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Einleitung und Fragestellung.

Das Problem der vitalen Farbstoffaufnahme durch pflanzliche Zellen wurde
durch die grundlegenden Untersuchungen von Pfeffer in den Mittelpunkt des
Interesses geriickt. Die zahlreichen, dann in der Folgezeit unternommenen Versuche
befaften sich vor allem mit der Frage, ob und welche Farbstoffe iiberhaupt die
Fihigkeit besitzen, in die lebende Zelle einzudringen. Daf fiir den Durchtritt der
Farbstoffe die Plasmagrenzschichten von gréfSter Bedeutung sein miissen, war Kklar,
ferner auch, daB es sich um ein besonderes Permeabilititsphdnomen handeln miisse.
Die Ansichten tiber die Art des Farbstoffdurchtrittes durch die Grenzschichten der
lebenden Zelle sind verschieden, und es sei hier nur die von Overton vertretene
Lipoidtheorie genannt, der jedoch Ruhland (2) entschieden entgegentrat.

Neben der Frage, welche Farbstoffe {iberhaupt die Fidhigkeit haben, in die
lebende Zelle einzudringen, erhob sich eine zweite, namlich, welche Zellbestandteile
von den Farbstoffen angefdrbt, beziehungsweise wo diese gespeichert werden. Auch
in dieser Richtung liegen verschiedene Untersuchungen vor. Neben der Speicherung
der Farbstoffe im Zellsaft interessierte es besonders, ob und in welchem Ausmaf
dic lebenden Bestandteile der Zelle, Plasma urnd Kern, die Farbstoffe festhalten.
Bei Wurzel- und Staubfadenhaaren, Bliitenbldttern und Stengeln verschiedener
Planzen konnte Campbell sowohl ruhende als auch in Teilung begriffene Kerne
vital farben. Mit gutem Erfolg wurden hiezu Dahliaviolett, Mauvein und Methylviolett
verwendet, wobei ihm als Kriterium, ob die Zellen mit den gefirbten Kernen
noch leben, die Plasmastromung diente.

Auch fiir tierische Objekte wurden vitale Kernfarbungen beschrieben, wie
schon Mollendorf erwidhnt, scltener bei Metazoen, hiufiger bei Protozoen, so
von Brandt, Prowazck, Przesmycki und vielen anderen. Przesmycki ver-
teidigte die Ansicht, daB Protozoenkerne vital gefdrbt werden kdnnen. Spiter be-
schiftigte sich dann Rost eingehend mit dem Problem der vitalen Kernfirbung und
kam zu dem Resultat, daBl jede, auch die ganz blasse Kernfdrbung nicht vital sei,
sondern das Anzeichen einer Schiddigung, die durch die Giftwirkung der Farbstoffe
hervorgerufen sei. Anderseits gelang es Kite und Chambers, in einer Ringer-
Janus-Griinlésung bei Spermatozyten und Spermien Kernnetzwerk, Chromosomen
und Spindelfasern vital zu fdrben.

Fiir pflanzliche Objekte zeigte Ruhland (2), da auch andere Farbstoffe,
wie Chrysoidin und Prune pure, Plasma und Kern kréftig firben. Ferner beschreibt
Kiister (1) Farbungen des Zellsaftes und Kernes mit fluoreszierenden Farh-
stoffen, Erythrosin und Eosin, die nach der Ansicht Ruhland’s nicht vital auf-
genommen werden. Kiister stellte ferner fest, dafl bei der Vitalfirbung mit sauren
Farbstoffen auch die Transpiration der Pflanze von Bedeutung sei: namlich, daB
durch die Saugwirkung der Import der Farbstoffteilchen aus den Gefiflen in das
angrenzende Parenchym beschleunigt werde. Gleicher Ansicht ist auch Ruhland.
Spiter gelang es Kiister (2) auch an nicht transpirierenden Pflanzcnteilen deutliche
Farbstoffaufnahme in lebende Zellen zu beobachten.

An Wurzelhaaren von Hydrocharis Morsus ranac gelang es Schaede (1),

Bismarckbraun und Gentianaviolett vitale Kernfirbung zu crzielen, die er als
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~sichere Vorboten des Todes« bezeichnet. Doch beobachtete er bei der Firbung
mit Chrysoidin eine Speicherung im lebenden Plasma, aber keine Kernfdarbung.

Kiirzlich nun zeigte Kiister (3), dafi sich an Zwiebelschuppen, die vorher
durch Nadelstiche verletzt wurden, mit Erythrosin und Eosin vitale Kern- und
Plasmafdarbungen erzielen lassen, aber nur in den an die \Wunde angrenzenden Zeilen.

Ebenso gelang es Gicklhorn (2), mit Erythrosinlésung durch Hinzufiigen
von geringer Menge von Essigsdure sehr zahlreiche und intensive Kernfirbungen
an Allivm Cepa, Symphoricarpus racemosus, Spirogyra und Elodea zu erzielen.

Die zahlreichen positiven Ergebnisse bezliglich vitaler Kern-
und Plasmafdrbung und vor allem die Untersuchungsn Kiister's
der letzten Jahre legten den Gedanken nahe, dafi die Moéglichkeit
solcher Farbungen keineswegs so selten ist, wie man bisher an-
genommen hat. Dall hiehei nicht nur der Farbstoff, sondern auch
die Art des Objektes von grofiem Einflufi ist, zeigte sich alsbald
bei der Durchpriifung verschiedener Pflanzenarten. Weiters sollte
der Frage nachgegangen werden, ob sich nicht durch gewisse
Beeinflussungen die vitale Kern- und Plasmafirbung beschleunigen,
beziehungsweise in solchen Fillen, wo sie normal nicht gelingt,
auch herbeifithren 1d8t. Es. wurden nun Untersuchungen gemacht,
deren Ziel es war, die Einfliisse von Salzlésungen, Alkohol, Ather,
Temperatur und Licht auf die vitale Kernfdrbung sowohl in den
Zellen nahe von Wundstellen als auch in allen tibrigen Zellen zu
studieren.?

II. Versuchsmaterial und Methodik.

Zur Untersuchung wurden zuerst solche Pflanzen gesucht,
welche Uber grofle farblose Zellen verfiigten und so eine deutliche
Beobachtung eventuell eingetretener Farbungen gestatteten. Stérungen
der Beobachtung durch Inhaltsstoffe in grofierer Menge (Plastiden)
oder durch gefdrbten Zellsaft waren oft vorhanden. Besonders be-
wiéhrten sich die Zwiebeln monokotyler Pflanzen, wie Allivun Cepa,
Hyacinthus ovientalis und Galanthus nivalis. Weitere Versuche an
farblosen Wwizelhaaren (Triticum, Tradescantia) hatten negativen
Erfolg. Sonst wurden besonders monokotyle Pflanzen wegen ihrer
regelméfligen Zellform und leichten Beobachtungsmdglichkeit bevor-
zugt. Aber auch zahlreiche Farne und dikotyle Pflanzen wwurden
durchgepriift; viele von ihnen mufiten wegen Mangel eines genauen
Einblickes und der damit verbundenen Gefahr einer Tiuschung
ausgeschaltet werden. Die Pflanzen mufiten eine leichte Pridparation
gestatten, damit gleichzeitig moglichst viel Material unter gleichen
dufleren Bedingungen aufgearbeitet werden konnte und auBerdem
die Schnitte oder abgezogenen Epidermisstreifen vollkommen intakt
bleiben, damit nicht Verletzungen oder Schidigungen derselben zu

1 Ein Teil der Rusultate wurde bereits in den Sitzungsber. d. Akad. d. Wiss.
d. mathem.-naturw. Kl.,, 1927, Nr. 10, mitgeteilt.

An dieser Stelle sei es mir gestattet, meinem verehrten Lehrer; Herrn Hofrat
Prof. Dr. H. Molisch, fiir die Uberweisung des Themas als auch fiir seine Rat-
schlige und stete Forderung meiner Arbeit den herzlichsten Dank auszusprechen.
Ebenso danke ich. Herrn Prof. Dr. G. Klein und Herrn Dozent Dr. J. Kisser fir
ihr Interesse und ihre Unterstiitzung meiner Arbeit.
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unrichtigen Resultaten flihren. Daher wurden zahlreiche Pflanzen
auf ihre Verarbeitungsmoglichkeit hin untersucht und die geeignetsten
von ihnen zur Untersuchung ausgewihlt. Einzelne Versuche wurden
noch mit Algen unternommen.

Zu den nun folgenden Versuchen tiber vitale Kernfirbung
wurden sowohl saure als basische Farbstoffe verwendet, und zwar
Erythrosin, Eosin und Dahliaviolett mit glinstigem Erfolg, wahrend
Chrysoidin und Wasserblau wohl im lebenden Plasma, aber niemals
im Kern gespeichert wurden. Die Farbstoffe wurden alle in desti-
liertem Wasser gelost. Die geeignetste Konzentration fiir die fluores-
zierenden Farbstoffe war 1 10.000, fiir Dahliaviolett 1:50.000. Die
Farbstoffldsungen wurden teils fiir sich allein auf die Objekte
einwirken gelassen, teils wurden zu ihnen gewisse Salzzusitze,
Alkohol oder Ather hinzugebracht, um deren Wirkung auf das
Zustandekommen, beziehungsweise Beschleunigung der vitalen
Farbung zu studieren. Bei den Salzen handelte es sich mit geringen
Ausnahmen um Nitrate, also um das gleiche Anion, so dafi die
erzielten Farbungen auf Rechnung der Kationen zu stellen sind.
Die Versuche wurden in kleinen Glasschalen, der photodynamischen
Wirkung wegen im Dunkeln, bei gewdhnlicher Zimmertemperatur
durchgefiihrt. Zur Feststellung des Lebendzustandes der Zellen nach
der Fidrbung wurden die Materialien plasmolysiert und nach
erfolgter Plasmolyse deplasmolysiert. Als Plasmolytikum gelangten
meistens Rohrzuckerlésung und Brenner'sche Losung zur Ver-
wendung. Die Deplasmolyse wurde stets mit abgestuft verdiinnten
Losungen dutchgefiihrt.

III. Eigene Untersuchungen.
Allium Cepa (Zwiebeln).

Ganze Kilichenzwiebeln wurden durch Nadelstiche verletzt
und fiir 6 bis 7 Stunden in eine Erythrosinlésung 1:10.000 gelegt.
Es zeigte sich nun tibereinstimmend mit den Resultaten Kiister's (3),
daBl eine vitale Farbstoffaufnahme stattgefunden hat. Die direkt
an die Wunden angrenzenden Zellen hatten reichlich Farbstoff ge-
speichert, liefen aber keine Plasmolyse mehr zu und waren tot.
Sie waren durch den Stich verletzt worden. Hingegen zeigten die
an- diese angrenzenden Zellen deutlich rosa bis rétlich gefarbte
Kerne und ebensolches Plasma und lieflen sich leicht und normal
plasmolysieren.

Zwiebelschnitte in Farbstofflosung eingelegt, zeigten ein ganz
dhnliches Bild. Am Rand des Schnittes konnte man nach einer
Versuchszeit- von 31/, Stunden vereinzelt gefdrbte Kerne bemerken,
wiéhrend der innere Teil vollstandlg unvefarbte Kerne in den Zellen
zeigte. Je langel der Schnitt in der Elythlosmlosung Ve1b11eb desto
weiter nach innen schritt die Farbung fort, doch gingen dabei die
am Rand gelegenen Zellen zugrunde. Die anderen Zellen konnten
plasmolysiert werden. Es war deutlich zu beobachten, dafl die
vitale Farbung von der Wunde ausgeht, da die Farbstofflésung die
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Kutikula nicht zu durchdringen vermag. Sicherlich ist die vitale
Kernfirbung durch den Wundreiz gilinstig beeinflufit.

Die vitale Férbbarkeit der in der Ndhe von Wunden ge-
legenen Zellen kann mit einer wenn auch nur geringfiigigen und
daher duflerlich gar nicht feststellbaren Schiddigung zusammen-
hdngen, anderseits ist es auch denkbar, dafl infolge des Wund-
reizes eine Verdnderung ihrer Permeabilitdtsverhéltnisse eintritt.
Nun wissen wir aus den Untersuchungen von Hansteen, daf§ die
Nihrsalze selbst, einzeln freilich der Pflanze geboten, die Plasma-
grenzschichten weitgehend verdndern, und dann besonders auch
die Permeabilitdtsverhéltnisse. Aus diesem Grund nun wurden
Farbstofflosungen mit Zusidtzen von Salzen des Mg, K, Ca, Na
und Al verwendet. Bereits duflerst schwache Konzentrationen der
Nitratlosungen brachten bei der vitalen Farbung des Kernes einen
unverkennbaren deutlichen Einfluf hervor. Als Konzentrationen
bei den Versuchsserien wihlte ich 0-5-, 0-25-, 0-1-; 0-01-, 0-001-
prozentige Losungen. Speziell flir Allium Cepa eigneten sich vor allem
0-53-und 0- 25 prozentige Losungen, obwohl auch bei der schwachen
Lésung von 0°001°/, ein deutlicher Unterschied gegeniiber dem
Kontrollversuch bestand. Sogar makroskopisch war die Fédrbung

Tabelle L

Kontrolle | fdrbte Kerne am regelmiiflig

! Konzentration Re-ultate der Farbung \ Lebensdauer
| des Plasmolyse dor Schnitte
i Salzzusatzes i Parenchym Epidermis |

i 1

| ns
i ) keine gefiirbten Parenchym-

|

|

0250
Mg (NOy),

Kerne stark gefirbt,
Plasma farblos

Rand des Kerne . izeuer.i tlot‘. y
Schnittes ‘pidermis intak
05 0 regelmifig, mit
Mg (NOy), | Kerne stark rot,| keine gefdrbten g hlrei %’
(Versuchsdauer | Plasma rosa Kerne zahlreichcen
2 Stunden) Plasmatidden
o . . . . normal nach 2 Tagen
+ 50 o 4 =)
\/[‘?,f‘,(')“) I\L?::I;?;)\llen I’é?l&?nlsl;vu Parenchym nicht|  Epidermis
8 (W0g)2 ! g rerntarbung geschidigt lebend
normal,

Parenchym teil-
weise geschidigt

cunkelrot ge- schwiichere

am dritten Tag

Ca (NOs),

Plasma lichtrosa; Plasma farblos

~0°50 , KNO, e ) o 3 regelmifig nur Epidermis
firbte Kerne | Firbung intakt

050 selnvicher 5o |[ichtrote Kerne am zweiten Tag

270 firbte Kerne, ’ regelmaBig  |© ,, ”~ oo

alle Zellen tot

030 , Na X0,

keine besonders starke
Fdrbung der Kerne

regelmifig

am dritien Tag
die meisten
Zellen lebend
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der Schnitte deutlich zu bemerken, wihrend an den Kontroll-
schnitten eine Farbung kaum sichtbar war.

Versuche mit Schnitten von Allium Cepa, die 31/, Stunden
hindurch in verschiedenen Erythrosinlosungen untergetaucht waren,
zeigten folgende Resultate, die in Tabelle I zusammengestellt sind.

Bei diesen Versuchen (Tab. I) zeigte es sich, dafi die Salze
des Mg, K, Ca und Na einen stark beglinstigenden Einflu auf
die vitale Kern- und Plasmafirbung haben, doch dafi die Wirkung
in der Reihenfolge der genannten Salze abnimmt. Was die Lebens-
dauer der gefirbten Schnitte betrifft, ist kein starker Unterschied
zu verzeichnen. Die stdrkste Schiddigung war an jenen Schnitten
zu beobachten, die mit einer Ca(NO,),-Losung behandelt wurden,
denn die Zellen waren am zweiten Tage bereits alle tot. Plasmolyse
war {iberall normal, bei Zusatz von Mg (NO,),-L.6sung durch zahl-
reiche feine Plasmafdden ausgezeichnet. Betont sei ferner, daf die
vitale Kernfirbung in allen Zellen eingetreten ist.

Ferner wurden Versuche aufgestellt, wobei die Zwiebelschnitte
zuerst 3!/, Stunden mit Salzldsung allein behandelt und erst dann
in die Farbstofflosung, die mit einer Salzlosung gemischt war, (iber-
tragen wurden. Verwendet wurden auf die Permeabilitit der Zelle
antagonistisch wirkende Salze, um ihren Einfluff auf die vitale
Kernfiarbung zu beobachten (Tab. II).

Tabelle IL

Konzentration

Vor-
behandlung

des
Salzzusatzes

Resuitate der
Farbung

Plasmolyse

! Lebensdauer
der Schnitte

19/, Mg (NOy)y

0

50/p Ca(NOy),

sehr intensive
Kerntarbung

stark unregel-

mifig; Deplas-

molyse selten
moglich

am folgenden
Tag alle
Zellen tot

10 KNO,

O .

50/y Ca (NOg)o

starke Kern-
und Plasma-
farbung

normal; einzelne
Parenchymzellen
sind geschidigt

mit Ausnahme

einiger LEpider-

miszellen alle
Zellen tot

0+ 50] KNO,

0

50/y Ca (NOg),

stark gefdrbte
Kerne

regelmafig;
nicht geschidigt

059,
© Mg (NOy),

+50], Ca (NOy),

noch stirker
gefarbte Kerne

regelmifig; gar
nicht geschiidigt

Bei diesen Versuchen (Tab. II) zeigte es sich, dafi die auf
die Permeabilitit der Zelle antagonistisch wirkenden Salze eine
noch intensivere Kernfarbung hervorrufen. Es ist daher nicht wahr-
scheinlich, daf durch Hinzufiigen von Salzen eine Permeabilitits-
verdnderung hervorgerufen wird, welche dann die vitale Kern-
firbung beglinstigt. Es sei auch erwiihnt, daf die Lebensdauer
dieser Schnitte bedeutend kiirzer ist.
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Eine kolossale Begiinstigung der vitalen Kern- und Plasma-
firbung bedingt der Zusatz einer Al,(SO,);-Losung. In diesem
Fall kann es sich nicht um eine Permeabilitdtsverdnderung handeln,
sondern es mufl ein andeirer Faktor eine Rolle spieten, vielleicht
eine kleine Irritation des Kernes. Die Versuchsdauer war bei der-
selhen Konzentration wie bei den Nitratlosungen nur eine Stunde
(siehe Tab. III).

Tabelle IIL

Konzentration

des Salzzusatzes Resultate der Fdrbung Plasmolyse

Erythrosin allein keine Kernfirbung normal

Epidermis: keine gefirbten Kerne;

v 0-50/ Aly (SO, Parenchym: Kerne dunkelrot, normal, zahlreiche

Plasma lichtrosa Plasmafiden
=0 Parenchym: tiefrote Kerne, regelmiBig; biischelig
. 0 . . R ! - b (=Bl
0+25%) Alz(SOp; Plasma rosa tingiert angeordnete Plasmafiden

: . rofiy . . > -
010/ Aly (SO, noch deutlich rot gefarbte Kerne, normal, Plasmafiden

Plasma farblos im Parenchym
00107y Al (S0,)3 beinahe so starke.l{emﬁirbung regelmiBig
Epidermis: Kern und Plasma
) farblos; Parenchym: Kerne deut- regelmafig, Plasma-
. 0 ) t=]
| 0°0010/9 Alp(SOp); lich rot, Plasma farblos, aber faden

nur in einzelnen Zellen

Um die schwichste Konzentration der Al (SO,),-Losung zu
ermitteln, die noch einen Einfluf auf die vitale Kernfarbung ausiibt,
wurden folgende Versuche, wie Tab. IV zeigt, mit einer Dauer
von 2 Stunden durchgefiibrt.

Tabelle IV
Konzentration Rosultate der )
des Fiirbun Plasmolyse Anmerkung
Salzzusatzes g
. Epidermis: Kerne un-
0-0050/y |gefdrbt; Parenchym: normal, starke
Aly(SOy)y | Kerne rot, Plasma Plasmafiden
farblos
000250 ¢ gleich starke Protoplasten nach der
Aly (SOy)g Farbung Plasmolyse zugespitzt
0°0010/, schwache Kern- normal, zahlreiche
Aly (SO))E farbung Plasmatdaden
. - . nach 7 Stunden in
. 0 rege r
0:00010% keine Kernfirbung 1egu]maﬂlg?.. viele Epidermis- und Paren-
Alg (SO )3 Plasmafdden o e
) chym Kerntidrbung
) " . kein Unterschied
0-000010 ¢ " S normal, biischelig an- amiiher -
Aly(SO,); keine Kernfdarbung geordnete Plasmafiden geaenub?l Konfroll-
a versuch
T o |
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Sogar Konzentrationen von 0°-001°/, Al,(SO,),-Lésung {iben
noch eine starke Wirkung auf die vitale Kernfirbung aus. Die
Kerne waren sehr stark gefirbt, das Plasma lichtrosa, und dennoch
konnten sie normal plasmolysiert werden. Typisch fir die Plas-
molyse bei AL (SO,),-Losung war das Auftreten zahlreicher feiner
Plasmafaden.

Ferner beobachtete ich, dafi Alkohol und Ather eine giinstige
Wirkung auf die Vitalfirbung der Kerne ausiiben (siehe Tab. V).
Die Kernfirbung ist im Vergleich zum Kontrollversuch viel deut-
licher und zahlreicher wahrzunehmen, obgleich nicht so hiufig als
durch Hinzufiigen von Salzlosungen. Ebenso wie bei den friiheren
Versuchen, ist die Versuchsdauer 3!/, Stunden.

Tabelle V
KNonzentration
Resultate der Lebensdauer
des Farbung Plasmolyse der Schnitte
Zusatzes
einzelne gefarbte Parenchym nach
Kontrolte Kerne am Rand normal 2 Tagen tot,
des Schnittes Epidermis lebend
) kein Unterschied gleiche Lebensdauer
10/, Alkohol | gegeniiber dem normal wie beim Kontroll-
Kontrollversuch versuch
starke Kernfirbun normal, Plasma anden| 2 Tage hindurch
€ | konvexen Rindern der| Zellen unverindert,

204 Alkohol

in Parenchym und

Zellsattvakuole hervor-

am dritten Tag einzelne

30, Alkohol

Epidermis getreten und gefdrbt Zellen tot
noch stirkere normal 2 Tage hinduch
Kernfarbung lebend

sehr intensive

normal, aber lang-

nach 30 Stunden

20 . Ather .
200 Ather Kernfiarbung samer eingetreten Zellén sc‘t.lo.u sehr
geschddigt
Fiarbung ist gleich, . .
30,, Ather Zahl der gefarbten norinal kein Unterschied

Kerne grofier gegen 20/, Ather

Durch Hinzufiigen von 2%/, und 3%/, Alkohol und Ather wird
die vitale Kernfarbung beglinstigt, wenn auch nicht in demselben
Mafle wie durch Salzzusédtze. Die Fiarbung ist sehr intensiv, ohne
dafi die Zelle irgendwie geschidigt erscheint; bei den Versuchen mit
Ather ist die Lebensdauer der Schnitte etwas geringer. Tabelle VI
zeigt Versuche mit Eosinlosung in der Konzentration 1 10.000.
Versuchszeit ist 3!/, Stunden.

Auch hier haben die Salzldsungen eine starke gilinstige
Wirkung auf die vitale Kernfirbung. Ein Unterschied im Vergleich
zur Erythrosinfarbung liegt nur in der gerade umgekehrten Wirkung
der KNO,- und NaNO,-Losung. Wéhrend beim Erythrosinversuch
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Tabelle VL

Konzentration | R
des Salzzusatzes| Resultate der Fiarbung Plasmolyse
. J
1 Kontrolle keine Kernfdarbung normal
9 0-59/, Kerne rot, Plasma farblos, vor normal, zahlreiche
' Mg (NOg)o allem im Parenchym deutlich Plasmafdden
: Epidermis: Kerne lichtrosa .
VRO’ I\ ’ " .
3. | 0°5% RKNOy | yogeytend schwichere Firbung 1ege1mz:131g
e 050/ e . ]
4. Ca (NOg), intensiv gefidrbt wie bei Mg (NO3)y normal
5. | 0-50, NaNO, schwichere Farbung, doch stirker regelmifig

und zahlreicher als bei Versuch 3

bei Zusatz einer NaNO,-Ldsung die schwichste Farbung der
Kerne eintritt, ist der Einflufl beim Eosinversuch ein ganz kollossaler.
Die Kernfirbung beim Eosinversuch ist immer etwas schwicher,
verglichen mit der Erythrosinfirbung, was wohl auf die lichtere
Farbe zurtickzufiihren ist.
Bei Versuchen mit Dahliaviolett (Tab. VII) treten im Gegensatz
zu denen mit Erythrosin und Eosin auch ohne Hinzufligen von
Salzlosungen hdufig deutlich sichtbare Kernfarbungen auf. Dahlia-

violett wurde in der Konzentration 1:50.000 bei

dauer von 3!/, Stunden verwendet.

Tabelle VIL

einer Versuchs-

Konzentration R
des Salzzusatzes Resultate der Firbung Plasmolyse
X Parenchym: Kerne dunkelviolett i
L. Kontrolle gefiarbt, Plasma licht getdnt normal
Kernfdrbung dieselbe, Plasma
ginzlich ungefarbt; gefirbte
.50 J =) 3 .
2. | 0°5% KNO; Kerne im Parenchym zahl- normal
reicher als in der Epidermis
3 0-5%, kein Unterschied gegeniiber normal, doch zahl-
' Mg (NO3)s Versuch 2 reiche Plasmafiden
4 0-50/, Kerne lichtviolett gefiirbt, normal
’ Ca (NOjy), schwicher als bei 1
5 0-5% kein Unterschied zu Versuch 4 normal
' Na(N03)2
0-50 keine vitale Kernfdarbung. In Zellen mit gefirbtem
6. Al (S(’)O) einzelnen Zellen am Rand Zellsaft waren
2\ farbte sich der Zellsaft gelbgriin unplasmolysierbar
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Die verschiedenen Salzldésungen spielen bei diesen Ver-
suchen keine so bedeutende Rolle, da mit der Farbstofflosung
allein schon deutliche Farbungen erzielt wurden.

Hyacinthus orientalis (Zwiebeln).

Wie bei Allinm Cepa wurden auch hier die Zwiebelschuppen
verwendet, deren Epidermishdutchen sich leicht, ohne die Zellen
irgendwie zu schédigen, abziehen 148t. Die Epidermiszellen haben
eine regelméflige Form, einen deutlich sichtbaren Kern und zeigen
n bezug auf die vitale Kernfarbung ganz dhnliches Verhalten wie
Allinm Cepa. Die Versuche wurden mit Erythrosin bei einer Ver-
suchsdauer von einer halben Stunde durchgefiihrt (siehe Tab. VIII).

Tabelle VIII

Konzentration

des Salzzusalzes Resultate der Firbung

Plasmoiyse

Kontrolie keine Kernfiirbung regelmifig

regelmifig, an den
Réndern der Zellsaft-
vakuole tritt das ge-
firbte Plasma hervor

Kerne und Plasma stark gefirbt.
059/, Mg (NO3z),y Die Randschichten sind stark
geschidigt

Kern dunkelrot, Plasma lichter, |regelmiiBig; alle Zellen |
.10’ 1 s ’ = =¥
0-1%jo Mg (NO3), manchmal farblos sind intakt

0°50)y KNO, Kerne intensiv gefidrbt schon nach

20 Minuten; Plasma ungefdarbt regelmafig

grofitententeils regel-
miBig, kein voll-
0+59/y Na NOy Kerne rosa, Plasma licht tingiert stindiges Loslésen
des Protoplasten
von der Zellwand

- sehr starke Fiarbung von Kern | regelmiBig, zahlreiche
« K0 >
050y Aly (SO und Plasma Plasmatiden

Die intensivste Kernfarbung rufen Mg (NO,),~- und Al, (SO,
Lésungen hervor; die Fédrbung tritt bereits nach sehr kurzer Zeit
ein und ist in allen Zellen zu beobachten.

Vitale Kernfarbungen an dem Gewebe von Tulpen- und
Crocus-Zwiebeln konnten wegen der grofien Menge von Reserve-
stoffen in den Zellen nicht genau beobachtet werden.

Galanthus nivalis (Zwiebeln).

Die vitale Kernfirbung wurde an Schnitten durch kleine
Zwiebeln Dbeobachtet, die eine Stunde hindurch in verschiedene
Erythrosinlésungen gebracht worden waren. Resultate sind in
Tab. IX zusammengestellt.
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Tabelle IX.

0+50/p Mg (NOg),

Plasma licht getont;
Epidermis: Kerne ungefdarbt

Konzentration | R .
des Salzzusatzes Resultate der Firbung Plasmolyse
Kontrolle keine Kernfarbung regelmipig
Parenchym: Kerne stark gefirbt, regelmiBig, viele

feine Piasmafiden

0750y KNO,

nur am Schnittrand deutliche
Kernfarbung; Plasma in einigen
Zellen gefirbt

regelmiflig

050/, Na NO,

Kerne duflerst schwach gefdrbt
und nur in wenigen Zellen

regelmiBig

0-5%/y Ca (NOy),

Kerne lichtrosa

normal

02507 Aly (SO);

Kerne dunkelrot, Plasma
lichtrosa schon nach 20 Minuten

normal, in den Rand-
zellen etwas unregel-
miBig

Bei Galanthus nivalis wurde die

intensivste und deutlichste

Kernfiarbung durch Hinzuftigen einer Al,(SO,),-Losung erzielt. In
diesem Fall war der Eintritt der Farbung bedeutend rascher.

Tabelle X.

Konzentration '
des Salzzusatzesi

Resultate der Firbung

Plasmolyse

keine Kernfarbung

regelmagig

i. Kontrolle
92 0 50/’0
| Mg(NOy,

Kerne tiefrot, Plasma farblos.
Chlorophyllkérner unverdndert

normal, Protoplasten
oft getrennt oder nur
durch Plasmastringe
verbunden. Plasma oft
an der Zellensaft-
vaknole hervorgetreten

3. | 0°50, KNO,

keine so starke Firbung
- wie bei 2

normal, Protoplasten
rund, keine Plasmafiden

Al (SOy);

im Parenchym

4 059/, sehr schwache Kernfdarbung; normal
: Ca (NO3), sonst kein Unterschied gegen 3
= 0-59/, Parenchym: tiefrote Kerne; nur einzelne Parenchym-
o Aly (SO )3 Epidermis tot zellen plasmolysierbar
0-250) Epidermis- und Paren-
6. ] 0 Kerne dunkelrot, Plasma lichtrosa | chymzellen plasmoly-
Alg (SO)3 ierbar
2 g sierbar
”. 0°10fy Kerne stark gefdrbt, vor allem regelmdfig, feine

Plasmafiden
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Agapanthus umbellatus (Blitter).

Blattstiicke von Agapanthus, durch Nadelstiche verletzt, wur-
den fiir 3%/, Stunden in Dahliaviolettlosung 1 :50.000 gebracht.
Rund um die Wundstelle trat auch hier vitale Kernfirbung auf;
die Kerne sind dunkelviolett gefarbt, das Plasma etwas lichter. In
den Parenchymzellen erscheint das Plasma farblos, daher tritt die
Kernfarbung noch deutlicher hervor. Plasmolyseform war regel-
méfig. Mit Erythrosin konnte auf dem Weg der Verwundung keine
vitale Kernfiarbung erzielt werden.

Schnitte von der Blattunterseite wurden in Erythrosin- und
verschiedene Salzlosungen gebracht und nach einer Stunde unter-
sucht. Resultate zeigen Tab. X und XL

Tabelle XL

Versuchsdauer 3 Stunden.

. Konzentration ‘ — |
lides Salzzusatzesl Resultate der Firbung Plasmolyse
IRE Kontrolle Plasma lichtrosa, Kerne farblos regelmiflig
9 00039/, Kerne sehr stark gefarbt, schwach eingetreten,
' Aly (SOy)3 Plasma ganz licht viele Zellen tot
3 0-00250/, Kerne stark gefdarbt, oft auch Protoplasten meist
’ Aly (SOy)y Plasma getrennt
4 00010/, Kerne noch rot, Plasma sehr ‘egelmaBi
"] Aly (SO lichtrosa regeimablg
. 0/
?\1‘?(()50(1) [‘>(_’, Kerne rosa, Plasma farblos regelmifig
- . .
6. (341(10(%(80/30 weder Kerne noch Plasma gefirbt regelmiBig
Tabelle XIL
Konzentration L ya .
des Salzzusatzes Resultate der Farbung Plasmolyse
1. Kontrolle keine Kernfdarbung normal
0 059/, Zellkerne dunkelrot, Plasma normal
- Mg (NO.), farblos
3. | 050, KNO, Kerne etwas schw:acher gefirbt; normal
! sonst wie 2
4 0+50/, Kerne tiefrot, stellenweise auch normal; ein Teil der
’ Aly (SO )4 das Plasma Zellen tot
= 0-250/, Kerne intensiv gefirbt, | .
o Aly (SO, Plasma rosa regelmfig
6 0-10/, Kerne noch deutlich gefirbt, regelmiBig, feine
’ Al (SO, vor allem im Parenchym Protoplasmafiden
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Clivia miniata (Blatter).

Wie bei Agapanthus wmbellatus wurden auch hier bei Ver-
letzung durch Nadelstiche sehr deutliche vitale Kernfdrbungen mit
Dahliaviolett erzielt.

Auch wurden Schnitte von der oberen Blattepidermis an-
gefertigt und fiir eine Stunde in verschiedene Erythrosinlésungen
gelegt (Ergebnisse siehe Tab. XII und XIII).

Tabelle XIIIL

Versuchsdauer 3 Stunden.

Konzentration R .
des Salzzusatzes Resultate der Farbung Plasmolyse
1 Kontrolle . keine Kernfdarbung regelmifig
0-0050! Kerne dunkelrot, Plasma rosa, Randzellen sind tot,
2. Al SOIO der ganze Schnitt ist sehr stark die inneren Zellen
Aly (501)3 gefarbt normal [
000250/ an den Enden zuge-
3. Al ’S(O) fo Kerne dunkelrot, Plasma farblos |spitzt, mit Biischeln von
2 5003 Plasmafiden
.| 000010 Kerne noch rot, Plasma farblos, rormal |
’ Aly (SOy)3 schwache Farbung ‘[
0°00010/, nur sehr vereinzelt gefirbte o]y R !
5. Alg (SOy)4 Kerne; sonst wie 1 regelmaflig ’1

Bei Agapanthus wmbellatus und Clivia wminiaia tritt eine
Kernfirbung ohne Salzzusatz {iberhaupt nicht ein, hd6chstens nach
vielen Stunden. Die Salze des Mg, K und Al haben einen starken
Einflu} auf die vitale Kernfirbung; sie findet in allen Zellen statt,
Bei der Farbung mit Dahliaviolett haben die verschiedenen Salz-
l0sungen keine beglinstigende Wirkung.

Gymnadenia odoratissima (Blatter).

Zu den Versuchen (Tab. XIV) wurde die Epidermis der unteren
Blattseite verwendet. Die Versuchszeit war eine halbe Stunde.

Die Epidermis von Gymuadenia-Blittern eignet sich sehr gut
fiir die vitale Kernfdrbung; durch Zusatz von Mg(NO,),, KNO, und
Ca(NO,), wird sie sehr gesteigert. Die Férbung mit Dahliaviolett
gelingt sehr schén ohne Salzzusatz.

Tradescantia virginica (Blitter).

Es wurde die von der Unterseile der Blitter abgezogene Epi-
dermis verwendet; das Gewebe besteht aus ziemlich gleichmifligen
Zellen, in deren Mitte der Kern, umgeben von stark lichtbrechenden
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Tabelle XIV

o Konzentration i o \
Farblosung | 4 Cctisatzes ‘ Resultate der Firbung | Plasmolyse
| |
Erythrosin . Kerne vereinzelt schwach )
1 10.000 kein Zusatz ’ rosa gefdrbt normal
hE. throsi Kerne intensiv gefdrbt, Plasma
Y 10000 |07 1% Mg(NOg), | lichtrosa. Schliefizellenkerne regelmiig
: lichter gefirbt
: Erythrosin , T Kerne rot, Plasma farblos. )
1:10.000 0°10]p KNOg SchlieBzellenkerne ungefirbt r'101ma1
Erythrosin 10 ' o . X viele Zellen un-
17 10.000 |91 lg Ca(NOg), Kerne deutlich rot plasmolysierbar
Dabliaviolett kein Zusatz Protoplast beinahe dunkler normal
1 50.000 em als der Kern gefdrbt
Dahliaviolett Kkein Zusat Kerne dunkelviolett, Plasma ‘ezelmaBi
1 25.000 cein Zusatz ganz licht regelmabig

Leukoplasten liegt, ferner aus zahlreichen Spaltdffnungszellen. Be-
merkt sei hier, daf§ die Leukoplasten nur in der lebenden Zelle der
Kernhaut anliegen, wihrend sie in toten Zellen im Plasma verstreut
sind. Versuche mit Dahliaviolettlésung 1:50.000 bei einer Dauer
von einer halben Stunde zeigen folgende Resultate (Tab. XV).

Bei Tradescantia virginica gelingt in den Epidermiszellen eine
deutliche vitale Kernfarbung mit Dahliaviolett; sie wird begiinstigt

Tabelle XV.

Konzentration

| des Salzzusatzes Resultate der Fdrbung Plasmolyse

Kerne deutlich blau, Plasma
1. Kontrolle farblos. Schlieizellen: Protoplasten regelmifig
blau, Kerne ungefdrbt

0- 19/ .. . . nicht in allen Zellen
2 ‘0 ’
2. Mg (NOy), Farbung wie bei 1 regelmafig
Kerne bedeutend dunkler geférbt
3. | 0-10/, KNOg als bei 1, Plasma sowie Kerne regelmiflig
der Schliefizellen farblos
__4.— 0-10/, Ca(NO3), kein Unterschied zu 1 regelmigig
Kerne dunkelviolett, SchlieBzellen-
normal

b5} 0/
o 20}y Alkohol kerne farblos

nur teilweise plasmoly-

6. 50/, Alkohol Kerne und Protoplasten blau sierbar, teilweise ge-
schrumpft

7 10;, Ather kein giinstiger Einfluf langsam eingetreten
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durch Zusatz von Mg- und K-Salzen und 2%, Alkohol. Bei Ver-
wendung von Erythrosinldsung iiben nur Mg(NO,),- und Ca(NO,)-,
Ldsungen eine glinstige Wirkung auf die vitale Kernfdrbung aus; es
tritt aber auch eine kleine Schddigung mancher Zellen ein (siehe
Tab. XVI).

Tabelle XVIL

Versuche mit Erythrosin bei einer Dauer von 11/, Stunden.

Kongzentration | - -
des Salzzusatzes I Resultate der Fdrbung | Plasmolyse

Kerne leicht rosa, Plasma farblos.

Kontrolle Schliefizellen farblos normal

nicht in allen Zellen

o5 H . -+ P 1 -
0-50/; Mg (NOjz)e tiefrote Kerne, Plasma lichtrosa cingetreten

10/, KNOg Zellkerne ungefirbt normal

in plasmolysierbaren Zellen
019/, €a(NO;), dunkelrote Kerne, Plasma farblos,
Schliefizellenkerne farblos

nur teilweise plasmoly-
sierbar

Echeveria Scheideckeri (Bldtter).

Verwendet wurde die Epidermis der Bldtter, die sich leicht
abziehen 146t; Versuchsdauer war 5 Minuten; Farbstoff: Erythrosin-
losung 1 10.000. Ergebnisse sind in Tab. XVII zusammengestelit.

Bei den Epidermiszellen von Echeveria war 0-19/, die geeig-
netste Konzentration der Salzlosung; stirkere Salzlosungen fligten
vielen Zellen eine merkliche Schadigung zu. Bei Hinzufligen einer
0-25 prozentigen Al (S0,),-Losung trat die vitale Kernfirbung am
kriftigsten ein, wobel das Plasma immer ungeférbt blieb. NaNO,-
Losung, Alkohol und Ather hatten keinen besonderen Einflu auf
die Farbstoffaufnahme der Kerne.

Asplenium viviparum (Blétter).

Die Farne eignen sich im grofien und ganzen nicht besonders
gut fiir die vitale Kernfarbung. Denn eine grofie Anzahl untersuchte
ich mit negativem Erfolg: Didynochlaena lunulatum, Nephrodium
tenerum, Diplazinm celtifolinm, Gymuogramme japonica, verschiedene
Polypodinm- und Adiantum-Arten. Alle diese mufiten grofitenteils
wegen Unfidrbbarkeit ausgeschieden werden. Als glinstige Versuchs-
objekte erwiesen sich zwei Asplenium-Arten. Verwendet wurde die
Epidermis der Blattunterseite, die aus grofien Zellen mit deutlich
sichtbaren Kernen besteht, welche aufler Chlorophyll noch reichlich
Krystallsand fiihren. Versuchsdauer war eine Viertelstunde. (Ergeb-
nisse wie Tab. XVIII zeigt.)

Durch Hinzufligen einer 0 25prozentigen Aly(SO,),-Losung trat
sehr kriftige vitale Kernfarbung auf, ohne dafi den Zellen eine sichtbare
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Schiddigung zugefiigt wurde; Plasma war immer farblos und die
Chlorophylikorner behielten ihre lichtgriine Farbe. Die vitale Kern-

Tabelle XVIL

dIe\sngznztzz?zr:as Resultate der Farbung Plasmolyse
Lo . P nicht regelméBig, Proto-
1. Kontrolle n emzeln?ﬁéi?r}#gﬁ?m Kerne, plasten sehr zerkliiftete
s ; Formen
nach 5 Minuten: in plasmolysier-
baren Zellen stark rot gefdrbte | grofler Teil der Zellen
Kerne, Plasma farblos. Schlie3- | tot; feine Plasmafiden
2 059, zellenkerne ungefirbt; die angren- in vielen Zellen.
) Mg(NOy), zenden Zellkerne lichtrosa.
Nach 3 Minuten: intensive Kern- | . .
. . i Normal mit zabhlreichen
fairbung, keine Schéddigung der o1,
Zellen Plasmatidden
- stark zerkliiftete Proto-
3 0-10%, Kerne etwas lichter geférbt, plasten, Plasma teil-
' Mg (NOy), Plasma ungefdrbt weise nicht von der
Wand abgehoben
4 0-0010/, schwache Kernfdrbung, kaum ein ‘mal
’ Mg (NOjy), Unterschied zu 1 forma
- 039, . e T . » | normal, sehr viele Zellen
Ca(NOg), viel schwichere Farbung als bei 2 geschidigt
0°-250%, e ot el Plasma zerkliiftet, viele
6. Ca(NOj), Rerne rot gefdrbt geschidigte Zellen
7 0-10/, Kerne lichrot, Plasma farblos, -ecelmific
‘1 Ca(NOy), Zellen nicht geschadigt regelmabig
=0 17 Kerne dunkelrot gefarbt, doch
=20 0. ¢ y ‘ma
8.1 0°5%, KNOy nicht in allen Zellen normal
8.| 0-25%; KNO, Kerne deutlich gefarbt normal
. Kerne nur sehr schwach und
* 10/ VO, . -
9] 0710, KNOy vereinzelt gefdrbt normal
50" NaNO. meistens farblos, vereinzelt licht- .
10.] 0-59/; NaNO, rosa Kerne normal
0950 nach 3 Minuten: in allen Zellen, normal. vollkommen
11. Al ('S‘O') auflfer den Schlieizellen, intensive rmal, und omme
2SS Kernfirbung fund
12 010 Kerne dunkelrot, Plasma farblos; ormal
) Alo(SO )y Fdrbung wie bei 11 norma
a 0:010 . . U nicht gleichmiflig ab-
13. Aly(S0 )y Zellkerne schwicher gefirbt gerundet, Plasmafiden
l

farbung wurde ferner durch Mg(NO,),- und NaNO,-Ldsung beglinstigt,
wihrend bei Zusatz von K- und Ca-Salzen, wie in der blofien
Erythrosinldsung, keine gefarbten Kerne beobachtet werden konnten.
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Tabelle XVIII.

: } I
Konzentration .  Firhiine 1
des Salzzusatzes! Resultate der Firbung i Plasmolyse
i |
1. Kontrolle keine Kernfirbung regelmiflig
rund, Protoplast durch
050/ Kerne rosa gefdarbt; Plasma und | zarte Plasmafiden mit
2. Mg (NOY) Chlorophyllkérner  unverdndert; | der welligen Zellwand
g5l Schliefizellenkerne ungeférbt verbunden. Depl. még-
lich
. cal 1 in einzelnen Zellen Kerne licht- .
3. | 0-50; KNOg rosa getént regelmiflig
4. 0°50/y Ca(NOg), keine Kernfarbung regelmifig
L Kerne rosa, stirker gefdrbt regelmiBig,
: +50/. NaN s
5. | 0°50/p NaNOy als bei 3 keine Plasmafiden
P intensive rote Kernfdrbung in allen § .
6. 0-25% Zellen. Chlorophyllkérner unver- . 1egelmaﬁlg,
) Aly (SOy)3 sndert feine Plasmafiden

Asplenium lucidum (Blitter).

Verwendet wurde die Epidermis der Blattunterseite. Tab. XIX
zeigt Versuche mit Erythrosinlosung bei einer Dauer von einer
Viertelstunde.

Tabelle XIX.

Konzentration

des Salzzusatzes i Férbung der Resultate Plasmolyse

Kontrolle keine Kernfiarbung normal

normal,
feine Plasmafiden

|
0-250/  Aly(SO,); ‘ Kemne deutlich rot gefirbt |
| |
Bei allen anderen Salzzusiitzen wie KNOy, Mg (NO,), und NaNO,
trat auch bei lingerer Versuchszeit keine Kernfarbung auf. Positiver
Erfolg nur durch Hinzufiigen einer 0* 25 prozentigen Al,(SO,),-Losung.
Daraus sieht man deutlich, wie verschieden die lebenden Zellen der
einzelnen Pflanzen sich gegeniiber der vitalen Kernfarbung verhalten.
Dies kann wohl auch als Beweis fiir das Leben gelten, denn totes

Gewebe auch verschiedener Pflanzen zeigt der Farbstoffaufnahme
gegeniiber sicher ein regelmiBigeres Verhalten.

Tulipa gesneriana (Bliitenstengel).

In diesem Falle wurden nicht die Epidermiszellen, sondern die
Parenchymzellen, die grofie, gut sichtbare Kerne haben, mit Erythrosin-
losung gefirbt (siehe Tab. XX).
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Tabelle XX.

! .
i Konzentration Zeit

| des Salzzusatzes Resultate der Firbung

Plasmolyse

4
1. Kontrolle 30" keine gefirbten Kerne regelmiBig
————— regelmifBig, Kern
manchmal aus dem
2 0-259/, =1 Kerne dunkelrot, Plasma Plasma heraus-
’ Aly (SOy)3 o lichtrosa getreten oder er
liegt an der Grenz-
schichte
o s . Kerne tiefrot, schwicher als .
3. |0-30/, Mg (NOg),| 10 bei 2 regelmaBig
4. 0-59/, KNOg | 10' Kerne rot, Plasma rosa regelméflig
5. 1059/, Ca(NOg),| 30" keine Kernfirbung regelmiflig
6. | 0°50/; NaNO; | 30' keine Kernfarbung regelmaBig

Mit Dahliaviolett lassen sich bei Tulipa gesneridna nur negative
Resultate verzeichnen. Das Protoplasma war in allen Zellen violett
gefidrbt, doch war eine dunklere Fiarbung des Zellkernes nicht zu
beobachten.

Helleborus niger (Bliitenstengel).

Langsschnitte durch den Bliitenstengel zeigten verhiltnismiBig
grofie Parenchymzellen mit leicht sichtbaren Kernen. Die Versuche
(Tab. XXI) wurden mit Erythrosin bei einer Dauer von einer Viertel-
stunde durchgefiihrt.

Einen begtinstigenden Einflufl auf die vitale Kernfirbung bei
Helleborus niger haben vor allem Al, (SO,),- und Mg (NO,),-Losungen;

Tabelle XXI.

Konzentration

des Salzzusatzes Resultate der Farbung

Plasmolyse

Kontrolle keine gefdrbten Kerne regelméfig

050, Mg(NOy), Kerne lichtrot, Plasma farblos regelméBig

regelmiBig, nach 12h

0-50y KNO, vereinzelt gefdrbte Kerne alle Zellen lebend; aber
nicht stdrker gefirbt
04505 Ca(NOg), keine Kernfirbung regelmafig
0 50/, NaNO;y Kerne sehr lichtrosa regelmdBig

normal; feine Plasma-
fiden an den Schmal-
seiten des Protoplasten

nach 10 Minuten: Kerne tiefrot,

« 20/
0750}y Alp(SOg)3 Plasma rosa schattiert

Dahliaviolett Kerne deutlich violett, Plasma

1 50.000 farblos normal

Sitzungsberichte d. mathem.-naturw. KI., Abt. I, 173, Bd., 9. Heft. 50
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es tritt sehr intensive Farbung der Kerne ein. Bei Dahliaviolett tritt
die Farbung ohne Salzzusatz am schonsten ein.

Spirogyra-Arten.

Infolge der GréBe oder der Lagerung der Chloroplasten ist bei
vielen Algen eine genauere Beobachtung des Zellkernes im Lebend-
zustande oft nicht leicht. Bei meinen Versuchen gelangten daher nur
gewisse Zygnema- und Spirogyra-Arten, die einen leichten Einblick
in die Zelle gestatteten, zur Untersuchung. Bei Zygnema konnte ich
nie eine vitale Kernfirbung beobachten. Spirogyra-Fiden, obwohl
duflerst zart und empfindlich, konnten sehr gut zu Farbungen mit
Erythrosin verwendet werden. Ergebnisse zeigt Tab. XXII

Tabelle XXIIL

. . i
zentration P
Konzen | Zeit

des Salzzusatzes |

Farbung der Resultate Plasmolyse

vollkommen ungefirbt, kein Unter-

\

Kontrolle s schied zu frischem Material ‘1 normal ‘
breite, doppelbindrige Spirogyra. ' l
in jungen Zellen Kerne dunkelrot, !

{1 h Kerne und Chromatophoren bereits  normal, gingen aber
! geteilt, noch keine Zellwand ge- bald zugrunde
0-50/5 Mg (NO3), bildet, andere Kerne nur schwach
gefdrbt.
Spirogyra mit eintachem Band: normal, mit Gly-
3 (| dunkelrote Kerne, Chromatophor | zerinlésung durch-
in Form und Farbe unverindert gefiihrt
beide Arten schon gefdrbte Zeli-

0+50,, NaNOy ! 11/ | kerne, Chromatophor unverindert, normal
Plasma farblos |

050, KNO, 7h

schmalbiindrige Spirogvra, ein-
zelne licht getdrbte KKerne

normal

0-50y Ca(NOg)y | 71 keine Kernfirbung | die meisten Zellen tot

Die Versuche mit Zusatz von Al (SO,),-Lésung zeigten alle
negative Resultate; wegen der Erstarrung des Plasmas konnte auch
bel ungefarbten Fdden keine Plasmolyse erreicht werden. Bei Zusatz
von Mg(NO,),- und NaNO,-Losung hingegen konnte eine intensive
Kernfdrbung beobachtet werden. Versuche mit Dahliaviolett ergaben
negative Resultate; der Farbstoff wurde von der Zelle wohl aufge-
nommen, doch trat nirgends eine Farbung des Zellkernes ein.

IV Anhang.

Einfluf§ der Temperatur und des Lichtes auf die vitale Kernfirbung.

Die Intensitiit der Vitalfirbung und die Raschheit ihres Eintrittes
ist in besonderem Mafle auch von der Temperatur abhingig. Folgende
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Versuche in Tab, XXIII zeigen den begilinstigenden Einflufl der Wérme;
die Versuche wurden im Thermostaten bei 35° C. und in gewohn-
licher Zimmertemperatur bei 17° C. im Dunkeln aufgestellt. Die ver-
wendete Farbstofflésung war Erythrosin.

Tabelle XXIIIL.
Allium Cepa (Zwiebeln).

i . Konzentration . | °C. ‘ . o ) | Ny N
] | des Salzzusatzes ; Zeit Temp.l Resultate der [irbung i Ptasmolyse
| -
Parenchym: intensiv gefiirbte |
i 1. KNontrolle 2h 35° Kerne; Epidermis: Kerne normal
farblos
2. Kontrolle 2h 17° keine gefiirbten Kerne " normal
T Parenchym: deutlich gefiirbte |
3. 0-59, KNOy 1h 1 35° | Kernc; Epidermis: Kerne licht- ! normal
rosa
4. 0-50/5 KNOy ih 17° keine gefirbten Kerne { normal
N _ Kerne stark rot, intensiver | )
. 50! 1 o ] .
0+59), Mg(NOg), | 1 | 35 e tola 1 normal
B am Rand vereinzelt lichtrote | .
3 UIR N i 70 | 'ma
6. {0-50/{; Mg(NOg), | 1 17 Kerne } normal
. T sehwiichere Fiir e ot | )
7. 050/, NaNO, I 35° schwiichere I‘(llbgllg als bei normal
i 3 und 5
8. | 059, NaNOy 1| 17° keine gefirbten Kerne normal
1)

Auch bei Agapanthus wmbellatus und Clivia miniata konnte
ich &hnliche Resultate verzeichnen. Die Zellkerne firben sich bei
einer Temperatur von 17° C. in Erythrosinlosung ohne Salzzusatz
nicht, wihrend sie bei einer Temperatur von 35° C. schon nach
einer Stunde, bei Salzzusatz noch frither, eine intensive rote Farbung
annehmen. Die Zellen lassen sich alle normal plasmolysieren. Pflanzen,
bei denen durch Salzzusatz keine vitale Kernfidrbung erzielt wurde,
zeigten auch bei gesteigerter Temperatur keine Farbstoffaufnahme
im Zellkern, wie dies bei Adora untersucht wurde.

Weder diffuses Licht noch direktes Sonnenlicht beeinflufiten
die vitale Kernfidrbung. Die Versuche in Tab. XXIV wurden mit
Erythrosin durchgefiihrt; Plasmolyse zeigte immer normalen Verlauf.

Dieselben Versuche wurden auch mit den Blittern von Aga-
panthus wmbellatus und Clivia miniata durchgefiihrt; die Resultater
stimmten mit denen von Allinm Cepa -vollkommen {iberein; kein
wesentlicher Farbungsunterschied zwischen Licht und Dunkel, doch
eine frithere Schddigung der Parenchymzellen im Lichte. Bei Epi-
dermiszellen von Aspleniwin viviparwm trat bei blofler Erythrosin-
16sung im Sonnenlichte nach 1!/, Stunden intensive Kernfdrbung ein,
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Tabelle XX

v.

Allium Cepa (Zwiebeln).

Konzentration Zeit | Beleuchtung Resultate der Féarbung
des Salzzusatzes
1 H enfir
1| Kontrolle | L | diffuses Licht keine Kernféirbung
) 1h keine Kernfirbung;
2. Kontrolle on Sonnenlicht am Rand Plasma licht gefirbt,
Parenchym geschadigt
1 keine Kernfirbung.
3. Kontrolle oh Dunkel Parenchym: vereinzelt rosa ge-
firbte Kerne; Zellen plasmolysierbar
i Parenchym: Plasma und Kern
gefirbt.
4.10°59 5 Mg (NOy)y diffuses Licht | Intensive Kernfirbung im Paren-
2h chym, lichte Kerne in der Epi-
dermis
- B . Kern und Plasma gefarbt. Paren-
50/ \ 1 8
9.1 050 Mg(NOg)y | 1" Sonnenlicht chymzellen nach 2 Stunden tot
o . kein deutlicher Unterschied zu 4.
3. | 0-507 Mg (N 1
6.105% Mg (NOy), | 2V Dunkel Farbung cher etwas stirker
.... th . keine Kernfirbung.
-~ . J
7 0-50 5 KNOy ol Sonnenlicht Alle Zellen tot
8| 050G KNOy | 2n Dunkel cinzelne lichtgefitbte Kerne
| 9.1 0-50/; Ca(NOy), | 11 Sonnenlicht alle Zellen tot
| L5001 (o (N 1 einzelne gefirbte Kerne, alle Zellen
10. | 0-50/y Ca(NOy)o | 20 Dunkel plasmolysierbar
Versuch nicht durchfiihrbar, da im
11.10°250 § Aly(SOy);| 11 Sonnenlicht Lichte bei Zusatz von Aluminium
der Farbstoff ausfillt
S Keine Kernfirbung.
L. oh diffuses Licht Kerne vereinzelt, Plasma auch
12 Dabliaviolett gefirbt
1 50.000
24 Dunkel Kerne dunkel, Plasma nur
! licht geférbt
—_
|

doch waren die Zellen nicht mehr plasmolysierbar; im Dunkeln
dagegen trat keine Farbung der Kerne ein.

V Diskussion der Resultate.

Durch eine Reihe von Versuchen konnte nun gezeigt werden,
daB eine vitale Kernfirbung moglich ist. Wir miissen aber, bevor
wir auf die erhaltenen Resultate niher eingehen kdnnen, zuerst den
Begriff »vital« moglichst enge begrenzen, denn es kommt sehr viel
darauf an, was man iiberhaupt unter vital versteht. Schon Rost hat
in seiner Arbeit Uber vitale Kernfirbung grofies Gewicht auf die
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Begriffe »lebend« und »tot« gelegt. Da es vom Leben bis zum Tod
einen vollstdndig ununterbrochenen Ubergang gibt, so kann man nie
sagen, wo der Tod beginnt. Man kann nur den vollendeten Zustand
des Todes feststellen dadurch, daf alle fundamentalen Funktionen
der lebenden Zelle nicht mehr vorhanden sind. Das Leben aber ist
kein begrenzter Zustand, sondern nur die Auflerung einer Reihe
aufeinanderwirkender Funktionen, die an noch Kkleinere Bestandteile
der Zelle gebunden sind. Diese konnen natiirlich eine Unmenge von
Stérungen erfahren, die sich dann rlickwirkend als Schiddigung der
Zelle offenbaren. Infolge solcher ganz geringer Stdrungen ist eine
Zelle oft bereits geschddigt, doch ist sie, da sie noch andere Funk-
tionen auslibt, als lebend zu bezeichnen. Man mufi daher, wie Rost
meinte, die lebenden Zellen in geschéddigte und ungeschiddigte Zellen
einteilen. Man kann in diesem Falle oft nur schwer eine Grenze
ziehen. So zeigen ja Versuche Linsbauer’'s, dafl kernlose Proto-
plasten noch Plasmolyse eingehen koénnen. Plasmolysierbarkeit ist
ausschliefilich eine Erscheinung des Lebens, und doch mufi man
zugeben, dafl Zellen ohne Kern als geschédigte zu bezeichnen sind.
Es liegt jedenfalls eine Schiddigung vor, die nicht den Tod bedingt,
da die Permeabilitdt der Zelle erhalten geblieben ist. Man kann sich
ja geschdadigte Zellen vorstellen, die in vielen ihrer Lebensdufierungen
einer ungeschidigten Zelle vollkommen gleichen. So glaube ich von
den gefdrbten Zellen bei meinen Versuchen sagen zu konnen, daf$
sie sicher leben, was man durch Plasmolyse beweisen kann. Es ist
auch hochst wahrscheinlich, dafi der Zellkern lebt, doch ist die
Annahme nicht von der Hand zu weisen, dal er zumindestens eine
Storung seines Zustandes erfahren hat, die ihn befihigt, Farbstoff
in reichlicher Menge aufzunehmen. Es wiére dann mit Recht von
einer Schddigung der Kerne zu sprechen, wobei sich Schadigung
und Leben nicht ausschliefen. Es mufi ja die Schiddigung nicht die
ganze Zelle betreffen, sie kann auf den Kern in ganz anderer Weise
wirken als auf das Plasma.

Bei den vitalen Kernfdrbungen mit Erythrosin und Eosin wurde
durch Hinzufligen von Salzldsungen ein beglinstigender Einflufi
erzielt. Vor allem die Wirkung einer Mg(NO,),- und KNO,-Lésung war
duflerst stark, so dafi die Annahme naheliegend wére, es handle sich
dabei um eine weitgehende Permeabilitdtsverdnderung der Plasma-
haut; damit im Widerspruch stand aber die Begilinstigung der FFarbung
durch Ca(NO,),. Ebenso haben Versuche mit verschieden auf die
Permeabilitdt der Plasmahaut antagonistisch wirkenden Salzldsungen
eine bedeutend intensivere Farbung des Kernes und Plasmas gezeigt.
Dies 148t sich auch nicht mit einer Permeabilitdtsverdnderung in
Einklang bringen.

Die Lebensdauer der gefdarbten Schnitte von Allium Cepa, ob
in blofler Erythrosinlosung oder mit Zusatz von Salzldsungen gefarbt,
war 3 Tage, manchmal einige Stunden ldnger oder kiirzer. Zwiebel-
schnitte, mit zweierlei Salzen behandelt, konnten nur einen Tag
lebend erhalten werden, was wohl auf die Giftwirkung der Salze



712 AvPaltauf]

zuriickzufihren ist. Die gefdrbten Blattepidermiszellen von 7rades-
cantia virginica, Gymmadenia, Echeveria waren nur einige Stunden
hindurch lebend; aber auch ungefdrbte, plasmolysierte Epidermis-
zellen hatten keine langere Lebensdauer, und so ist der kurze Lebend-
zustand wohl auf die ganz verschiedene, sicher unglinstige Lebens-
bedingung, die den Pflanzenzellen geboten wird, zurlickzufiihren.
Eine Ausnahme machten die Epidermiszellen von Asplenium vivi-
parum und lucidum, die auch nach einem Tag noch vollkommen
intakt waren.

Was die Intensitdt der vitalen Kernfirbung anlangt, so weisen
hier die einzelnen Objekte sehr grofie Unterschiede auf. Oft kommt
es nur zu einer zarten Anfarbung oder TOnung, vielfach aber ist die
Fiarbung so intensiv, daf sie der fixierter Kerne gar nicht nachsteht.
Die Fiarbung der Zellkerne ist immer als eine vollkommen diffuse
eingetreten. Dies stimmt mit den Ergebnissen der Versuche von
Gicklhorn (2) ganz liberein. Doch schreibt er in seiner Arbeit ber
die Plasmafarbung folgendes: »Das Protoplasma ist ebenso wie der
Kern intensiv rot — gleiche Farbe wie die Losung — und hat weder
seine Struktur noch sein glasig durchscheinendes Aussehen geédndert.«
Bei meinen Versuchen mit Allium Cepa hingegen war das Plasma
nur ganz licht tingiert, bei den Blattepidermen von Tradescantia,
Gymmnadenia, Echeveria Uberhaupt farblos. Eine Farbung des Zell-
saftes wurde in keinem Falle beobachtet.

Die vitalen, durch Verwundung erzielten Kernfarbungen Kiister's
brachten Gicklhorn zu der Annahme, daff die Vitalfdrbung an-
scheinend dem Séuregefille von der Wunde folge. Bei seinen daher
mit angesduerten Losungen durchgefiihrten Versuchen erzielte er sehr
intensive Kernfarbung. Da aber bei meinen Versuchen nie irgendiie
angesduerte Farbstofflosungen verwendet wurden, mufl wohl noch
ein anderer Faktor des Wundreizes bei der vitalen Kernfdarbung eine
Rolle spielen; vielleicht ist auch hier eine kleine Irritation des Kernes
die Ursache der auffallend starken Farbstoffaufnahme.

Die Vitalitdt der gefdarbten Zellen wurde durch Plasmolyse und
Deplasmolyse gepriift; die Plasmolyseform zeigte immer konvexe
Grenzflichen und zeigte keinen Unterschied zu ungefarbten Priparaten.
Bei Zusatz von Mg(NO,),- und AL, (SO,),-Losung findet man zahl-
reiche starkere und feinere Plasmafidden, an den Schmalseiten des
Protoplasten oft biischelartig angeordnet. Bei den langen schmalen
Epidermiszellen von Agapanthus und Clivia tritt oft eine Trennung
der Protoplasten ein. Albach schreibt in seiner Mitteilung liber vitale
Kernfarbung betreffend die Plasmolyse folgendes: »Tritt auch die
Plasmolyse nach der Farbung nicht mehr in der Form auf, wie wir
sie bei unbehandelten Zellen finden, so spricht sie aber immerhin
fiir das Leben. Wédhrend bei der normalen Plasmolyse das Plasma
konvexe Grenzflichen ausbildet, so haben wir nach der Farbstoff-
einwirkung ein ungleichméfliges Zuriickziehen von der Wand, ecine
Art Krampfplasmolyse mit konkaven Grenzflichen zu verzeichnen.«
Allerdings hatte Albach mit anderen Farbstoffen operiert als ich,
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und es ist mit Sicherheit anzunehmen, dafl die einzelnen Farbstoffe
fiir sich einen gewissen EinfluB auf die Zelle ausiiben kénnen, ohne
hiebei offensichtliche Schadigungen oder gar den Tod herbeizufiihren.
Eine zerkliiftete Form der Plasmolyse beobachtete ich bei den ge-
farbten wie auch ungefdrbten Epidermiszellen von Echeveria Schei-
deckeri.

Al,(SO,),-Losung beglinstigt die vitale Kernfirbung kolossal,
sogar noch in der duflerst verdiinnten Konzentration von 0-0001%,.
Bei allen Versuchen mit Ausnahme von Spirogyra ist regelmiBige
Plasmolyse eingetreten. Eine Unplasmolysierbarkeit der Zellen, die
Fluri auf eine Permeabilitdtserhéhung zuriickfiihrte, ist nirgends ein-
getreten. Sciisz hat ja bewiesen, daB gleichzeitig mit der Unplas-
molysierbarkeit auch eine Erschwerung der Verlagerungsfahigkeit
eintritt. KEr brachte diese Erscheinung mit der Erstarrung des Plasmas
in Zusammenhang. Die Erstarrung des Plasmas war die Ursache,
warum die Farbungsversuche mit Zusatz von Al,(SO,),-Losung bei
Spirogyra nicht durchgefiihrt werden konnten. Ein besonderes Kenn-
zeichen der Plasmolyse bildeten die zahlreichen feinen Plasmafiden,
die bei allen Versuchen mit Ausnahme von Asplenium bei Zusatz
von AL(S0,),-Losung in allen Zellen beobachtet wurden.

Die vitalen Kernfarbungen mit Dahliaviolett sind vor allem bei
Blattepidermen und Stengelparenchym sehr gut gelungen. (Agapanthus,
Clivia, Tradescantia, Gymnadenia, Tulipa.) Der EinfluB der Salze
war bei Dahliaviolett ein bedeutend geringerer, in Betracht kam {iber-
haupt nur KNO,-Lésung, denn auch ohne Salzzusatz trat dunkelblaue
Fdrbung der Kerne ein. Schaede (1), der ebenfalls vitale Kernfarbungs-
versuche mit Dahlia machte, schreibt: »Vitale Kernfarbung wurde
nie gefunden. Bei Tradescantia virginica kann sie leicht vorgetiuscht
werden, wenn die den Kern einschlieBende Plasmaschichte gefirbt
ist.« Bei meinen Versuchen waren gerade bei den Epidermiszellen
von Tradescantia virginica die Kerne tiefblau gefiarbt, die Leuko-
plasten dem Kern anliegend — was nur bei der lebenden Zelle der
Fall ist — und das Plasma vollkommen farblos, so daB eine Vor-
tduschung der Farbung unmoglich ist. An anderer Stelle erwédhnt
Schaede (2) auch, daff Farbungen mit Dahliaviolett und Methyl-
violett nur bei totem oder sterbendem Plasma stattfinden. Im Gegen-
satze dazu stehen die erst kiirzlich von Albach Uberpriiften vitalen
Kernfarbungen von Campbell.

Bei allen Versuchen an Blattgeweben zeigten die Spaltéffnungs-
zellen gegentliber den Farbstoffen ein ganz anderes Verhalten als die
tibrigen Epidermiszellen. Die Schliezellenkerne waren stets ungeférbt
zu einer Zeit, wo die anderen Zellkerne schon eine deutliche Féarbung
angenommen hatten. Dasselbe beobachtete Linsbauer und stellte
fest, daB die Schliefizellen langsamer den Farbstoff aufuehmen, aber
dann alle Ubrigen Zellen in der Intensitdit der Farbung tbertreffen;
dies ist zuriickzufiihren auf ihre geringere Permeabilitdt. Bei einem
unversehrten Blatt tritt die vitale Farbung zuerst in den Schliefizcllen
auf, da durch die Kutikiia der Eintritt der Farbstoffe in die {ibrigen
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Zellen verhindert wird. Ebenso beobachtete Weber bei der Farbung
von Bldttern von Zebrina pendula mit Hilfe der Zentrifugen-Infil-
trationsmethode nach wenigen Minuten eine intensive Firbung in
den Schliefizellen, wéhrend die anderen Zellen von der Neutralrot-
16sung noch nicht tingiert waren. Doch ist dies bei den einzelnen
Objekten verschieden.

Durch Verwundung tritt die vitale Kernfarbung blo am Rande
der Wunde auf, ist also auf wenige Zellen beschrankt. Bei der Ver-
wendung von Salzldsungen tritt die vitale Kernfirbung bedeutend
starker und in allen Zellen ein; sie ist im ganzen Schnitt verbreitet.
So hat auch hohere Temperatur einen gilinstigen Einflu auf die
vitale Kernfirbung.

Worin der bedeutende Einfluff der Salzldésungen besteht, der
eine vitale Kernfdrbung bewirkt, ist nicht sicher festzustellen. Wie
durch Versuche gezeigt wurde, besteht wenig Wahrscheinlichkeit,
dafi eine Permeabilitdtsverdnderung die Ursache der starken Farb-
stoffaufnahme sei. Man kommt mehr zu der Ansicht, daB die Farbung
auf einer geringen Schéadigung der Zellkerne beruhe, die durch ver-
schiedene Salzldsungen, Alkohol, Ather und gesteigerte Temperatur
hervorgerufen werde. Es ist dies nicht in dem Sinne gemeint, dafl
die Zelle daran zu Grunde gehe, sondetn eher als vorilibergehende
Irritation des Kernes. Denn die Vitalitdt der Zellen wurde ja deutlich
durch die Plasmolyse und Deplasmolyse bewiesen. Als Beweis fiir
das Leben des Kernes mag wohl das verschiedene Aussehen gegen-
liber den Kernen toter Zellen gelten. An anderer Stelle habe ich
schon darauf hingewiesen, dafl wir uns lebende Zellen vorstellen
konnen, deren Kerne nicht ganz intakt sind, aber dennoch leben.
Einen genauen Beweis f{iber den Grad der Vitalitit des Zellkernes
zu bringen, vermag ich hier nicht, jedoch den, dafl das Plasma
gegeniiber den unbehandelten Zellen sich vollkommen gleich verhlt.

VI. Zusammenfassung.

1. Im Anschluf an frithere Untersuchungen anderer Autoren
konnte in vorliegender Arbeit gezeigt werden, dafi eine vitale Kern-
und Plasmafdrbung bei verschiedenen Pflanzengeweben leicht gelingt.

2. Bei den Farbungsversuchen ergaben Erythrosin, Eosin und
Dahliaviolett eindeutige positive Resultate.

3. Die vitale Kernfdrbung wird durch Hinzufligen von Mg(NO,),-,
KNO,-, NaNO,-, Ca(NO,),- und Al,(SO,),-Losungen zur Farbstoff-
18sung stark begtlinstigt.

4. Die Fdarbung der Kerne ist immer eine diffuse und es konnte
in keinem Falle eine Bevorzugung irgendwelcher Kernbestandteile
bemerkt werden.

5. Auch durch Alkohol und Ather wird die Farbstoffaufnahme
der lebenden Zelle gesteigert; vitale Kernfirbung tritt dadurch viel
zahlreicher auf.
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6. Wihrend die vitale Kernfarbung sich sonst nur auf Zellen in
der Nédhe von Wundstellen oder des Schnittrandes beschrdnkt, tritt
sie durch Hinzufligen von Salzlosungen sehr intensiv und auch in
allen Zellen in gleicher Weise auf.

7. Die Zellen mit vital gefdrbten Kernen lassen normale Plasmo-
lyse und Deplasmolyse zu, ein Zeichen, dafl die Permeabilitdt nicht
verdndert und das Plasma auf jeden Fall nicht wesentlich ge-
schadigt ist.

8. Die Kerne der Schliefizellen zeigen im Vergleich mit den
Epidermiszellen der Farbstoffaufnahme gegentiiber ein ganz ver-
schiedenes Verhalten. Die Farbung der Kerne tritt bedeutend spéter ein.

9. Auch erhdhte Temperatur hat einen gilinstigen Einflufl auf
die vitale Kernfirbung, wihrend Licht und Dunkel keinen Unter-
schied hervorrufen.

10. Die angestellten Versuche machen es wahrscheinlich, daf
fir das Zustandekommen einer vitalen Kernfdrbung weniger starke
Permeabilitdtsverdnderungen der Plasmahaut verantwortlich zu machen
sind; vielmehr diirfte es sich um eine schwache Schadigung des Zell-
kernes handeln, der dadurch befdhigt wird, Farbstoffe in groferem
Ausmafle zu speichern.
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