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Seit ihrer ersten Anwendung durch PreErFrFer 1886 hat sich die
Vitalfirbung in der experimentellen Zellphysiologie und Protoplasmatik
immer mehr als unentbehrliches Hilfsmittel erwiesen. Heute gehort
diese Methode neben Plasmolyse, Zentrifugieren und Mikrochirurgie
zu den wichtigsten Arbeitsbehelfen jedes Zellphysiologen. Ermoglicht
doch gerade die Vitalfdrbung in anschaulichster Weise den Eintritt und
die Speicherung von Farbstoffen in lebenden Zellen zu studieren. Be-
ziiglich der umfangreichen Literatur sei auf die neueren Darstellungen
bei BROOKS-MOLDENHAUER 1941, GuILLIERMOND 1941, DANGEARD 1947,
STRUGGER 1949 und die Arbeiten von DrAWERT 1940, 1941, 1948, und
HOFLER 1947, 1951 verwiesen.

Das Wesen der Vitalféirbung liegt kurz in folgendem: Ein pflanz-
liches Objekt wird in eine Farbstofflésung geeigneter Konzentration ein-
gelegt. Soll es nun zu einer vitalen Farbung des lebenden Protoplasten
kommen, so mull der Farbstoff durch die Zellmembran, die dabei selbst
auch gefirbt werden kann, und die duBere Plasmagrenzschicht in das
Zytoplasma und weiter durch den Tonoplasten in den Zellsaft eintreten
kionnen. Voraussetzung fiir eine vitale Farbung ist also die Intrabilitat,
bzw. Permeabilitit der lebenden Zelle fiir den betreffenden Farbstoff,
Der Eintritt des Farbstoffes in das Zellinnere allein wiirde aber auch
nach erreichtem Konzentrationsausgleich noch keine sichtbare Anfarbung
bewirken. In den mikroskopisch diinnen Schichten der Préparate er-
scheint auch eine stirker konzentrierte Farblésung farblos. Wenn man
mit basischen Farbstoffen arbeitet, werden aber stets stark verdiinnte
Liésungen 1 : 5000 oder 1 :10.000 verwendet. Der Farbstoff muB daher
nach der Permeation auch noch gespeichert werden, um eine mikrosko-
pisch sichtbare Vitalfarbung zu bewirken.

Zahlreiche Objekte sind fiir Vitalfirbungsstudien schon verwendet
worden, ein besonders reizvolles und dankbares Untersuchungsmaterial
aber, die Lebermoose, hat noch sehr selten Beachtung gefunden. Nur
wenige Autoren haben mit vielen Objekten vergleichend gearbeitet und
dabei auch Lebermoose verwendet. Czasa 19385 beschreibt das Verhalten
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von Pellia Neesiana und Marchantia bei Vitalfarbung mit Toluidinblau.
KrEssiN 1935 und STRUGGER 1949 untersuchten die Fadrbungsverhilt-
nisse bei Lophocolea bidentata. Auf Anregung von Professor K. HOFLER
habe ich diese Pflanzengruppe fiir meine Vitalfirbungsstudien als Ob-
jekt gewihlt. Mit vorliegender Arbeit wird eine seit Jahren gepflegte
Tradition des Pflanzenphysiologischen Institutes der Universitit Wien
aufrecht erhalten. Die einzellschichtigen Teile vieler Lebermoose dien-
ten HOrFLER 1943 a, 1948 b, 1946 a, 1950 als besonders geeignetes Mate-
rial zur Untersuchung der Austrocknungsfihigkeit des Protoplasmas,
wie auch fiir vitale Fluoreszenzfiarbungen (HOrFLER 1947). In eingehen-
der Weise untersuchte PECkSIEDER 1948 die Permeabilitit der Leber-
moose, wihrend eine umfangreiche Arbeit von WILL-RICcHTER 1949 iiber
die osmotischen Werte berichtet. In einer unverdffentlichten Disser-
tationsarbeit verwendete Krauss 1946 die Lebermoose fiir eine Vital-
farbungsstudie mit Neutralrot und einigen Fluoreszenzfarbstoffen
(Akridinorange, Pyronin, Rhodamin B).

In all diesen Arbeiten kommt zum Ausdruck, dal die Lebermoose
ein dankbares zellphysiologisches Objekt liefern. Im Gegensatz zu den
Laubmoosen besitzen sie im allgemeinen keine den Durchtritt des Farb-
stoffes hindernde Kutikula (HuBEr-HOrLER 1930). Besonders gut eignen
sich die foliosen Arten mit ihren aus einer einzigen Zellschicht bestehen-
den ,,Blidttchen® zur Untersuchung, so daB} sich Eingriffe chirurgischer
Art, wie die Herstellung von Schnitten, eriibrigen. Dadurch bleibt der
natiirliche Zustand der lebenden Zelle weitgehend unberiihrt. Infolge
leichter Kultivierbarkeit stehen die Lebermoose jederzeit zur Ver-
fiigung und das Arbeiten mit ihnen ist jahreszeitlich nicht gebunden.

1. Methodik und Material

Zur Firbung verwendete ich ausschliefllich basische Farbstoffe, die zum
Grofiteil die Eigenschaft besitzen, sehr leicht, fast widerstandslos, durch das
lebende Plasma zu permeieren, soweit sie in molekularer Form vorliegen.
Nachstehende Ubersicht bringt die von mir verwendeten TFarbstoffe nach
Verwandtschaften geordnet.

I. Azofarbstoffe: Janusgriin.
II. Carboniumfarbstoffe: Brillantgriin, Gentianaviolett, Pyronin, Rhoda-
min B.
III. Azinfarbstoffe: Neutralrot, Neutralviolett, Safranin.
IV. Oxazinfarbstoffe: Brillanteresylblau,  Cresylechtviolett, = Nilblau,
Prune pure.
V. Thiazinfarbstoffe: Thionin pur., Toluidinblau.

Die angefiihrten Farbstoffe zeigen (mit Ausnahme von Rhodamin B und
Prune pure) die Eigenschaft, dafi sie in saurer Lésung ganz oder zum Grofi-
teil ionisiert, d. h. zu elektrisch geladenen Ionen dissoziiert sind, in neutraler
und alkalischer Losung aber in Form undissoziierter Molekiile vorhanden sind
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(vgl. RusLanD 1908, IrwiN 1922, STRUGGER 1936, 1940, DrAwWERT 1939,
HorLEr 1947, 1948, 1949, HOFLER-PECKSIEDER 1947, WiEsNER 1951).

Die Firbemethode fiihrte ich in der bisher itiblichen Art durch. Von den
einzelnen Farbstoffen wurde eine Stammlésung 1 : 1000 in destilliertem Was-
ser hergestellt. Diese wurde dann auf die jeweils gewiinschte Konzentration
(im allgemeinen 1 :10.000) verdiinnt. Reihenversuche mit abgestufter Was-
gserstoffionenkonzentration fiihrte ich mit Phosphatpufferung durch, dabei
konnte ich auf die Verwendung sekundirer Phosphate verzichten, da fein
abgestufte Reihen im Neutralbereich nicht zur Anwendung kamen.

P n/10 HC1 KH,PO, Na,PO,
2,04 9,5 : 0,5 2
2,24 6,5 3,6 ===
2,56 3.5 6,5 =
8,1 1,0 9,0 e
3,46 0,5 9,5 kL
3,66 0,35 9,65 -
3,95 0,2 9,8 iz
4.8 — 10,0 b
6,0 - 9,6 0,5
6,35 : — 9,0 1,0
1 - 7,0 3,0
7,45 = 6,0 40

10,1 — 4,0 6,0

Die Phosphotstammldsungen waren 1/, molar und gewichtsnormal her-
gestellt. Die farblose Pufferlésung bestand aus 1 Teil Puffergemisch +
9 Teile destill. Wasser und die geférbte aus 1 Teil Farblésung 1 :1000
+ 1 Teil Puffergemisch 4 8 Teile destill. Wasser. Fiir die Herstellung der
Neutralrotlosung verwendete ich auch Wiener Wasserleitungswasser
(py um 7,8). Das zu férbende Moosstimmchen wurde in die Farblésung
eingelegt und nach zehn Minuten Férbedauer in destill. Wasser, bzw. in farb-
losem Puffergemisch ausgewaschen und dann mikroskopiseh untersucht.
Rhodamin B ist nach DRAWERT 1939 in weitem py-Bereich (py 2-11,5)
undissoziiert, liegt also nur in Form -elektrisch meutraler Molekiile vor.
STRUGGER 1937, 1938 b stellte fest, dafi Rhodamin B der ungiftigste Vital-
farbstoff ist, den die Zellphysiologie bis jetzt besitzt. Diesen Farbstoff habe
ich in einer Losung 1 :1000 in destilliertem Wasser ohne Pufferung verwen-
det. Farben sich die Zellwdnde damit an, so handelt es sich um ,,chemische
Niederschlagsfarbung® (DRAWERT), die mit CaCl, nicht auswaschbar ist
(HOFLER 1949, HOFLER-STIEGLER 1947, HOFLER-ScHINDLER 1951). Sofort
nach Entnahme des Objektes aus dem Farbbad zeigt sich allgemein intensive
rotlila Fiarbung, die aber zum Grofiteil nach griindlichem Auswaschen ver-
schwindet. Elektroadsorptive Fiarbung kann nicht auftreten, da ja im Farb-
bad adsorbierbare Ionen fehlen. Auf Grund dieser Eigenschaften verwendete
HOrLER 1949 Farbstoffpaare, bestehend aus einem dissoziierten basischen
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Farbstoff und Rhodamin B, um chemische Fiarbung als solche zu erfassen.
WALDHEIM 1949 erzielte mit Rhodamin B interessante Differentialfirbungen
von Gerbstoffidioblasten an Carex-Arten.

Das verwendete Material stammte grofitenteils aus dem Wiener Wald
bei Rekawinkel an der Westbahn (Niederdsterreich), wo ich jederzeit frische
Lebermoose sammeln konnte. Weitere Moose brachte ich von Exkursionen im
Dachsteingebiet und von den Krimmler Wasserfillen mit. Auch wurde mir
in liebenswiirdiger Weise von Professor HOrLER Material, das er 1948 in
Golling (vgl. HErzoc und HOrLER 1944) und 1949 in Gargellen im Montafon
(Urgestein) gesammelt hatte, zur Verfiigung gestellt.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen erfolgten
zum Grofiteil an mehr oder weniger lang kultivierten Moosen. Die Kultur
erfolgte in iiblicher Weise zum Schutz gegen Austrocknung in gut schliefien-
den Glasdosen, die zwischen den Nordfenstern, bzw. im Kalthaus des Pflan-
zenphysiologischen Institutes aufgestellt waren. WiLL-RICHTER hat bei ihren
osmotischen Messungen zwischen frischem und kultiviertem Material genau
unterschieden. Diese Unterscheidung schien in meinem Fall nicht ndtig, da
ich bei Farbungen an frischen und kultivierten Moosen keine auffallenden
Unterschiede feststellen konnte. Andere Unterschiede treten wohl auf, wie
Bleichwerden und das bekannte Auswachsen der Triebe bei Kultur in feuch-
tem Raum, wobei die Bldttchen klein bleiben. Die zungenformig gestalteten
langen Zuwiichse des thallésen Mooses Pellia Neesiana eignen sich besonders
gut zur mikroskopischen Untersuchung, wihrend der stark gelappte Thallus
ansonst nicht sehr giinstig ist. Iech habe in den Hauptversuchsreihen nach-
folgende Moose verwendet. Zur Bestimmung der Moose diente mir das Werk
von MULLER 1912, 1939 und MAacvicars Handbook 1912.

Anewra palmote (HEDW.) Dum. Diplophyllum wlbicens (L.) Dum.
Aplozia riparia (TAyL.) Dum. Lepidozia reptans (L.) Dum.
Aplozia sphaerocarpe (HooK.) DuM. Lophozia barbate (ScHMID.) Dum.
Bazzania trilobata (LINDB.) Lophozia Miilleri (NEES.) Dum.
Blepharostoma trichophyllum (L.) Marchantia polymorpha (L.).
Dun. Metzgeria conjugate (LINDB.)
Calypogeia fissa (L.) RADDI Pellia epiphylla (L.) LiNDB.
Calypogeia Neesiana (MASSs. et Pellia Neesiane (GOTTSCHE) LIMPR.
CAREST.) Plagiochilae asplenioides (L.) Dum.
Calypogein trichomanis (1.) CorpA. Radule complenate (L.) Dum.
Cephalozia bicuspidate (L.) Dum. Seapania memorosa (DUM.).

Chiloscyphus pallescens (Enrm.) Dum.

Als besonders geeignete Objekte erwiesen sich die Calypogeia-Arten und
Scapania memorosa, auf die sich die meisten Versuche beziehen, Wenn sich
an anderen keine abweichenden Ergebnisse feststellen liefen, werden sie nicht
gesondert erwihnt.

2. Fadrbung der Lebermoose im 'bersichtsbhild

Betrachtet man Moosstimmechen, die mit den iiblichen Farbstoffen
(vgl. S. 204) der Konzentration 1 : 10.000 in destilliertem Wasser gefiarbt
wurden, bei schwacher VergroBerung unter dem Mikroskop, so zeigt sich
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ein im allgemeinen immer wiederkehrendes Bild. Tingiert erscheinen
nur die Zellwdnde, Zellinhaltsfirbungen treten bei den in destilliertem
Wasser hergestellten Farbbddern von schwach saurer Reaktion im all-
gemeinen nur in nekrotischen Zellen auf.

Bei Vitalfdarbung an Lophocolea bidentata haben KrEssin 1935 und
STRUGGER 1949 einen auffallenden Unterschied zwischen den jungen
noch wachsenden Spitzenbldttern und den #lteren Blittern festgestellt.
Abb. 1 a veranschaulicht ein Stdmmechen von Calypogeia fissa (aus Reka-
winkel), gefdrbt mit Brillanteresylblau 1 : 10.000. im Ubersichtsbild.

A. Oberblidttehen. Die noch zur Knospe gefalteten Blidttchen
sind meist vo6llig farblos oder nur ganz schwach gefirbt. Das erste
Paar, der bereits ausgebreiteten, zeigt schwache und vorwiegend an den
Rindern auftretende TFérbung der Zellwinde. Bei den folgenden
Bliattchen nimmt die Intensitit der Anfiarbung rasch zu, wobei der
Unterschied zwischen den stirker gefirbten Zellwinden der Blattrand-
zellen und den etwas schwiicher tingierten iibrigen Zellen deutlich in
Erscheinung tritt. Die dlteren Bldttchen sind dagegen in ihrer ganzen
Fliche kriftig tingiert. Wo die Blittchen am Stimmchen aufsitzen,
gind die Zellwinde farblos oder nur schwach gefirbt., Neben dem durch
verschiedene Entwicklungsstadien der Bldttchen bedingten Alters-
gradienten 148t sich noch ein Gradient innerhalb jedes einzelnen
Blittchens feststellen. Der Altersgradient selbst ist den von STRUGGER
1949 und seinen Mitarbeitern behandelten Gradienten bei Firbung von
Helodeablidttern dhnlich. Dort ist der junge an der Blattbasis gelegene
Zuwachs schwerer oder nicht farbbar. Von der durch natiirliche Gra-
dienten bedingten Farblosigkeit gewisser Blatteile genau unterscheidbar
ist die oft durch Luftblasen verursachte, die an ihrer kreisrunden
Gestalt sofort erkennbar ist.

Uber die Blittchen verstreut liegen bei Calypogeia fissa, Lophozia
Miilleri u. a. oft einzeln oder in Gruppen beisammen nekride Zellen, die
sich durch intensiv gefirbte Zellmembran und gefidrbten Zellinhalt von
den iibrigen scharf abheben. Die Firbung dieser Zellwinde klingt nach
den umgebenden lebenden Zellen rasch keilférmig aus. Dabei lassen sich
die verschiedensten Ubergangsstadien des Férbebildes der lebenden Zel-
len zu dem der toten feststellen. An Hand von Plasmolyse und am
Erhaltungszustand der Olkérper sowie der Chloroplasten erkennt man
leicht, ob die Zelle noch intakt oder schon nekrotisch ist. Ich fand dabei
verschiedentlich die Nekrose-Stadien, wie sie von HorLER (1948: 591)
bei Firbung mit Akridinorange beschrieben und abgebildet werden.
Sehr hiufig konnte ich Schrumpf-, Kranz- und Saumnekrosen fest-
stellen. Der Inhalt mekrotischer Zellen ist stets in seiner Gesamtheit
gefarbt. Vielfach sind die abgestorbenen Zellen der #ltesten Blidttchen
vollkommen inhaltsleer. Ich konnte auch feststellen, daB sehr oft die
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Spitzenzellen der Blittchen, wie z. B. bei Calypogeia trichomanis patho-
logische Inhaltsfarbungen aufwiesen und nicht plasmolysierbar waren,
gleiches hat auch schon Kravuss festgestellt,

B. Unterbldttehen. Die an der Bauchseite der Stimmchen
befindliche dritte Blattreihe, die Unterblittchen (Amphigastrien) sind bei
manchen Moosen sehr deutlich ausgebildet und zeigen bei Farbung ein
auffallendes Bild. Bis knapp unter die Stimmchenspitze zeichnen sich
die Zellwinde durch intensive Firbung aus, so daBl sich die Unter-
blittchen vom meist farblosen Stimmchen mit scharfer Grenze abheben
(Abb. 1Db).

STRUGGER 1949: 137 gibt ebenfalls fiir Lophocolea bidentata an,
daB die Amphigastrien beziiglich der Farbstoffverteilung am ganzen
Pflinzchen am stiarksten gefidrbt sind. Es scheint tatsdchlich, daB die
Unterblittchen #hnlich den Rhizoiden befdéhigt sind, den Farbstoff
rasch aus der umgebenden Lésung aufzunehmen. STRUGGER schlieRt
daran die Vermutung, daB diese Beobachtung fiir das Verstindnis der
physiologischen Funktion dieser Organe von Bedeutung sei.

C.Stimmehen. Das Stimmchen bleibt mit einigen Ausnahmen
farblos und nur vereinzelt tritt fleckenweise Farbung der Zellwinde auf.
Vielleicht liegen hier leichte Verletzungen vor, wodurch das Eindringen
des TFarbstoffes durch die Kutikula rasch erméglicht wird. Bei
Firbung mit Brillanteresylblau zeigten Cephalozia bicuspidata, Chilos-
cyphus pallescens, Scapania nemorose und Radula complanate am ganzen
Stimmchen Membranfirbung, ebenso Lepidozia reptans und Lophozia
Miilleri mit Neutralrot, Pyronin und Toluidinblau. An der AbriBstelle
ist das Stimmchen stets mehrere Zellreihen weit stark tingiert. Ein
interessantes Verhalten konnte ich auch bei Aplozie sphaerocarpae mit
Rhodamin B (vgl. 8. 205) feststellen. Nach halbstiindigem Auswaschen
in destill. Wasser hatten die Zellwinde der Blédttchen ihre urspriingliche
starke Anfirbung verloren und waren blaBrosa, wihrend die Stimm-
chenmembranen ihre intensive Farbung behielten.

D. Rhizoiden. Die Rhizoiden zeichmen sich durch rasche und
meist starke Firbbarkeit aus. An einzelnen Objekten (Amneura palmata,
Blepharostoma trichophyllum, Calypogeia fissa und trichomants, Cepha-
lozia bicuspidata, Lophozia Miilleri und Pellia Neesiana) konnte ich
folgende Beobachtungen machen. Am Stidmmchen, dort wo die Unter-
blittchen ansetzen, befinden sich abwechselnd rhizoidentragende und
rhizoidenfreie Zellen. Die Initialzellen der Rhizoiden sind nun bei
Firbung, z. B. mit Brillanteresylblau in ihrer ganzen Fliche blau und
zeigen starke Membranfirbung, wéhrend die umgebenden Stimmchen-
zellen ungefirbt bleiben. Dadurch wird ein schachbrettartiges Bild her-
vorgerufen (Abb. 1c¢). Pellia Neesiana, die ich mit Neutralviolett ge-
farbt hatte, behandelte ich 24 Stunden mit 0,3 mol CaCl,; selbst bei so
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Abb. 1. Calypogeia fissa. — a: Ubersichtbild eines mit Brillanteresylblan

1:10.000 gefdrbten Stdmmchens. — b: Unterblatt. — c: Initialzellen der

Rhizoiden. — d: Brillanteresylblau py; 10,1, verschiedene Arten beobachteter

Zellfdrbungen., — e: Stichverletzung, Gentianaviolett Py 3,1. Die am Wund-

rand gelegenen Zellen zeigen Tripfchenniederschlag, schwach diffuse Zell-
saftfarbung und stark tingierte Zellwidnde.
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lang dauernder Behandlung wurde die Membran der Initialzellen nicht
entfarbt. Gleiches konnte ich auch bei Blepharostoma tr. feststellen,
welches ich mit Toluidinblau und Rhodamin B gefirbt hatte.

3. Farbung des Zellinhaltes in seiner Abhingig-
keit vom der Wasserstoffionenkonzentration

Wie bereits bekannt, kommt in Reihenversuchen mit basischem
Farbstoffen die Fiarbung des Zellinhaltes vielfach nur zustande, wenn
der py-Wert des Farbbades eine gewisse Schwelle iiberschreitet. Der
Umschlagsbereich liegt von Farbe zu Farbe verschieden, z. B. fiir
Brillanteresylblau und Neutralrot um py 7, fiir Toluidinblau aber um
pg 9—10. Zumal DRAWERT 1940 hat solche Schwellen fiir zahlreiche
basische Hellfeldfarbstoffe ermittelt.

Soll ein Farbstoff in das Innere einer Zelle gelangen, muBl er zu-
erst durch die Zellwand permeieren. Zwischen dieser und dem Zell-
inneren besteht aber unter gewissen Bedingungen Speicherkonkurrenz,
d. h. die bei neutraler oder schwach saurer Losung negativ geladenen
Zellulosemembranen (HOrFLER 1946 b, 1949) haben das Bestreben, aus
dem Farbbad die positiv geladenen Farbkationen elektroadsorptiv zu
binden, wihrend der Zellinhalt dagegen die Farbbasen- und Farbsalz-
molekiile speichern will. Da die basischen Farbstoffe bei saurer Reaktion
zum Grofteil ionisiert, im alkalischen Bereich aber in Form undisso-
ziierter Molekiile vorhanden sind und nur undissoziierte Molekiile, nicht
aber Ionen das lebende Protoplasma durchdringen konnen (vegl. zuletzt
PreciksiepEr 1950, HOFLER u. ScHINDLER 1951), werden im sauren
Bereich die Farbstoffe elektroadsorptiv an die Zellmembran gelagert,
wogegen im alkalischen das Zellinnere, insbesonders die Vakuole ge-
férbt wird. Ob sich nun bei Vitalfarbungen mit py-Reihen die Membran
oder der Zellinhalt farbt, ist einerseits von den Dissoziationsverhiltnissen
des Farbstoffes und andererseits von der Qualitit umd Quantitit des
Zellinhaltes an farbspeichernden Stoffen abhingig.

Diese bekannten Tatsachen konnte ich bei den Lebermoosen be-
stitigt finden. Ich arbeitete mit py-gestuften, phosphatgepufferten
Farbreihen. Bei Inhaltsfarbung ist zwischen Vakuole, Chloroplasten
und Olkérper zu unterscheiden. Gefidrbte Chloroplasten konnte ich in
gesunden Zellen nie, gefirbte Olkdrper nur in Ausnahmefillen feststellen.

Zumal der Oxazinfarbstoff Brillantcresylblau hat sich mir fiir In-
haltsfarbungen gut bewihrt, da die Diffusfirbung der Vakuole, bzw.
auftretender Tropfchenniederschlag sehr deutlich in Erscheinung tritt.
Ich arbeitete mit Aplozia riparia, Calypogeia fissa, Calypogeia tricho-
manis, Cephalozia bicuspidata, Lophozia barbata, Metzgeria conjugata,
Plagiochila, asplenioides, Scapania nemorosa. Die Firbegrenze lag
iiberall gleich zwischen py 6, 35 und p, 7,1. Bei pg 6, 356 fehlte noch
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in allen Fillen die Zellsaftfdrbung, wihrend diese bei py 7,1 bereits ein-
getreten war.

Das Ergebnis fiir alle von mir verwendeten Farbstoffe ist in folgen-
der Tabelle fiir das Moos Calypogeia fissa zusammengefaflit. Férbezeit
war einheitlich 10 Minuten, dann wurde im gleichnamigen farblosen
Puffer ausgewaschen und untersucht. Die angegebenen Werte, bei
denen Inhaltsfirbungen festzustellen waren, beziehen sich nur auf ge-
sunde Zellen. Bei nekrotischen, wo fiir die Farbionen kein Diffusions-
hindernis besteht, treten Tropfchenniederschlag und Diffusfirbung
naturgemill bei weitaus niederem py auf. Diese Zellen lassen sich
jedoch sofort an den bereits frither erwidhnten Merkmalen von den
gesunden unterscheiden.

Py | 6,0 6,35 7.1 745 | 10,1
Brillanteresylblau qiff. Firbg. Tropfchen = I i i
Cresylechtviolett gir. Firbe. Tropfchen nayil S e |l s i
Gentianaviolett  giff. Firbg. Tropfchen SINS, Doy ; _T_ i
Neutralrot diff. Farbg, Tropfchen - -_E' i ::: i
Neutralviolett Qiff. Firbg. Tropfchen A :i_' i i i
Prune pure diff. Farbg. Tropfchen = L o o
Pyronin diff, Farbg. Tropfchen - = .
Thionin diff. Firbg. Trépfehen | __ | _- | _ | — | T

Wie die Tabelle zeigt, liefern nicht alle verwendeten Farbstoffe
Inhaltsfarbungen. Es ist auch hervorzuheben, daf die Féidrbe-
schwelle fiir Tropfchen um 1—2 Stufen niederer
liegt, als die fiir Diffusfirbung des Zellsaftes. Be-
ziiglich des Auftretens der Farbtropfchen konnte ich wiederholt die
Feststellung machen, daB bei sofortiger Untersuchung nach kurzem
Auswaschen noch keine Trépfchen zu sehen waren, sondern diese erst
allmihlich nach 1—2 Minuten auftraten. Nach etwa 5 Minuten erfiillten
sie in groBer Menge das Zellinnere. In lebenden plasmolysierbaren Zel-
len zeigt der Farbniederschlag lebhafte Brown’sche Molekularbewegung
und dadurch werden oft selbst die Olkdrperchen in Bewegung versetzt.
In nekrotischen Zellen ist die B M B der Farbkdrnchen geringer oder es
liRt sich iiberhaupt keine mehr feststellen, Als Zwischenstadium
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zwischen nekriden und normalen Zellen tritt hiufig Tonoplastenplasmo-
lyse auf. Die {iberdauernden Vakuolen liegen z. B. bei Firbung mit
Brillanteresylblau als hell- bis dunkelblau gefirbte Kugeln inmitten der
Zellen. Auftretender Tropfchenniederschlag findet sich zunichst nur
innerhalb des Tonoplasten, nach einiger Zeit lassen sich aber auch
auBerhalb desselben vereinzelt zwischen den Chloroplasten liegende
Tropfchen erkennen.

Im folgenden will ich kurz ein Farbebild (vgl. Abb. 1d) von Caly-
pogeia fisse mit Brillanteresylblau py 10,1 wiedergeben. Es lieBen sich
verschiedene Gruppen von Zellen unterscheiden. Der GroBteil zeigte
normale Plasmolyse. Dabei gab es nun Zellen, die nur diffuse Farbung
aufwiesen, und solche, bei denen zahlreiche Trépfchen in BMB zu
beobachten waren. In den #lteren Bldttchen lagen in groBeren Gruppen
beisammen Zellen mit ,,Zerrplasmolyse® (ScHIiNDLER 1938), die sowohl
diffus geférbten Zellsaft, als auch Trépfchenniederschlag hatten.
SchlieBlich konnte ich noch bei Zellen mit Tonoplastenplasmolyse solche
unterscheiden, bei denen in der Zellmitte der diffus gefirbte Tonoplast
und die Chloroplasten an den Zellwinden gelagert waren, andere wieder
hatten die Chloroplasten kranzférmig um den Tonoplasten herum an-
geordnet.

Vergleicht man die Farbe der Tropfchen bei den einzelnen Farb-
stoffen, so zeigt sich, dafl diese nicht nur bei den blauen (Brillant-
cresylblau, Methylenblau, Toluidinblau), sondern auch bei den roten, die
die Zellwinde rosa fidrben, wie Neutralrot, Neutralviolett und Rhoda-
min B, mit blauviolettem oder blaulichem Farbton gefidrbt sind.

Folgender Versuch zeigt, dal die bei niederen py-Stufen auftreten-
den Inhaltsfirbungen durch irgendwelche Schidigung der Zelle bewirkt
werden. Ich firbte Calypogeia fissa mit Gentianaviolett py 2,04 und 3,1,
die Blédttchen hatte ich durch Nadelstiche verletzt. Die um die Wund-
stelle gelegenen Zellen, die selbst keine sichtbare Verletzung erkennen
lieBen, waren bei py 2,04 in ihrer ganzen Fliche tief dunkelblau ge-
férbt und nicht plasmolysierbar. Bei py 3,1 (Abb. 1e) enthielten diese
Zellen zahlreichen blauen Trépfchenniederschlag und schwach diffuse
Zellsaftfarbung. Alle tibrigen Zellen waren normal plasmolysierbar und
zeigten nur Zellwandfiarbung.

Im stédrker alkalischen Milieu macht sich die Speicherkonkurrenz
des Zellsaftes gegeniiber der Membran bemerkbar, so dafl die Zellwéinde
nur sehr geringe Farbbarkeit aufweisen, bzw. farblos bleiben. Es zeigt
sich aber, daB bei toten Zellen, in denen die Speicherkonkurrenz seitens
der Vakuole ausgeschaltet ist, auch die Zellwinde intensiv Farbstoff
speichern.

Wie bereits erwihnt, ist Farbstoffaufnahme durch die Olkérper
nur in Ausnahmefillen festzustellen. Krauss 1946 ist es erstmalig ge-
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lungen, elektive Firbung von Olkérpern zu erzielen. Bei Férbung mit
Neutralrot und Akridinorange erwiesen sich jene von Alicularie scelaris
und Aplozia riparia firbbar. Bei Aplozie riparia konnte ich diese Beob-
achtung bestitigt finden und auBerdem bei Scaponic nemorose sowohl
mit Brillantcresylblau, als auch mit Neutralrot und Neutralviolett in
den py Stufen 7,45 und 10,1 deutlich gefirbte Glkorper erkennen. Auch
Chiloscyphus pallescens zeigte ab py 7,45 mit den gleichen Farbstoffen
Olkorperfiarbung. Bei Pellia Neesiana zeigt auftretende Olkdrperfarbung
beginnende Schidigung der Zellen an. Bei allen iibrigen von mir unter-
suchten Lebermoosen konnte ich eine Firbung der Olkdrper nicht er-
zielen,

Zusammenfassung

Mit basischen Farbstoffen gefiirbte foliose Lebermoose lassen im
Ubersichtsbild deutlich eine Zunahme der Féarbung von den meist vollig
farblosen Blittchen der Knospe (z. B. Chiloscyphus pallescens) zu den
dlteren feststellen (Abb. 1a). Neben diesem Altersgradienten tritt auch
in jedem einzelnen Blittchen ein Gradient in Erscheinung, indem die
Fiarbung vom Rand zur Mitte und Basis abnimmt. Werden Farbstoffe,
in dest. Wasser geldst, ohne Pufferung verwendet, so firben sich in
gesunden Zellen nur die Membranen, in nekriden dagegen auch der
Zellinhalt.

Die Zellwinde der Amphigastrien und Rhizoiden zeichnen sich durch
-rasche und intensive Firbbarkeit aus (Abb. 1b). Auffillig ist das
Verhalten der Initialzellen der Rhizoiden, die bei den gepriiften Moosen
(Blepharostoma trichophyllum, Calypogeia-Arten, Cephalozia bicus-
pidate u. a.) stets stark tingiert erscheinen und gich dadurch von den
umliegenden farblosen Zellen schachbrettartig abheben (Abb. 1¢).

An den Moosstimmchen sind die Zellwinde mit wenigen Ausnah-
men nur schwer fdrbbar. Vielleicht sind sie im Vergleich zu den
Bldattchen durch eine stirkere Kutikula gegen das Eintreten des Farb-
stoffes geschiitzt.

Wie bei anderen Zellobjekten ist das Auftreten der Zellsaftféarbung
bei den Lebermoosen py abhidngig. Fiir das Moos Calypogeia fissa liegt
die Fidrbeschwelle bei Brillanteresylblau, Neutralrot und Neutralviolett
um py 6,35, bei Gentianaviolett um py T.1. Nekrotische Zellen sind am
Farbe- und Plasmolysebild kenntlich (Abb. 1d u. e). Mit Farbstoffen
Prune pure, Pyronin und Thionin konnte keine Inhaltsfiarbung erzielt
werden. Die Farbspeicherung erfolgt diffus oder in Form von Tropf-
chen, die Schwelle fiir Tropfchen liegt um 1—2 py-Stufen niederer als
fiir Diffusfirbung.

Tinktion der Olkdrper (vgl. Krauvss) konnte bei Aplozia riparia,
Chiloscyphus pallescens und Scapania nemorosa, beobachtet werden. Bei
Pellia Neesiana tritt sie nur in deutlich geschidigten Zellen auf.
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