colchizinierten Pflanze zu einer Steigerung der Stärke-
bildung kommt oder ob eine Hemmung des Abbaus im Licht erfolgt,
bleibt noch an günstigeren Objekten zu klären.

4. Vitalfärbung
" Die Schließzellen färben sich, wie bekannt (LINSBAUER 1927,

WEBER 1929, 1933, PEKAREK 1933) mit Neutralrot und anderen
Farbstoffen in charakteristischer Weise. Im Rahmen dieser Unter-
suchungen war es von Interesse, wie weit auch die stationären Spmz.
diese Eigenheiten der Färbbarkeit aufweisen.

a) Phaseolus vul g aris
1. V e r s u c h : Primärblätter wurden mit einem Farbstoffgemisch

(Neutralrot und Methylgrün [WEBER 1933] 1 :10.000, Farbe der
Mischung violett) nach der Zentrifugen-Methode infiltriert. Die
Blätter blieben dann in der Farblösung liegen und wurden 16 Stun-
den nach der Infiltration mikroskopisch untersucht.
Schon makroskopisch ist zu erkennen, daß die Blätter der C-Pflan-

zen den roten Farbstoff intensiv aufgenommen haben. Im durchfallenden
Licht oder auf weißer Unterlage erscheinen sie dunkelrot getönt, wäh-
rend die Kontrollen grün geblieben sind. ^

K C
Schließzellen ungefärbt In den Schließzellen Neutralrot-

' " ' » " Speicherung in Tröpfchenform

2. V e r s u c h : Primärblätter 24 Stunden im Farbstoffgemisch.

Blattoberseite . , . .
K C
Epidermiszellen schwach rötlich, Epidermiszellen deutlich rot gefärbt,
in der Nähe der Drüsenhaare stärker Farbstoff z. T. ausgefallen
gefärbt Schließzellen dunkelrot
Schießzellen ungefärbt

Blattunterseite
K 0
Schließzellen ungefärbt •:•:•• • Schließzellen hell- bis dunkelrot
3. V e r s u c h : Primärblätter 48 Stunden im Farbstoffgemisch. -
K G
Blatt grün mit schwachroter Tönung Blatt dunkelrot getönt, Blattnerven

.•—...•• /. .-. • • • . • . . ' . - • • • ; • * • g r ü n . ; - - . ( . i - . - j U i - - , • • ; • • : . 1 ; - •-• • ; '
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Blattoberseite
K ! ' G • • • • • • ; • •

Epidermiszellen: Epidermiszellen:
deutliehe Rotfärbung intensive Neutralrotspeicherung
Sehließzellen ungefärbt Schließzellen ungefärbt

Blattunterseite

K 4 O
Schlieflzellen ungefärbt . Schließzellen lachsrot

(Farbstoff in großen Kugeln) ' * •

Aus diesen Versuchen, die im weiteren Verlauf mit einigen anderen
Farbstoffen und auch bei geändertem pH wiederholt wurden, geht her-
vor, daß sich die Zellen der colchizinierten Pflanzen durch eine erhöhte
Vitalfärbung auszeichnen. Verbunden ist damit eine deutliche Abnahme
der Resistenz gegen die schädigende Wirkung der Farbstoffe.

b) Lu pinu s (Kotyledonen)

Die Färbung der Schließzellen mit Neutralrot wurde von PEKAREK
(1933) an Rumex acetosa einem eingehenden Studium unterzogen. Die
relative Unschädlichkeit dieses Farbstoffes und seine Eigenschaft als
Indikator machen ihn für die Vitalfärbung besonders geeignet.

Für uns stand die Frage nach dem Verhalten der stationären Spmz.
im Vergleich zur normal entwickelten Schließzelle im Vordergrund. Als
besonders geeignetes Objekt erwiesen sich die Lupinen-Kotyledonen.

1. V e r s u c h : Ganze Kotyledonen (colchizinierte und Kontrollen)
wurden mit Neutralrotlösung (1 :10.000) infiltriert und verdunkelt.
Untersucht wurden Flächenschnitte der Kotyledonenoberseite nach
12 S tunden . •-• . . , • .- • • - , . • . . : - .

K " • . 0 '
Sehließzellen ungefärbt Spmz. ungefärbt
Die an die Schließzellen grenzenden Nebenzellen und die übrigen Epider-
Epidermiszellen stark rot gefärbt. In- miszellen wie bei K.
tensität der Färbung mit der Entfer-
nung von den Spaltöffnungen abneh-
mend

Neutralrot-Methylgrün-Gemisch (1 :10.000, dest. Wasser) Kurzfärbung.

Flächenschnitte der Oberseite der Kotyledonen wurden in das Farb-
stoffgemisch Neutralrot und Methylgrün (WEBER 1933) eingelegt
und zwei bis drei Stunden später beobachtet. Das Ergebnis war über-
raschend:

10
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EL 0
Epidermiszellen und Schließzellen Schnittmitte: Epidermiszellen rotviolett,
rotviolett gefärbt . Spmz. blaßgrün, an den Schnitträndern

; sind die Epidermiszellen tot, ungefärbt,
i '! V Spmz. rotviolett gefärbt,

nach 5 Stunden: "

K G
Epidermiszellen und Schließzellen Epidermiszellen rotviolett, ...
(Tröpfchenspeicherung) rotviolett Spmz. blaugrün.

Langfärbung
Ganze Kotyledonen wurden nach Infiltration 12 Stunden (über

Nacht) im Farbstoffgemisch belassen. :• < \- •
K 0
Intensive Neutralrot-Speicherung in mittlere bis intensive Neutralrot-
den Nebenzellen, in vielen Fällen auch Speicherung in den Nebenzellen.
in den Nachbarzellen der Nebenzellen.
Schließzellen zeigen schwächere, aber Färbung der Spmz. nicht oder nur
im Farbton ganz gleiche Färbung sehr schwach erkennbar.

Bei Kurzfärbung verhalten sich die Spmz. anders als alle übrigen
Zellen: Sie speichern Methylgrün im Zellsaft, im Gegensatz zu den
anderen Zellen, welche in erster Linie aus dem Gemisch Neutralrot auf-
nehmen. Bei der Langfärbung (Infiltration ganzer Kotyledonen) zeigen
die Spmz. geringere Färbbarkeit mit Neutralrot, Aufnahme von Methyl-
grün erfolgt nicht.

In Analogie zu den Versuchen von PEKAREK (1933) mit Rumex
acetosa zeigt sich, daß auch an den Lupinen-Kotyledonen die Neutralrot-
färbung an den Nebenzellen von Schließzellen und auch Spmz. (!) am
raschesten und intensivsten erfolgt. Die Ursache dafür sieht PEKAREK
in den anatomischen Verhältnissen: „ . . . lediglich die an die Atemhöhle
grenzenden Nebenzellen bieten verhältnismäßig große, den Farbstoff durch-
tritt kaum behindernde Membranflächen dar." Nachdem die Farblösung
nach Infiltration alle Interzellularen, in unserem Falle auch die nach
außen vollkommen abgeschlossene Atemhöhle (vgl. Abb. 15 d) erfüllt,
kann diese Erklärung auch für die colchizinierten Pflanzen gelten.

Die Ergebnisse der Kurzfärbung im Farbgemisch Neutrairot-Methyl-
grün deuten darauf hin, daß trotz der weitgehenden protoplasmati-
schen Ähnlichkeit von Schließzellen und Spmz. doch gewisse Unter-
schiede bestehen müssen, deren Natur allerdings noch nicht erkannt
werden kann. Die schwächere Färbbarkeit bei der Langfärbung könnte
durch eine geringere Permeabilität der Spmz. verursacht sein, was auch
mit dem Ergebnis der Harnstoffversuche übereinstimmen würde.
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B e s p r e c h u n g d e r E r g e b n i s s e
Die formbestimmende Wirkung des Colchizins beschränkt sich nur

auf wachstumsfähige Zellen. Wir können hier von einem Wirkungsfeld
sprechen, das sich nur in der ersten Jugendentwicklung des Keimlings
auf die ganze Pflanze erstreckt; hat diese jedoch einen späteren Ent-
wicklungszustand erreicht, so beschränken sich die Wirkungen nun
mehr auf die meristematischen Herde, deren Differenzierung weitgehend
beeinflußt wird. Das Cytoplasma wird durch die C-Behandlung jedoch in
allen, auch in den nicht wachsenden Zellen verändert. Die C-Effekte an
den nicht wachstumsfähigen Zellen werden allerdings erst auf dem
Wege protoplasmatischer Untersuchungen nachweisbar.

Die regelmäßig zu beobachtende Verkürzung der Plasmolysezeit
(Rundungszeit der Protoplasten) kann als Folge einer Viskositätser-
niedrigung des Cytoplasmas gedeutet werden *). Die zweite auf plasmo-
lytischem Wege feststellbare Plasmaveränderung besteht in der Erhö-
hung der Permeabilität für Harnstoff und Glyzerin, die sich immer in
einer starken Verkürzung der Deplasmolysezeit auswirkt. Wir gehen
kaum fehl, wenn wir eine allgemeine Erhöhung der Permeabilität colchi-
zinierter Pflanzenzellen in Erwägung ziehen, zumal auch die Ergeb-
nisse der Färbungsversuche darauf hindeuten. Als Drittes sei die Er-
höhung des osmotischen Wertes der Epidermiszellen der C-Pflanzen
besonders hervorgehoben. Diese Befunde lassen sich mit den Angaben
GUINOCHETs (1940), der an colchizinierten Wurzelzellen bedeutend
erhöhte osmotische Werte beobachtete, in Einklang bringen. Zur
Klärung dieser Steigerung des osmotischen Wertes in den Zellen colchi-
zinierter Pflanzen bedarf es noch weiterer Untersuchungen. Sicherlich
ändert sich auch sonst die Lebenstätigkeit der Pflanzenzelle nach Colchi-
zinierung, wofür die enorme Steigerung des Askorbinsäuregehaltes
(MAIROLD und gelegentliche eigene Untersuchungen) als ein Kriterium
gelten kann. Möglicherweise läßt sich auch die fallweise beobachtete
Steigerang der Stärkebildung in diese Zusammenhänge eingliedern. Da
es sich bei unseren Versuchen im allgemeinen nicht um polyploide Zel-
len handelte, soll zu den Befunden BECKER (1931), SCHLÖSSER
(1936), GYÖRFFY (1941), wonach polyploide Pflanzen in der Regel
über niedrige osmotische Werte verfügen, nicht Stellung genommen
werden.

Die einleitend aufgeworfene Frage nach der protoplasmatischen
Entwicklung der an der Teilung gehinderten Spmz. ließ sich mit Hilfe
der vorliegenden Untersuchungen klären.

Während die Gestaltimgspotenz der embryonalen Spmz. dem Col-
chizin vollkommen unterliegt, bleibt das Cytoplasma seiner Determina-

*) WADA (1940) erschließt eine Abnahme der Viskosität des Plasmas
aus der Beschleunigung der Granulenbewegung. ;*•_. , ,

10*
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tion treu und wird — wenn auch häufig in einer etwas abgeschwächten
Form — doch zu einem Schließzellenplasma.

In Übereinstimmung mit den Fällen phylogenetischen Funktions-
verlustes (MEISSNER 1937, REUTER 1938) aus welchen hervorgeht,
daß die plasmatischen Sondereigenschaften der Schließzellen auch in
diesen Fällen mehr oder minder erhalten bleiben können, läßt sich fol-
gendes sagen: Auch bei der durch Colchizin künstlich hervorgerufenen
Verhinderung der normalen Entwicklung der Schließzellen differenziert
sich in der älter werdenden Spmz. das Cĵ toplasma zum Schließzellen-
plasma.

Wir können annehmen, daß die protoplasmatischen Sondereigen-
schaften der Schließzellen bereits in der Spmz. determiniert sind und
sich dann trotz Verhinderung der Teilung der Spmz. und dem Unter-
bleiben der Bildung funktionsfähiger Schließzellen weiter ausprägen.
In einem Zusammenhang, über dessen Natur allerdings nichts ausgesagt
werden kann, mit dieser Entwicklung steht offenbar die Ausbildung
(vgl. REUTER 1942) und wahrscheinlich auch die Funktion der Chloro-
plasten in den Schließzellen, bzw. Spmz. Gelegentlich vorkommende
Schließzellen, die keine Chloroplasten besitzen, verhalten sich proto-
plasmatisch wie Epidermiszellen.

WEBER (1930 b) sieht eine der wichtigsten Aufgaben der „proto-
plasmatischen Pflanzenanatomie" in der Aufdeckung physiologischer
Ungleichheit morphologisch gleicher Zellen. Im vorliegenden Fall haben
wir nun den umgekehrten Fall realisiert: Protoplasmatische (physiolo-
gische) Gleichheit (in Bezug auf osmotischen Wert, Permeabilität und
anderer Eigenschaften) bei morphologischer Ungleichheit.

Z u s a m m e n f a s s u n g
I. Nach Behandlung keimender Samen verschiedener Pflanzen mit

Colchizinlösungen war an den Epidermiszellen der Kotyledonen (bei
Phaseolus in denen der Primärblätter) folgender Effekt festzustellen:

1. Eine bedeutende Verkürzung der Plasmolysezeit, ein Befund der
auf Verringerung der Viskosität des Cytoplasmas hindeutet.

2. Eine bedeutende Verkürzung der Deplasmolysezeit in Harnstoff-
und Glyzerinlösungen; die Ursache kann in einer Erhöhung der Per-
meabilität gesehen werden.

3. Eine Erhöhung der Fähigkeit der Aufnahme für Neutralrot und
andere Vitalfarbstoffe.

4. Eine Erhöhung des osmotischen Wertes.

II. Was die Spmz. betrifft, so wurde folgendes ermittelt:
1. Die Harnstoffpermeabilität der persistierenden Spmz. ist höher

als die der übrigen Epidermiszellen — allerdings nicht ganz so hoch
wie die normaler Schließzellen.
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2. Mit dem Altern der Keimblätter nimmt die Harnstoffpermeabilität
der Spmz. wie in den Schließzellen ab und gleicht sich derjenigen der
übrigen Epidermiszellen vollkommen an.

3. Der osmotische Wert der Spmz. ist in analoger Weise wie der der
Schließzellen wesentlich höher als in den übrigen Epidermiszellen.

4. Mit dem Altern der Keimblätter nimmt der osmotische Wert der
Epidermiszellen und Schließzellen, in den colchizinierten Pflanzen der
osmotische Wert der Spmz. und der Epidermiszellen in gleicher Weise ab.

5. Die Chloroplasten der Spmz. sind ebenso wie die der Schließ-
zellen befähigt, im Dunkeln Stärke zu bilden. In einzelnen Fällen hat
es den Anschein, als ob in den C-Pflanzen in den Spmz. mehr Stärke
gebildet würde als in den Schließzellen der Kotyledonen normaler
Pflanzen.

6. Bei einem annähernd gleichen Verhalten bei Vitalfärbung mit
Neutralrot zeigen sich bei Verwendung eines Neutralrot-Methylgrün-
gemisches Unterschiede zwischen Spmz. und Schließzellen; sie kommen
in einer verschiedenen Aufnahmefähigkeit für Methylgrün zum Aus-
druck.

7. In der Diskussion wird besonders auf die weitgehende protoplas-
matische Ähnlichkeit zwischen den Dauer-Spmz. und den normal ent-
wickelten Schließzellen hingewiesen.
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