Vitalfidrbungsstudien mit Chrysoidin

Uber Permeabilitit und Quellung vitalgefirbten Plasmas

Von Lothar Hofmeister, Wien

(Vorgelegt in der Sitzung am 24. Juni 1948)

I. Einleitung.

Die Vitalfarbung ist gleich wichtig als Forschungsgebiet wie
als Arbeitsmethode der Zellphysiologie. Fiir beide Bereiche ist es
von Bedeutung, zu erfahren, wieweit die gefdrbte Zelle normal
bleibt oder in welchem Mafle sie Verdnderungen jener Eigenschaften
erleidet, welche das lebende Plasma zu charakterisieren geeignet
und einer Bestimmung zuginglich sind. Die Permeabilitit vital-
gefdrbter Protoplaste ist als unschwer zu bestimmende Plasma-
eigenschaft Gegenstand der vorliegenden Untersuchung®.

In einer fritheren Studie (Hofmeister, 1938)* habe ich
festgestellt, wieweit Vitalfirbung mit Neutralrot oder Methylen-
blau die Permeabilitit fiir Harnstoff und Glyzerin verdndert. Es
ergab sich, daB} schwache Anfirbung die Permeabilitit von Elodea-
Blattzellen nur unwesentlich beeinflut (leichte Forderung) und
daB erst bei Bildung der bekannten Farbnlederschlige im Zeilsaft
eine Permeabilititshemmung einsetzt; dann sinkt die Durchlissig-
keit je nach Intensitit der Farbung auf die Hilfte, bei stirkerer
Anfarbung auf ein Viertel und weniger des Kontrollwertes. Von
zwolf anderen, mit Neutralrot nur orientierend gepriiften Objekten
zeigten vier ebenfalls Hemmung der Harnstoffpermeation, wihrend
acht andere keinen nennenswerten Einflufl erkennen liefen.

* Die Experimente zu dieser Untersuchung wurden zwischen Mirz und
Juli 1946 am Pflanzenphysiologischen Institut der Universitit Wien durch-
gefiihrt, die Niederschrift erfolgte 1948 am Botanischen Institut.

* Eine vorangegangene einschlidgige Untersuchung ,,Studien iiber die
Permeabilitit vitalgefirbter Pflanzenzellen. I. Versuche mit Neutralrot und
Methylenblau® (Zeitschr. f. wiss. Mikr., 55, 893) ging auf eine Anregung aus
dem Jahre 1987 zuriick, fiir die ich Herrn Professor E. K ii s t e r sehr zu Dank
verpflichtet bin.
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Fiir die Anwendung der Vitalfdrbung als Arbeitsmethode zieht
schon der damalige Befund die Forderung nach sich, die Farbung
nicht weiter vorzutreiben, als es fiir den angestrebten Zweck un-
bedingt nétig ist, und sich durch orientierende Versuche zu ver-
gewissern, ob diejenigen Plasmaeigenschaften, welche Gegenstand
der Versuche sind, unverindert bleiben.

Da Neutralrot und Methylenblau lediglich die Vakuole (und
die Zellmembran), intaktes Plasma jedoch nicht firben, die Per-
meabilitit aber eine Eigenschaft gerade des Plasmas ist, lag es
nahe, einen Farbstoff in seiner Wirkung auf die Permeabilitit zu
studieren, der das Plasma selbst anfiirbt und so unmittelbaren Ein-
flu auf seine Eigenschaften nehmen kann. Als Plasmafarbstotf
wiahlte ich Chrysoidin, das meine Objekte in gleichmiBiger und
leicht reproduzierbarer Weise firbte®.

Farbung lebenden Plasmas mit Chrysoidin wurde durch R u h-
land (1912) beschrieben. Die Unschidlichkeit dieses vitalen
Farbemittels ist mehrfach belegt. So fand Schaede (1923)
Wurzelhaare von Hydrocharis nach sechsstlindiger Farbedauer
noch ohne Schédigung und beniitzte (1924) Vitalfirbung des Plas-
mas mit Chrysoidin als Hilfsmittel zum Studium der Zell- und
Kernteilung verschiedener Objekte. Nach Wulff (1934) ist der
Farbstoff fiir Pollenschliuche villig unschédlich, so daB sie auch
im gefirbten Zustand die Samenanlagen erreichen und die Befruch-
tung und Samenentwicklung zustande kommt. W ulf £ fand weiter
Unschédlichkeit fiir die Zellen der Kiichenzwiebel; L an z (1936)
erwiahnt das gleiche beziiglich Allium, beschreibt dagegen Schéi-
digungen des empfindlicheren Objektes Spirogyra. Guillier-
mond und Gautheret (1938a, b) kultivierten Saprolegnia
unter Beimengung von Chrysoidin zum Nihrsubstrat und beob-
achteten trotz der Plasmafirbung Wachstum, wenn auch verrin-
gerter Intensitit. Drawert (1940) verdanken wir genaue An-
gaben iiber die Verteilung des in Puffern von unterschiedlichem
pg gelosten Farbstoffes auf Zellsaft, Plasma und Membran der
inneren und duBeren Epidermis der Allium-Zwiebelschuppen, ferner
tiber die Loslichkeit in organischen Ldsungsmitteln und iiber die
Dissoziationsverhiltnisse unter den gleichen Umsténden.

II. Methodisches.
Als Diosmotikum wurde wie seinerzeit (1938) zunichst Harnstoff,
daneben gelegentlich Glyzerin, Glykol Erythrit, ferner Methylharnstoff
und Malonamid angewendet. Die durch Bogen (1937—1941) geduBerten

3 Uber Prune pure siehe S.63.
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Bedenken gegen die Verwendung von Harnstoff und Glyzerin in Perme-
abilititsuntersuchungen wurden erwogen. Bei den verwendeten Objekten
ist jedoch der Permeationsverlauf in beiden Substanzen gleichmiBig, so
daB eine Beeinflussung der Permeabilitit durch das Diosmotikum selbst
nicht vorliegen kann*. DaB die Harnstoffpermeabilitit experimentell vielleicht
leichter zu verdndern ist als die fiir manche andere Substanz, spricht mehr
fiir als gegen die Anwendung dieses Stoffes in der vorliegenden Untersuchung.

Die Versuchsobjekte vertrugen die Vitalfirbung, den Perme-
abilititsversuch und den kombinierten Einfluf beider gut. Es waren Narcissus
pseudonarcissus L. (innere Epidermis der Zwiebelschuppen), Solanum tube-
rosum L. (Blattstielepidermis) und Daucus carota L. (Blattstielepidermis).
Narcissus zeigt mittlere Permeabilitit fiir Harnstoff und Glyzerin, die beiden
anderen Objekte sind fiir Harnstoff hochpermeabel®.

Die Permeabilitdtsbestimmung wurde bei Narcissus zur
Gédnze nach der plasmometrischen Methode ausgefiihrt, bei Solanum und
Daucus dagegen iiberwiegend durch Berechnung nach der Deplasmolysezeit
(Hofler, 1943; Hofmeister, 1949); gelegentlich wurde auch bei diesen
Objekten ein plasmometrischer Wert nebenher gemessen. Mit langsam perme-
ierenden Verbindungen (Erythrit, Malonamid) wurden nur plasmometrische
Bestimmungen vorgenommen.

Die plasmometrische Methode ist allgemein bekannt; nur zur Aus-
wertung mufl bemerkt werden, dafl die Permeationskonstante P’ hier durch-
gehend unter Verwendung der Korrektur nach Ashida berechnet wurde;
auf diese Form der Auswertung wurde neuerdings (Hofmeister, 1949)
nachdriicklich hingewiesen; sie wurde schon wiederholt verwendet (Ho f-
meister, 19388; Kreusz, 1941; Rottenburg, 1943), scheint sich aber
auBlerhalb von Wien noch nicht eingefiihrt zu haben.

Die Permeabilititsbestimmung nach der Deplasmolysezeit wurde vom
Verfasser (l. ¢.) jiingst als einfaches, zeitsparendes und fiir vielerlei Zwecke
ausreichend genaues Verfahren empfohlen und ihre Anwendbarkeit durch
Vergleich mit plasmometrischen Ergebnissen belegt; hier sollen nur die
Grundziige dieser Kurzmethode erwihnt werden, die durch Hofler (1943)
an Diatomeen erstmalig zur Anwendung gebracht wurde.

Ausgehend von der Gleichung P’'= C » welche von der plasmo-

metrischen Bestimmung her geldufig ist, erfolgt die Berechnung der pro
Stunde eindringenden Menge M nach der Uberlegung, daf bis zum Augen-
blick der Deplasmolyse in permeierender Losung die Differenz zwischen
AuBenkonzentration des Plasmolytikums und dem osmotischen Wert des
Objektes, also C—O, eingedrungen sein muf; dabei ist die Partialkonzen-
tration ¢ des eindringenden Stoffes im Zellsaft von Null bis auf den Wert
C—O gestiegen und war zu der ha.lbeé] Déeplasmolysezeit etwa halb so grof},
— (C—0)6

nédmlich * Wenn nun M = in die obige Gleichung eingefiihrt

wird, 148t sich diese in folgender Weise ausdriicken:

* Siehe auch S.77.

5 Fiir den Hinweis auf die beiden letztgenannten Objekte und ihre
Permeabilititseigenschaften habe ich Herrn Professor Bie bl zu danken, der
auch neuerdings dazu anregt (1949), zu zellphysiologischen Studien mehr als
bisher Gemiisepflanzen bzw. Nutzpflanzen zu verwenden.
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, 120 (C—0)
Pd =
T (C+0)

Demnach kann aus der Deplasmolysezeit T (in Minuten) und aus dem
osmotischen Wert der Zellen in Zuckerlosung die Permeationskonstante P’
getunden werden, welche mit dem plasmometrisch gewonnenen Wert P’
direkt vergleichbar ist, da der Berechnung beider das gleiche Prinzip
zugrunde liegt’. Einschrinkend ist zu erwihnen, daB P, dem Durchschnitts-
wert der Permeation vom Einlegen bis zur Deplasmolyse entspricht,
wihrend P’ den Wert einzelner Intervalle erfaBt.

Der Vorteil der Deplasmolysezeit-Bestimmung liegt in der Verein-
fachung von Versuchsanstellung und Auswertung und in der dadurch
bedingten Zeitersparnis, durch welche die Moglichkeit zu breiterer Versuchs-
ansteliung gegeben ist, ferner darin, da das Verhalten der vielen Zellen
eines ganzen Schnittes im Durchschnitt erfaBt wird. In der oben erwéhnten
Darstellung ist an Beispielen gezeigt, daB diese Werte bei gleichmiBiger
Permeation mit den plasmometrisch gewonnenen gut iibereinstimmen; die
Genauigkeit der Bestimmung ist fiir die Ziele der vorliegenden Abhandlung
mehr als ausreichend.

Die Versuche wurden nach einem einheitlichen Schema durchgefiihrt,
wobei einfachste Versuchsbedingungen angestrebt wurden. Farbstoff und
Plasmolytika wurden in Brunnenwasser (aus Purkersdorf bei Wien) gelost,
welches nach mehrtigigem Stehen in verschlossener Flasche p, 7,5 zeigte”.
Die mit diesem Wasser in der Konzentration 1 :10.000 angesetzte Farbstoff-
losung gab zufriedenstellende, deutlich sichtbare Farbung des Plasmas bei
allen Objekten. Die Firbungsdauer war durch die Forderung begrenzt, dafl
die Zellen den Permeabilititsversuch auch im gefiirbten Zustand zumindest
iiberleben mufBiten. Die Verwendung von Pufferlosungen (n/150 Phosphatpuffer
nach Strugger, 1938) erwies sich trotz der starken Verdiinnung als un-
giinstig, da zwar die Plasmafirbung bei bestimmter Wasserstoffionenkonzen-
tration (s. S. 59) intensiver war als in Brunnenwasser, die gemeinsame
Wirkung von Puffer, Fiarbung und Diosmotikum aber vor Ende des Permea-
tionsversuches zum Tode oder zu deutlicher Schidigung der Zellen fiihrte.

Von frisch eingebrachtem Material wurde jeweils eine Anzahl vergleich-
barer Schnitte angefertigt und zu einem Teil in Wasser, zum anderen in
Farblosung gelegt. Direkt verglichen werden nur die gleichzeitig priparierten
Schnitte von derselben Pflanze; diese streng vergleichbaren Versuche sind
in den Tabellen jeweils zwischen zwei Linien eingeschlossen. Der Kontroll-
wert K (im gleichen Plasmolytikum an ungefirbten Zellen gemessen) wird
gleich 100 gesetzt und die anderen, unter dem EinfluB von Fiarbung,Wisserung
usw. erhaltenen P’-Werte der Servie werden in % der Kontrolle ausgedriickt,
wie dies von B o g e n (1941) geiibt wurde. Eine weitere statistische Bearbeitung
der Resultate, wie sie B o g e n durchfiihrt. wird nicht vorecenommen, da die
Zahl der Versuche zu gering ist. Die Ergebnisse sind jedoch dadurch geniieend
gesichert, daf} besonders in den Deplasmolysezeit-Versuchen die vielen Zellen

¢ Der Index d soll angeben, daB der Wert das Ergebnis eines Deplasmo-
lysezeit-Versuches ist.

" Das Wiener Leitungswasser wird seit Kriegsende mit Chlor versetzt:
7nr Zeit, in der diese Versuche durchgefiihrt wurden, konnte auch destilliertes
Wasser nicht in entsprechender Reinheit und Menge hergestellt werden.
Wenn solches verwendet ist, ist es eigens vermerkt — es handelt sich dann
um Purkersdorfer Wasser, das einmal aus Jenaer Glas destilliert wurde.
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des ganzen Schnittes erfaBt sind und daB die gewerteten Permeabilitits-
verschiebungen mit zwei Ausnahmen einheitlich in dieselbe Richtung gehen.
Bei Versuchen, die nicht Harnstoff betreffen, gibt die Hohe eines fiir das
betretfende Material gemessenen Harnstoffversuches einen Anhaltspunkt fiir
die Beurteilung des Materials.

Um den Einfluf der Firbung auch wihrend des Permeationsversuches
zu erhalten, kamen die Schnitte nach Vorfarbung von verschiedener Dauer
in kombinierte Losung von Diosmotikum + Farblosung. Die kiirzeste Ein-
wirkung der Firbung kam also durch direktes Einlegen in die kombinierte
Losung zustande.

Gelegentlich muBiten eigens Kontrollversuche an Schnitten angestellt
werden, die durch viele Stunden gewiissert worden waren, um den EinfluB
vielstiindiger Firbung nicht etwa mit dem ebensolanger Wisserung zu
verwechseln.

Die Reversibilitdt der Férbung und der durch sie hervorgebrachten
Plasmaverdnderungen wurde an Schnitten festgestellt, aus denen durch
Dauerwisserung der Farbstoff wieder entfernt worden war — wir werden
diese Versuchstype weiterhin der Kiirze halber ,,Exosmoseversuche® nennen;
auch zu diesen Versuchen war der Vergleich mit entsprechend lang ge-
wiisserten Kontrollschnitten notig.

III. Versuche mit Narcissus pseudonarcissus L.

Objektund Praparation. Verwendet wurden Zellen
der oberen (inneren) Epidermis aus der Aquatorgegend der (von
auBen) dritten Zwiebelschuppe. Die Pflanzen trugen vollentwickelte
Blidtter und, mit Ausnahme der ersten, auch Bliiten; die Versuche
fallen zwischen 20. Madrz und 13. April 1946. Ein Zwiebelsektor
wurde herausgeschnitten und in Wasser entliiftet; die Schuppen
I6sten sich dann leicht voneinander, und die obere Epidermis lief§
sich miihelos abheben bzw. blieb iiberhaupt auf der AuBenseite
der néchstinneren Schuppe liegen. Sie wurde dann, auf Wasser
schwimmend, mit einem Scherchen zerschnitten. Die untersuchten
Zellen sind reich an Plasma und zeigen lebhafte Zirkulations-
stromung. Bei aufgebliihten Pflanzen scheint die Plasmamenge
etwas geringer zu sein als bei treibenden.

Vitalfdrbung mit Chrysoidin. Nach Firbung
von einer bis zu mehreren Stunden Dauer in der Chrysoidinlosung
1 10.000 zeigt nur das Plasma diffuse, kriftige Gelbfirbung®, nach
lingerer Dauer wird auch der Zellsaft leicht gelb, die Membranen
bleiben ungefirbt. Die Kerne zeigen glatte Kontur und sind klar
durchsichtig — ob sie gefdrbt sind, kann nicht festgestellt werden.

¥ In orientierenden Versuchen mit Puffern zwischen py 7,1 und 10,1 fand
ich Plasmafirbung von 7.1 aufwirts, am schonsten und stéirker als in Leitungs-
wasser bei Dy 7,45 und 8,0. Membran und Zellsaft waren oberhalb 7,1 nicht
oder minimal gefirbt.
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Nach 2 bis 2'/, Stunden quillt das gefirbte Plasma und sammelt
sich an den Zellenden nach Art von Vakuolenkontraktion, wobei
es insgesamt etwa 20 bis 30% der Zellen einnimmt; die Volums-
vermehrung des Plasmas steht unzweifelhaft fest und ist nicht
etwa nur durch Verlagerung vorgetduscht, wie dies Strugger
(1936 a) fiir Allium und Neutralrot schildert. In dem verquollenen
Plasma scheint die diffuse Firbung geringer zu sein als vorher,
dagegen befinden sich jetzt stark angefiirbte Lipoidtrépfchen
darin, neben denen noch andere, ungefirbte Kornchen und Tropf-
chen im Plasma liegen. Diese Lipoidtropfchen diirften, wenigstens
zum Teil, schon vorher in farblosem Zustand vorhanden sein,
nehmen jedoch bei lingerer Féirbungsdauer oder bei Plasmolyse
an Zahl und GroBe zu, wobei offenbar kleinere, vorher nicht sicht-
bare Tropfchen zu gréBeren verschmelzen. Wulff (1934) findet,
daB Chrysoidin zun#chst nur die Lipoide anfirbt. Drawert
(1940) gibt an, daBl der Farbstoff aus Losungen von py 5 bis 11,5
zur Génze in Toluol oder in Toluol -+ Olsiure iibergeht, ebenso
von 6 bis 11,5 in Chloroform. Die gefirbten Tropfchen fand ich
in Alkohol und in Azeton unléslich, in Ather dagegen leicht 15s-
lich, was fiir ihre Lipoidnatur spricht.

Verlauf der Permeabilitidtsversuche. In
1,0 mol Harnstoff plasmolysieren die ungefirbten Protoplaste von
Narcissus mit konvexen Formen, nach etwa 50 Minuten sind sie
vollkommen gerundet. Die Zellen sind reich an Plasma, das in
zahlreichen Stringen die Vakuole durchzieht, lebhafte Zirkula-
tionsstromung zeigt und viele kleine Kérnchen und Lipoidtropfchen
enthilt. Nach beendeter Riickdehnung sieht man Systrophe,
Plasmaraumgitter und sonstige Erscheinungen, welche guten
Lebenszustand der Zellen anzeigen.

Ausgiebig gefirbte Zellen zeigen bei Harnstoffplasmolyse viel
raschere Rundung als die ungefirbten (Viskositidtsverminderung).
Wenn Vakuolenkontraktion vorliegt, tritt die Plasmolyse sofort
als Kappenplasmolyse ein; das Volumen des gequollenen Plasmas
nimmt in 1,0 mol Harnstoff zunichst um etwa 40% ab, um dann
wihrend der Deplasmolyse wieder ein wenig anzuwachsen. Wenn
nach kiirzerer Vorfarbung (weniger als zwei Stunden) das Plasma
noch nicht gequollen ist, also noch keine Vakuolenkontraktion vor-
liegt, treten die Kappen erst auf, wenn die entsprechende Farbungs-
dauer erreicht ist, wobei die Harnstoffplasmolyse keine oder ver-
zogernde Wirkung ausiibt. Nach langdauernder Harnstoffplas-
molyse ist das Kappenplasma stark vakuolisiert®.

® In orientierenden Versuchen mit gepufferter Chrysoidinlosung (s. auch
2. 59) gab es bei pg 8 starke Diffusfirbung des Plasmas (keine geféirbten
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In farbloser Harnstofflosung vermindert sich die Farbung nach
und nach, und die Protoplaste nihern ihr Verhalten beziiglich Per-
meabilitit und Aussehen schlieflich dem ungefirbter Zellen.
Schnitte, die in ,,Exosmoseversuchen* (siehe S.59) durch Wisse-
rung von mehr als drei Stunden wieder vollig entfdrbt wurden,
zeigten langsame Rundung beim Plasmolyseeintritt, Plasmastringe
und Systrophe und auch dieselbe Permeabilitit wie ungefarbte.

Die Permeabilitdt vitalgefdarbter Zellen.
Vitalfdrbung mit Chrysoidin verursacht bei Narcissus eine Stei-
gerung der Harnstoffpermeabilitit. Nach Fiarbung von 50 Minuten
bis zu 5 Stunden (Vers. Nr. 12 bis 15) fand ich in farbloser Harn-
stofflosung Permeabilitit von 220, 241 und 346% der Kontrolle.
In der kombinierten Losung von 1,0 Harnstoff + 1 :10.000 Chry-
soidin (Vers. Nr. 16 und 37) ergab sich Erhohung auf 540 und 462 %
der Kontrolle™.

Eine Proportionalitit zwischen der GroBe der Permeabilitiits-
dnderung und der Firbungsdauer ist nicht gegeben. Schon
Schaede (1923) stellte fest, daBl die Speicherung des Chrysoi-
dins aus verschiedenen Konzentrationen immer nur bis zu einem
gewissen Grade geht und nicht etwa bis zu einem fiir alle Konzen-
trationen gleichen Maximum getrieben wird. Die volle Farbungs-
intensitit ist in unserem Falle schon nach etwa einer Stunde er-
reicht, die fragliche Abh#ngigkeit konnte also nur bei kiirzeren
Firbezeiten gefunden werden; sie miite aber durch den unver-
meidlichen Einflu§ der Entfirbung oder der weiteren Fiarbung im
Permeabilitéitsversuch verwischt werden, je nachdem, ob das Dios-
motikum allein oder zusammen mit dem Farbstoff geboten wird.
Dagegen wire aus verschiedenen Farbstoffkonzentrationen ver-
schieden starke Anfirbung und als Folge davon verschieden hohe
Permeabilitit denkbar. In diese Richtung verweisen auch einige
Versuche mit Pufferlésungen, die hier nicht mitgeteilt sind.

Wie schon mit dem Nachlassen der Farbung die Permeabilitéts-
verdnderung geringer wird, bringt vollstindige Entfirbung die
Wiederherstellung der urspriinglichen Durchléssigkeit. Die Schnitte
der Exosmoseversuche Nr. 20 und 36, die mit 4 Std. 25 Min. und
2 'Std. 25 Min. geniigend lange gefdrbt wurden, geben nach drei-

Tropfchen) und in derselben Lisung + 1,0 mol Harnstoff viele Myelinfiguren,
die sich in den Zellsaft erstreckten. Von diesen Zellen wurde der Permeations-
versuch nicht mehr ertragen.

10 Uber das Prinzip der Auswertung s.S.58.

1 Aufeinanderfolgende Messungsintervalle zeigen in ungefirbter Losung
zum Teil fallende Tendenz, in der kombinierten Losung steigende, was auf
den schwindenden bzw. verstirkten Einflu der Férbung zuriickgehen diirfte.
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stilndigem Auswéssern mit 102 und 1568 % der Kontrolle denselben
bzw. einen nur wenig hoheren Wert als die Kontrolle; auch Ver-
such 40, dessen Schnitt nur 15 Minuten nachgewissert wurde, ist
mit 174 % der Kontrolle nicht mehr stark erhoht. Alle drei Werte
liegen niedriger als die sonst an gefirbten Schnitten gefundenen.
Die Kontrollen (Vers. Nr. 21 und 38) wurden annihernd ebenso-
lange gewissert wie die Versuche selbst, um etwaigen Einflufl der
Dauerwésserung auszugleichen.

Tabelle 1.
Narcissus pseudonarcissus L., obere Ipidermis der Zwiebel-
schuppen®.

Farblosung: Chrysoidin 1:10.000. — In der Spalte ,Farbstoff* bedeutet
0 = 1.0 mol Harnstoff und F = 1,0 mol Harnstoff + 1 : 10.000 Chrysoidin. —-
Streng vergleichbare Versuche sind durch waagrechte Striche eingeschlos-
sen. — K —100 gilt fiir den Wert des Kontrollversuches am ungefirbten
Schnitt und im farblosen Plasmolytikum.

Dauer der |
Farb v Datum |Vers
Hagar arb- | pr | der Kon- 8.

Wis- Vor- W“f}i‘:h““g stoff tolle | 1946 | Nr.
serung firbung Farbung

15 Min. 50 Min. — O 0,325 346 | 23. III. 12

15 Min. |1Std. 45 M. — 0 (0,207 220 13

15 Min. |5 Std.06 M. — O 0,226 241 15

2 Std. 43 M. — — O 0,094 | K=100 ” 14

20 Min. 1 Std. — F |0,540" 540 | 25, III. 16

5 Std. — — 0O |0,100 | K=100 » 19

8 Std. 10 M. — — O (0,058 | K=100 | 26. III. 21

15 Min. |4 Std.25M.[{3Std.30M.| O |0,054 102 » 20

6 Std. 46 M. — — O (0,026 | K=100 | 13. IV. 38

— 2 Std. 55 M.| 15 Min. 0 ]0,04b 174 40

— 28td.25 M. |3 Std. 07 M.| O |0,041 158 36

—_ 5 Std. 40 M. — F |0,120" 462 37

12 Uber Objekt und Methode s.S.59, die Berechnung S.57f.
* In diesem einen Fall dest. Wasser als Losungsmittel.

* Durchschnitt von 2 Intervallen, die Permeabilititsanstieg wihrend
des Versuches zeigten.
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Als Anhang seien einige Beobachtungen in Prune pure erwihnt, die an
diesem Objekt gemacht wurden. Dieser Farbstoff firbte (wenigstens in unge-
pufferter Losung) ziemlich ungleichmiBig; die Férbung war in Wundnihe
stirker und von einem Schnitt zum andern nicht voll reproduzierbar; Ahn-
liches erwdhnt Schaede (1924). Ich fand bei Narcissus die schonste
pPlasmafirbung bei py 7,5 bis 8,0, dabei war der Zellsaft fast nicht und die
Membran schwach getérbt. Bei p,; 8,8 und 10,1 war die Harnstoffpermeabilitit
durch die Farbung stark erniedrigt, die Randzellen zeigten Plasmakappen
und waren anders gefdrbt als der iibrige Schnitt. Schiddigung war noch nach
vielen Stunden nicht festzustellen. Wenn der Farbstoff in Brunnenwasser
geboten wurde, blieb die Farbung sehr gering, und die Permeabilitit war
unverédndert.

IV. Versuche mit Solanum tuberosum L.

Zellen und Priaparation. Von der Kartoffelpflanze
verwendete ich die Epidermiszellen des Blattstieles. Ich wihlte das
(von oben gezdhlt) fiinfte vollentwickelte Fiederblatt und ent-
nahm einen Epidermisstreifen von der dufleren, konvexen Fliche
des Blattstieles durch Einschneiden und darauffolgendes Abheben
des Streifens, der nicht unter Verbiegen ,,abgerollt”, sondern unter
leichter Spannung abgezogen wurde. Meist haften 1 bis 2 Schichten
lebender Parenchymzellen an der abgezogenen Epidermis,
und alle Zellen leben ohne Zeichen einer Schidigung. Anschlie-
Bend wurden die Epidermisstreifen entliiftet und dann so weiter-
behandelt, wie es bei Narcissus beschrieben ist.

Vitalfdrbung mit Chrysoidin. In der Chrysoidin-
losung ist nach 2 bis 3 Stunden die Kutikula stark gelb gefirbt,
wobei insbesondere die warzenformigen Verdickungen der Kuti-
kula, durch ihre Férbung hervorstechen. Die Membranen und der
Zellsaft bleiben farblos. Das Plasma zeigt diffuse Gelbfirbung und
enthilt daneben viele gelbe Koérnchen oder Tropfchen. Nach lin-
gerer Farbung ist auch der Zellsaft leicht geféirbt, doch ist dieses
Stadium schon mit Schidigung im Permeabilititsversuch ver-
bunden.

Bei Solanum ruft Chrysoidin weder Vakuolenkontraktion noch
Plasmaquellung hervor; die noch zu beschreibenden Kappenplas-
molysen, die an gefirbten und ungeférbten Schnitten in Harnstoff
oder Methylharnstoff auftreten, gehen auf die alleinige Rechnung
dieser Stoffe.

Die Vitalfirbung ist hier vollig reversibel. Im Exosmose-
versuch wurde 2/, Stunden gefirbt und anschlieBend 22 Std.
24 Min. gewdassert (Versuch 86), worauf keine Spur mehr von dexr
vorangegangenen Firbung zu erkennen war.
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Verlauf der Permeabilitdtsversuche. Bei
Solanum wurde die Mehrzahl der Permeabilititshestimmungen nach
der Deplasmolysezeit vorgenommen.

In 1,0 mol Harnstoff trat die Plasmolyse ungefirbter Zellen
schnell und mit runden Formen ein; schon nach 4!/, Minuten waren
die Zellen infolge der hohen Permeabilitit wieder deplasmolysiert.
In 1,5 mol Harnstoff vergehen 6 Minuten bis zur Deplasmolyse®.
Neuerliche Plasmolyse in Zuckerlosung (1,0 mol) zeigt alle Zellen
lebend.

Von anderen Plasmolyticis war Malonamid nicht ganz un-
schédlich, Erythrit und Glyzerin wurden sehr gut vertragen und
Plasmaquellung tritt darin nicht auf. Athylenglykol dringt sehr
rasch ein und schidigt. ’

Plasmaquellung In 2,0mol Harnstoff geschieht die
plasmolytische Abhebung rasch und die Vakuole nimmt sofort
runde Form an. Dagegen umgibt das Plasma noch 3 Minuten nach
dem Einlegen in die Harnstofflosung den Tonoplasten mit unregel-
miBiger AuBlenkontur. AnschlieBend wird es fliissig, rundet sich,
quillt kraftig auf und wird durch die Vakuole von den Lings-
winden nach den Menisken gedringt, so daB Kappenplasmolyse
zustande kommt. In den Plasmakappen, die schlieBlich bis zu einem
Drittel der Zelle einnehmen konnen, bilden sich zahlreiche Vaku-
oler, die platzen und miteinander verschmelzen konnen. Auch
diese Zellen sind wenigstens zum Teil neuerlich plasmolysierbar.

Auch in Zuckerlgsung vermag das Plasma der Kontraktion der
Vakuole nicht sofort zu folgen und bleibt z. B. in 1,0 mol Laevulose
wenigstens in den Randzellen noch stundenlang mit unregelmiBi-
ger Begrenzung an den Menisken angehiduft, um sich dann erst
gleichmiBig iiber den ganzen Protoplasten zu verteilen.

Die Erscheinung in Harnstoff ist als Plasmoschise plasmoly-
sierter Protoplaste zu betrachten, wie sie Kiis ter (1926 8. 92) ab-
bildet, wobei das Plasma, in seinen #uBeren Partien etwas ver-
festigt, erstarrt, der Kontraktion der Vakuole zunichst nicht zu
folgen vermag. In der langsam permeierenden Zuckerlosung hat
dies weiter keine Folgen, in der rapid eindringenden Harnstoff-
losung dagegen findet Uberschwemmung des Plasmas durch die
Losung, méchtige Aufquellung und Vakuolenbildung statt.

*> Diese Angaben gelten nicht fiir die 3—4 Zellreihen am Schnittrand,
welche die von verschiedenen Objekten bekannte Permeabilititshemmung an
Wundriindern zeigten (Hoflerund Stiegler,1921,1930); Biebl (1948)
findet bei unserem Objekt Herabsetzung der Durchlissigkeit wundnaher
Zellen bis auf Y10 der normalen Permeabilitit.
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Auch in Methylharnstoff (1,0 mol) treten sehr bald derartige
Plasmakappen auf, was bereits Biebl (1948) fiir das gleiche
Objekt beschrieben hat. Die Zellen lebten nach der Deplasmolyse
noch und waren in Laevulose neuerlich plasmolysierbar.

Die Harnstoff- und Methylharnstoffpermeabilitit des ge-
quollenen Plasmas bleibt dieselbe wie in niedrigeren Konzentra-
tionen, in denen Quellung nicht zustande kommt, was auch Biebl
(L. c.) fiir Methylharnstoff bereits feststellen konnte.

Die gefdrbten Zellen zeigen eine leichte ViskositdtserhGhung,
die in einer Erstarrung des Plasmas zum Ausdruck kommt. So
bleiben nach Firbung von 2 Stunden (die ohne weitere Schidigung
ertragen wird) bei Plasmolyse in 1,0 mol Harnstoff wurmformige
Plasmagebilde an den Protoplastenenden, die erst allmihlich ein-
gezogen und iiber die Oberfliche verteilt werden. Nach Firbung
von 4!/, Stunden war der Plasmolyseeintritt konkav und der Per-
meabilitdtsversuch wurde nicht mehr ohne Schidigung ertragen.
Plasmaquellung durch Harnstoff kommt auch in den gefiarbten
Zellen vor und tritt da schon in der Konzentration von 1,0 mol
auf, in der sie bei ungeféirbten Zellen noch nicht zustande kommt.
In diesem Falle entstanden die Kappen jedoch erst nach etwa 35 Mi-
nuten, gegeniiber 4—5 Minuten in 1,5 mol Harnstoff und unge-
tarbten Zellen. Diese Kappenbildung in der niedrigeren Harnstoff-
konzentration steht nur insoferne mit der Wirkung des Chrysoidins
in Zusammenhang, als dieses die Harnstoffdurchlissigkeit stark
herabsetzt und so eine vielfach verlingerte Einwirkungszeit der
Harnstofflosung bewirkt (Deplasmolysezeit von 1 Stunde statt
4/, Minuten). Abhingigkeit der Kappenbildung von der Dauer
der Einwirkung des Methylharnstoffs stelite Biebl (L c.) be-
reits fest.

Die Permeabilitit vitalgefdrbter Zellen,
Die Harnstoffpermeabilitit unbehandelter Zellen geht aus den Ver-
suchen Nr. 49 bis 57 der Tabelle 2 hervor (P’ im Mittel 13,9). Bei
gefarbten Zellen ist sie bedeutend herabgesetzt, so in den Ver-
suchen Nr. 48 und 58 nach Féirbung von 3 Std. 20 Min. bzw. 4 Std.
13 Min. auf 25 und 13% der Kontrolle, dasselbe zeigen die Ver-
suche Nr. 65, 67, 75, 82, 84 mit Firbezeiten zwischen 42 Minuten
und 5 Std. 20 Min. und Permeabilitit zwischen 7 bis 20% der Kon-
trolle. Auch dann, wenn in kombinierter Losung die Farbung erst
zugleich mit der Plasmolyse einsetzt, ist die Permeation erniedrigt
(Vers. Nr. 64 und 66 mit 47 bzw. 16% der Kontrolle). Propor-
tionalitit zwischen Permeation und Farbungsdauer ergibt sich hier
ebensowenig wie bei Narcissus.

Sitzungsberichte d. mathem.-naturw. KL, Abt. I, 157. Bd., 1.—5. Heft. 5



Tabelle 2. Solanum tuberosum L., Epidermiszellen des Blattstieles.

Material I und II: Material I, zwischen 29. VL. und 3. VII. untersucht, hat eine Harnstoffpermeabilitit um 14 bis 16,
dagegen Material II, das nach dem 9. VII. verwendet wurde, eine unter 10. Es handelt sich um verschiedene Pflanzen,
auBerdem wurde der sehr trockene Sommer 1946 zwischen 3. und 9. VII. durch einige Regentage unterbrochen, die
vielleicht dhnlich wirkten wie Dauerwisserung (s. S.68). Durchgehend konnen also nur die Werte von % der Kon-
trolle, aber nicht die von P’ verglichen werden. — Farbstoffkonzentration: 1:10.000 Chrysoidin. — Losungsmittel :
Brunnenwasser, nur am 29. VL. dest. Wasser. — In der Spalte ,Farbstoff“ bedeutet O ungefirbtes Plasmolytikum
und F kombinierte Losung (Plasmolytikum geldst in 1:10.000 Chrysoidin). Kursiv: Plasmometrische Werte.

— Plasmolytikum o Dauer der
= ] %
g § Wisserung P, der Vlgrs.- ngffén
§ Substanz mol | & | Wisserung | Vorfirbung nach Kontrolle L.
Féarbung
Harnstoft 1,0 | O | 1Std.15M. — — 11,6 49
I 10 | O | 1Std.15M. — — 16,6 50
10 | O | 1Std.30 M. — 12,9 51
1,0 | O | 1Std. 40 M. — — 14,5] Mittel Mittel 52
1,0 | O | 1Std.47M. — — 17,9 139 |} K =100 58
1,2 | O | 3Std.16 M. — — 13,2 54 29. VI.
1,2 | O | 3Std.50M. — — 18,2 55
15 |0 4 Std. — — 12,5 56
15 | O | 4Std.10 M. — — 12,5 57
1,2 |0 — 3 Std. 20 M. — 347 25 48
» 1210 — 4 Std. 13 M. — 1,83 13 58
1 Harnstoff 1,010 45 Min. — — 14,6 K =100 63
10| F 1 Std. — — 6,8 47 64
1,0 | F | 38td.25 M. — — 2,3 16 66 1. VIL
10 | F — 2 Std. — 1,1 7 65
” 1,0 | F — 5 Std. 20 M. — 1,83 13 67
1 Harnstoff 1,0 | O | 2Std.53 M. — — 16,9 77a
1,0 | O | 35td.22 M. — — 13,5\ Mittel Mittel 78
1,0 | O | 4Std.30M. — — 135 152 | K=100 78a | 2. VIL
1,0 | O 6 Std. — — 16.9 81
1,0 | F — 18td. 32 M. — 1,5 10 ()
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I Harnstoff 1,0 | F | 6Std.10 M. 42 Min. — 3,1 20 82 2. VII
1,0 | F | 6Std.10M. | 1Std.29 M. — 1,1 1 84 } : .
1,0 | O (23 Std.50 M. — 6,76 K =100 88 } 2. bis
” 100 — 2 Std. 30 M. 6,76 100 36 3. VIL
II Harnstoff 1,0 | O | 78td.45M. — — 4,97 — 110
Glykol 2,0 | O | 58td.50M. —_ — 13,6} Mittel } Mittel 107
2,0 | O | 5Std.50 M. — — 10,6/ 12,1 K =100 107 9. VIIL
2,0 | O | 75td.25 M. 1 Std. — 14,1 116 114
» 2,0 1 0| 7S8td.25M. | 1Std.30M — 19,0 157 115
1I Harnstoff 1,0 | O | 1Std.45 M. — — 9,6 — 122
Glyzerin 1,0 | O | 5Std. 12 M. — — 0,52}Mittel Mittel 126a,
100 7 Std. — — 0,43] 0,48 K =100 130 10. VII.
10 ( F 25 Min. — — 1,98 413 119
" 1,0 | F | 5Std.23 M. | 1Std.37 M. — 0,46 96 129
II Harnstoff 10 | O — —_ — 6,6 — 145
N 10 | O — — — 9,6 — 156
Methylharnstoff| 1,0 | O _— — — 9,9 146
10| O — — — 10,7 : 153
nicht
10 | F —_ — — 4,3 ewertet 151
10 | F — — — 9,3 g 155 |} 20. VIL
10| F — 2 Std. — 10,3 150
Malonamid 08 |0 — —_ — 0,25 Mittel 149
08| O — — — 0,14\ Mittel K =100 152
08 | F — — — 0,28 0.20 140 154
" 08 | F — 53 Min. — 0,26 130 148
II Erythrit 08 | O — - — ““Zreﬁ’égggf:;e‘;“ — 164 } 26, VIL
» 08 | F — 48 Min. — geringe Dehnung —_ 166 : :
Plasmolyse- Plasmolyseeintrittszeit
eintritt in als MaB der WP
11| Laevulose | 06 | O _ — 6 bis 8 Min. 109 bis))
- 06 |0 — 4 Std. 20 M. — 6 bis 7!/, Min. 163 26. VII.
Erythrit 08 (0 — — — 3%/, bis 5 Min. 168
08 | O — 2 Std. — 8%/, bis b Min. 167
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Wiisserung bis zu 6 Stunden Dauer hat keinen nennenswerten
EinfluB auf die Durchlissigkeit (Vers. Nr. 77 a, 78, 78 a und 81
mit P’ von 15,2 im Mittel), so daB die Herabsetzung der Per-
meation auf alleinige Rechnung der Farbung zu setzen ist.

Vollige Angleichung an die Permeabilitit ungefirbter Zellen
nach dem Verschwinden der Férbung zeigt ein Exosmoseversuch,
in dem nach Férbung von 2 Std. 30 Min. und anschliefender Wis-
serung von 22 Std. 24 Min. der vollig entfirbte Schnitt in Harn-
stoff denselben Wert gab wie die etwa gleichlang gewisserte Kon-
trolle (N1. 86, 88). Absolut ist der P’-Wert des Kontrollversuches
Nr. 88 nur halb so hoch wie der streng vergleichbarer Versuche
an Teilen des gleichen Epidermisstreifens (Nr. 77 a, 78, 78 a, 81),
die nur 3 bis 6 Stunden gewéssert wurden, was auf die Wisserung
von 23 Std. 50 Min. Dauer zuriickgeht. Biebl (L c.) fand bei
seinem Kartoffelmaterial die Harnstoffpermeabilitit erst durch
Wisserung von mehr als 28 Stunden herabgesetzt.

In Malonamid zeigten die ungefdrbten Schnitte Zeichen von
Schidigung, wihrend die gefirbten in gutem Zustand blieben; es
dringt in gefirbte ein wenig schneller ein (Vers. N1. 148, 149, 152,
154). Fiir Methylharnstoff ist aus den wenigen Versuchen keine
Beeinflussung durch die Farbung zu entnehmen.

Die Glyzerinpermeabilitit war bei kurzer Fiarbung (in kom-
binierter Losung, Vers. Nr. 199) mit 413 % der Kontrolle kriftig er-
hoht und in Vers.Nr.129 nach Vorfirbung von 1 Std. 37 Min. jeden-
falls nicht erniedrigt. In Erythrit, der sehr langsam permeiert, zeigt
der ungefirbte Schnitt keine Riickdehnung, die Exosmose von Zell-
saftstoffen iiberwiegt; die geringe Ausdehnung im gefirbten Schnitt
148t immerhin auf eine etwas erhhte Permeabilitit schlieflen.

Beeinflussung der Wasserpermeabilitit durch Chrysoidin
scheint nicht vorzuliegen, da der Plasmolyseeintritt in Laevulose
und in Erythrit bei gefirbten und ungefiirbten Schnitten (un-
beschadet verschieden rascher Rundung) gleich schnell war (Vers.
Nr. 159 bis 163, 167, 168).

V. Versuche mit Daucus carota L.

Zellen und Priparation. Ein schitzenswertes Ob-
jekt fiir zellphysiologische Arbeiten sind die Epidermiszellen des
Blattstieles der Karotte (Biebl, 1948b); ich arbeitete mit jungen
Pflanzen, die nur grundstindige Blitter hatten. Die Priparation
erfolgte ebenso, wie es weiter oben fiir die Blattstielepidermis der
Kartoffel beschrieben ist; die abgezogenen Epidermisstreifen waren
beiderseits von Kollenchymstreifen begrenzt und so wihrend der



Tabelle 3. Daucus carote L., Epidermiszellen des Blattstieles.

Material ITundIT: Vor und nach dem 9. VII. wurden verschiedene Versuchspflanzen verwendet ; siche zu diesem
Punkt die Vorbemerkung zu Tabelle 2, S. 66. Farbstoffkonzentration : 1:10.000 Chrysoidin. — Lésungsmittel : Brunnen-
wasser. — In der Spalte ,,Farbstoff* bedeutet O ungefirbtes Plasmolytikum und F kombinierte Losung (Plasmolyti-
kum gelgst in 1:10.000 Chrysoidin). Kursiv: Plasmometrische Werte.

— Plasmolytikum & Dauer der
8 S % v Dat
3 I Wasserung P, der lslrs‘- 12:):&11
= Substanz mol é Wiisserung | Vorfirbung nach Kontrolle I.
Férbung
Harnstoff 12 | O — — — 2,72 — 59 29. VL.
Harnstoff 1,0 | O | 7Std.43 M. — — 0,97 K =100 70 } 1. VIL
" 1,0 | F | 58td. 49 M. — — 0,50 52 69 T
I Harnstoff 1,0 | O | 28td.53 M. — 3,74 — 77b l
1,0 | O | 55td.56 M. — — 2,2 K =100 8la | o vy
1,0 | F | 2Std.13M. | 2Std. 83 M. — 0.9 41 79 [ '
1010 — 2 5td. 30 M. | 4Std. 53 M. 1,31 60 74
1,0 | O [23Std.50 M. — — 0,69 K ==100 89 } 2. bis
» 1,0 | O — 2Std. 30 M. |22 8td. 24 M. 0,62 90 87 3. VIL
I Harnstoff 10 | O | 18td.25 M. — 7,85} Mittel } K=100 | 102
1,0 | O | 2Std.30 M. — — 63 ] 73 - 105
1,0 | F | 2S8td. 30 M. — — 1,75 24 104
10 | F — 18td. 08 M. — 1,79 25 99
» 10 | F — 1Std. 48 M. — 2,1 29 103 9. VIL
Glykol 2,0 | O | 88td.20 M. — — 11,6] Mittel } K =100 |11
2,0 | O | 83td.25 M. — — 17,5) 14,6 - 112
2,0 | O | 7Std.25M. | 18td. 05 M. 20,2 138 113
. 20 | O | 7Std.25 M. | 1Std.30 M. — 19,4 183 116
II| Harnstoff 1,0 | O | 1Std. 45 M. - — 8,9 — 121
Glyzerin 1,0 | O | 6Std.55 M. — 0,65 K =100 127 10. VII
1,0 | F| 95Min. — — 0,57 88 120 - viL
10 | F | 53td.23 M. | 1Std.37M. — 0,48 74 128
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Priparation vor Zerrung gut geschiitzt — es kamen die Epi-
dermiszellen zwischen den engerstehenden Kollenchymstreifen
in Verwendung.

Vitalfarbung mit Chrysoidin. Nach einstiindiger
Farbung ist das Plasma von Daucus diffus gefirbt und enthélt
auBlerdem viele gelbe Kornchen oder Tropfchen; der Zellsaft ist
nicht oder kaum und die Membran nur schwach gefirbt. Nach
langdauernder Féarbung treten im Zellsaft gefirbte Kriimel auf,
die sich darin zu dendritenformigen, lockeren Bildungen an-
einanderlegen, ohne dafl diesen Gebilden eine vorher gegebene
Struktur entspriache. Nach vierstiindiger Féarbung fand ich Plasma
und Zellsaft kriftig gelb, die Zellen waren noch plasmolysierbar,
doch blieb das Plasma an den Protoplastenenden in Gestalt wurm-
formiger Fortsitze (8hnlich wie bei Solanum) stehen (Viskositits-
erhohung), und die Protoplaste starben im Permeabilitétsversuch
vor Ende der Riickdehnung. Nach besonders langer Firbung
(21 bis 28 Stunden) lebten die Zellen zunéchst noch; einzelne grofle,
stark lichtbrechende und tief dunkelgelb gefarbte Tropfen lagen
im Plasma und fiillten bisweilen das ganze Zellende. Diese Schnitte
waren nicht mehr plasmolysierbar. In diesem Zusammenhang ist
der Angabe von Wulff (1934) zu gedenken, der in Pollen-
schlduchen unter der Wirkung des Chrysoidins vollstindige Aus-
scheidung der firbbaren Lipoidanteile beobachtete.

Ich verwendete fiir die Permeabilititsversuche Firbezeiten
von nicht mehr als 1Y/, Stunden, da nur bis zu etwa dieser Grenze
die kombinierte Wirkung von Farbstoff und Diosmotikum gut ver-
tragen wurde.

Verlauf der Permeabilitdtsversuche. In Harn-
stoff (1,0 mol) plasmolysieren die ungefirbten Zellen mit konkav-
buchtigen Formen, dann erfolgt, beschleunigt durch die Permea-
tion, baldige Rundung und nach etwa 1 Stunde Deplasmolyse.
Auch in Glyzerin gibt es konkaven Eintritt und baldige Rundung.
In Zuckerlosung (0,7 mol) dagegen bleibt die eckige Plasmolyse-
form durch mehrere Stunden erhalten. Harnstoff, Glyzerin und
Zucker werden gut vertragen.

Glykol schidigt anscheinend nur durch die iiberaus rasche
Riickdehnung, der das Plasma nicht rasch genug folgen kann;
nach der Deplasmolyse, die in weniger als 3 Minuten erreicht ist,
leben die Zellen noch und der Deplasmolysezeitversuch gelangt
auch da zu einem giiltigen Wert, wie durch eine parallele plasmo-
metrische Bestimmung festgestellt wurde.

In gefidrbten Zellen treten wihrend des Harnstoffversuches
Kappenplasmolysen auf. Da weder in Chrysoidin Vakuolen-
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kontraktion, noch in Harnstoff allein Kappen entstehen, miissen
sie auf die kombinierte Wirkung beider Einfliisse zuriickgehen:
wahrscheinlich ist, #hnlich wie bei Solanum, die infolge der Farbung
verlingerte Einwirkungszeit der Harnstofflosung die Ursache. In
den anderen Plasmolyticis fand ich keine Quellungserscheinungen.

Die Permeabilitdt vitalgefdrbter Zellen. Die
Versuche mit Harnstoff zeigen hemmende Wirkung der Vital-
farbung, so in Nr. 102, 105, 104, 99, 103, deren Material streng
vergleichbar ist, Herabsetzung auf 24 bis 29% der Kontrolle, in
Nr. 69, 70 auf 52% der Kontrolle und in Nr.79, 8l a auf 41%.
Wisserung von langer Dauer (7 bzw. 22 Stunden) scheint auch
bei diesem Objekt die hohe Harnstoffpermeabilitit zu vermindern,
so im Vers. 89 auf 31% im Vergleich zu 81 a. Nr.89 dient seiner-
seits als Kontrollversuch zu dem &#hnlich lang gewisserten Ver-
such 87.

Im Exosmoseversuch verschwindet auch bei Daucus der Farb-
stoff wieder aus den Zellen. Im Versuch 74 wurde 2 Std. 30 Min.
gefirbt (die Zellen wiirden einen unmittelbar anschliefenden Per-
meabilitdtsversuch nach dieser FaArbungszeit nicht iiberleben) und
dann 4 Std. 53 Min. gewissert. Der Schnitt war noch nicht restlos
entfarbt und die Durchlissigkeit gegeniiber der Kontrolle mit
60% mnoch immer erniedrigt. Ein zweiter, ebenso vorbehandelter,
streng vergleichbarer Schnitt wurde 22 Std. 24 Min. gewissert und
gab, verglichen mit einer Kontrolle #hnlicher Wisserungsdauer,
90% der Kontrolle (Nr. 89, 87).

In Glykol sind die gefirbten Zellen etwas durchlissiger als
die ungefirbten (Nr. 111, 112, 113, 116 mit 133 und 138% der
Kontrolle).

Glyzerin — nur einmal gepriift — gibt fiir den gefdrbten
Schnitt 79% der Kontrolle (Vers. Nr. 120, 127, 128).

VI. Besprechung und Deutung der Ergebnisse.

Unsere Untersuchung bezieht sich auf zwei Gebiete der Zell-
physiologie — Vitalfarbung und Permeabilitit — und beriihrt ein
drittes, die Plasmagquellung.

Zur Vitalfdrbung: Mit Wulff (1934) (siehe auch
Becker, 1936) diirfen wir annehmen, daB es Lipoide sind,
welche das Chrysoidin zunichst bei diffuser Farbung festhalten.
Sodann folgt Speicherung in vorhandenen Lipoidtrépfchen und
Entmischung weiterer Lipoide aus dem Plasma. Bei Narcissus hielt
sich die Ausbildung der gefirbten Tropfchen im unschidlichen
Bereich, bei Daucus kam es zur Abscheidung groBer, tiefgelb ge-
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farbter Tropfen — aber erst nach allzulanger Firbung und unter
Schidigung. Die Feststellung von Schaede (1923), wonach die
Speicherung des Chrysoidins aus verschiedenen Konzentrationen
jeweils nur bis zu einem gewissen Grade geht und nicht bis zu
einem fiir alle Konzentrationen gleichen Maximum getrieben wird,
kann insoferne bestitigt werden, als die Dauer der Fiarbung nach
Einstellung eines gewissen Gleichgewichtes, etwa iiber 1 bis 2 Stun-
den hinaus, nicht mehr viel Einflu auf das Farbungsbild und auf
die Permeabilititsinderungen ausiibt.

Nach Drawert (1940) konnen wir annehmen, daB der Farb-
stoff bei pu 7 bis 8 (dem Pg unseres Brunnenwassers) in moleku-
larer Form vorliegt; in dieser lipophilen Form wird er von den
Plasmalipoiden gespeichert.

Die Zellsifte von Narcissus und Solanum speichern den Farb-
stoff aus Leitungswasser als Losungsmittel nicht. Wir diirfen mit
Hofler (1948) annehmen, daB ,leere’ Zellséifte vorliegen, in
denen das erst unterhalb von Pua5 dissoziierte Chrysoidin nicht in
Form von Ionen vorliegt, die fiir die Speicherung in Frage kiimen;
(nur bei Daucus kommt nach langer Firbungsdauer Kriimel-
speicherung im Zellsaft vor). Auch das Wundrandphinomen®®, das
nach Hofler (l. c.) auf Speicherung des Farbstoffes in ionisierter
Form zuriickgeht, war nicht zu beobachten. SchlieBlich diirfte
auch die Reversibilitit der Farbung wesentlich davon abhingen,
daB der Farbstoff in den Protoplasten nicht dissoziiert (Hofler
1947 a, 1947 b). Auch Wulff (1934) nahm an, daf der Farbstoff
echt gelost wird.

Die Farbung wurde, wie schon bemerkt, in meinen Versuchen
nur so weit getrieben, dafl der Permeabilitdtsversuch von gefirbten
Zellen ohne grobere Schiadigung ertragen wurde. Nach der Ter-
minologie von Strugger (1936 b) war die Farbung turbant und
reversibel, wobei offengelassen werden muB, ob sie sich nicht durch
Weiterkultur als inturbant hiitte erweisen konnen. Bemerkenswert
ist, daB stirkere Fdrbung, die bei sofortiger Plasmolyse zum Tode
der Zellen gefiihrt hétte, nach Exosmose des Chrysoidins keine
Spur einer Wirkung hinterlief.

Quellungserscheinungen. Alle drei Objekte zeig-
ten Erscheinungen der Plasmaquellung, die auf mindest zwei ver-
schiedene Ursachen zuriickgehen. Bei Narcissus bestand die Quel-
lung zundchst in Vakuolenkontraktion, die als Folge der Vital-

® Das Wundrandphinomen besteht nach Héfler (l. ¢.) in der Erschei-
nung verstirkter oder abweichender (metachromatischer) Férbung von Proto-
plasten am Rande des lebenden Zellfeldes der Schnittpriparate.
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firbung auftrat und im Plasmolytikum als Kappenplasmolyse fort-
pestand oder, wenn die Farbstoffeinwirkung spéter begonnen
hatte, in diesem erst zustande kam. Bei Kartoffel fanden sich
Kappenplasmolysen unter dem alleinigen EinfluBl der rapiden Harn-
stoft- oder Methylharnstoffpermeation und unabhingig von der
Einwirkung des Chrysoidins, bei Daucus dagegen nur unter dem
gleichzeitigen EinfluB von Vitalfirbung und Harnstoffpermeation,
wobei die Vitalfirbung anscheinend nur als die Ursache verlinger-
ter Harnstoffeinwirkung eine Rolle spielt.

Vakuolenkontraktion als Folge von Vitalfirbung wurde durch Kiister
(1927) fiir Alliumzellen und durch Gicklhorn und M6schl (1930) fiir
Cladophora beschrieben. W e b er (1930) stellte fest, daB Neutralrot in Blatt-
zellen von ILlodea nur dann Vakuolenkontraktion auslost, wenn es in
Leitungswasser und nicht, wenn es in destilliertem Wasser geldst ist; nach
Kunze (1930) tritt die Erscheinung bei Elodea erst oberhalb von pg 7,2 ein.
Strugger(1936a) fand die gleiche Abhingigkeit fiir die innere Schuppen-
epidermis von Alliumzwiebeln und zeigte, daB nach erfolgter Membran-
tirbung Ubertragung in alkalische Losung Umfirbung von der Membran nach
dem Zellsaft und Vakuolenkontraktion herbeifithrt und daf die genaue Um-
kehrung dieses Vorganges in schwach saurem Medium erfolgt.

Henner (1934) unterschied ,,schwache® Vakuolenkontraktion, bei der
die Vakuole weniger als die Hélfte ihres Volumens verliert und die Zelle
gewoOhnlich weiterhin am Leben bleibt, von der in der Regel auf einzelne
Zellen beschrinkten ,starken Kontraktion, bei der sich die Vakuole zu einer
kleinen Kugel zusammenzieht und die Zelle bald abstirbt. Héfler (1948)
spricht deshalb treffender von ,,Allgemein-“ und ,,Einzelkontraktion®.

Die in Chrysoidin an Narcissus beobachtete Vakuolenkontraktion tritt
in allen Zellen des Schnittes auf und ist tatsiichlich ,,schwache* und zugleich
Allgemeinkontraktion. Sie scheint in einer aktiven Quellung des Plasmas zu
bestehen, bei der die Vakuole zu einer passiven Rolle verurteilt ist, denn bei
Plasmolyse verkleinern die Plasmakappen zwar ihr Volumen (in 1,0 mol Harn-
stoft um 40%), verschwinden jedoch nicht, und bei kiirzerer Firbungsdauer
entstehen erst im Plasmolytikum Kappenplasmolysen. Mit Verschwinden der
Farbung geht die Plasmaquellung zuriick — eine Parallele zu Struggers
Umfirbungsversuchen mit Neutralrot.

Kiister (1933) findet, da mit Prune pure Alliumzellen sich nur
dann anféirben, wenn sie infolge Wundreiz Vakuolenkontraktion aufweisen,
und nimmt an, daBl erst die Vakuolenkontraktion als leichte Schidigung
die Voraussetzung fiir die Speicherung des Farbstoffes darstellt. Demgegen-
iiber wird mit Chrysoidin die Plasmaquellung durch die Férbung selbst
erzeugt.

Senkung des osmotischen Wertes, wie sie nach Henner (L c.) zu der
Spontankontraktion der Vakuole zu gehtren scheint, liegt in den Férbungs-
versuchen nicht vor, was ebenfalls dafiir spricht, da die aktive Rolle hier
dem Plasma zukommt und nicht der Vakuole.

Zugleich mit der Plasmafirbung und der Aufquellung geht die Ent-
mischung der Lipoide vor sich. Vor der sichtbaren mag eine submikro-
skopische Entmischung einhergehen, die Storung des Gleichgewichtes
zwischen Lipoid, Geriistsubstanzen und Losung des im Sinne von Frey-
Wyssling (1938) aufzufassenden Plasmagefiiges bewirkt. Die Quellung
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deutet darauf hin, daB nicht nur die Lipoide entmischt werden, welche um
die hydrophilen und lipophilen Gruppen der Polypeptidketten gelagert sind,
sondern daf auch Bindungen gelost werden; im Hinblick auf die Reversibilitit
von Firbung und Quellung sind jedoch tiefergreifende Strukturidnderungen
unwahrscheinlich, zumal das Plasma nach Schwinden der Férbung nicht nur
dem Aussehen und der Viskositit nach, sondern sogar in seiner Neigung zu
Systrophe, Plasmastromung usw. wieder hergestellt wird.

Ein ganz anderer Fall ist die Quellung des Solanumplasmas in Harn-
stoff oder Methylharnstoff, die mit der Vitalfarbung nicht zusammenhingt.
Hofler (1939 a) hat eine #hnliche Erscheinung in Sulfoharnstoff an Epi-
dermiszellen des Stengels von Gentiana Sturmiana erhalten, die dort zum
baldigen Tod der Zellen fiihrt. Bie b1 (1948) beschreibt Kappenplasmolysen
der Kartoffelepidermis in héheren Xonzentrationen von Methylharnstoff, wo-
bei er feststellen konnte, daB die Permeabilitit — wie auch in der vorliegenden
Studie — durch die Plasmaquellung nicht geéindert wird. Hier sind auch die
Kappenplasmolysen anzufiihren, welche derselbe Autor bei Allium cepa nach
Bestrahlung mit a-Strahlen bzw. mit UV in Losungen von Harnstoff, Glyzerin
usw. entstehen sah und deren Zustandekommen er im Sinne einer iiber die
Permeabilitit iiberwiegenden Intrabilitit deutete (Biebl 1940, 1942 a, b).

In allen angefiihrten Féllen diirfte — wie bei der Kappenplasmolyse in
Alkalisalzen (Hofler, 1928) — die Entstehung der Kappen darauf zuriick-
gehen, daB die duBlere Plasmagrenzschicht fiir das Diosmotikum durchlissiger
1st als der Tonoplast, daB also die Intrabilitit die Permeabilitit iibersteigt.
Wenn nun, wie in unserem Falle, noch dazu die duBleren Plasmapartien etwas
verfestigt sind und der osmotischen Kontraktion der Vakuole nicht sofort
folgen konnen, wird das Binnenplasma mit dem Diosmotikum iiberschwemmt
und auseinandergezerrt, so daB das Zustandekommen der Quellung auch
mechanisch durch Stérung der Plasmastruktur gefordert wird. Grundsitzlich
dieselbe Erscheinung glaube ich gesehen zu haben, wenn ich (Hofmeister,
1940) konzentrierte Glukose- oder Harnstofflssung durch Mikroinjektion in
das Plasma plasmolysierter Zwiebelzellen einfiihrte, oder auch grofere Wasser-
mengen sehr rasch injizierte. Ich glaube, annehmen zu diirfen, daf Uber-
schwemmung des Plasmas mit Wasser, gleichgiiltig, ob sie direkt oder mittel-
bar durch Einbringen konzentrierter Losung hervorgerufen wird, die Quellung
zunéchst mechanisch unter gleichzeitiger Losung noch nicht niher zu definie-
render Bindungen bewirkt!” (Storung des EiweiBgeriistes). In dieser Erklirung
ist das Wesen der Plasmoschise, das Auseinanderweichen der widerstands-
fahigeren AuBen- und Innenpartien des Plasmas mit eingeschlossen, wie auch
erklért ist. warum bei mikrurgischer vorsichtiger Einfilhrung von reinem
Wasser in kleinen Mengen das Plasma wieder osmotisch abschwillt, wihrend
es bei plotzlicher, weitergehender Aufschwellung nach meinen damaligen Er-
fahrungen (wenigstens zun#chst) nicht mehr entquillt, trotzdem es in hyper-
tonischer Zuckerlgsung liegt. Die langsamere Kappenbildung in gefirbten
Zellen entspricht der geringeren Permeabilitit dieser fiir Harnstoff und hat
keinen anderen Bezug auf die Wirkune der Firbung. Uber die Plasmaquellune
bei Daucus wurde weiter oben bereits bemerkt, daB sie anscheinend prinziniell
in der gleichen Weise zu evkliren ist wie die von Solanum, wobei es auf die
verlingerte Einwirkungszeit des Harnstoffs ankommt.

7 Es darf indessen nicht versiumt werden, auf die Bedenken hinzu-
weisen, welche Hofler (1939 b) gerade im Hinblick auf das hochgradig
gequollene Plasma seiner Kappenplasmolysen gegen eine Erklirung des
Plasmabaues im Sinne der Haftpunkttheorie ausspricht.
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Es bleibt noch abschlieBend zu betonen, daf die Quellung bei Narcissus
und die bei Solanum bzw. Daucus zwei ginzlich verschiedene Vorginge
darstellt.

Die Permeabplitditsinderungen. Narcissus, nur
mit Harnstoff gepriift, weist starke Erh6hung der Durchlissigkeit
als Folge der Firbung auf; bei Solanum ist Harnstoff in gefiirbten
Zellen kriftig gehemmt, wihrend Methylharnstoff (und Wasser-
permeabilitit) gleichbleiben und Glyzerin®®, Glykol, Erythrit,
Malonamid gefordert sind. Bei Daucus ist Harnstoff ebenfalls ge-
hemmt, Glyzerin nur wenig verlangsamt und Glykol gefordert.

Eine theoretische Deutung der Permeabilititsinderungen
wird nicht an den sichtbaren Plasmaverinderungen vorbeigehen
diirfen. Bei Narcissus war Verfliissigung und Quellung des geférb-
ten Plasmas (Vakuolenkontraktion oder Kappenplasmolyse) mit
Steigerung der Permeation in aufeinanderfolgenden Intervallen
einzelner Versuche verbunden. Bei Daucus und Solanum trat im
Gegensatz dazu unter dem EinfluB des Chrysoidins leichte Ei-
starrung des Plasmas ein (s. S. 65).

Anderungen der Permeabilitiit ein und desselben Plasmas sind
in der Literatur mehrfach beschrieben und theoretisch gedeutet
worden, wie auch das gegenlidufige Verhalten von Amiden und
Alkoholen in den Permeabilititsreihen schon Beachtung und Deu-
tung gefunden hat.

Rottenburg (1943) untersuchte an verschiedenen Plas-
men die Permeabilitit fiir Harnstoff und Glyzerin in Abhingigkeit
von der Wasserstoffionenkonzentration der AuBlenlosung. Bei ver-
schiedenen Objekten nahm im alkalischen Bereich die Permea-
bilitdt fiiv Harnstoff und Glyzerin zu; bei anderen, fiir Harnstoff
hoch durchlissigen, nahm sie ab, wihrend die Glyzerindurchlissig-
keit unverfindert blieb und die Plasmaviskositit erhéht war (lan-
gere Rundungszeit). Geforderte Permeation zeigten unter anderen
Muscari racemosum, Tradescantia elongata und Majanthemum
bifolium, die bei niederer bis mittlerer Harnstoffdurchlissigkeit
dem Chara-Majanthemum-Typ nach Hoéfler (1937, 1942) zuzu-
rechnen sind; unser Objekt Narcissus kann ihnen an die Seite ge-
stellt werden'®. Hemmung zeigten dagegen Campanula trachelium
und Gentiana Austriaca, die Héflers ,rapidem Harnstofftyp“
bzw. ,,amidophilem Porentyp* zugezihlt werden miissen, deren hohe
Durchléssigkeit fiir Harnstoff also auf Porenpermeation dieser

18 Die Hemmung des letal endenden Versuches Nr. 129 ist nicht gewertet.

1 Geforderte Permeabilitit zeigten jedoch auch Objekte mit héherer
Harnstoffdurchlissigkeit.
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Substanz beruhen soll. Hier wire unser Solanum anzureihen, das
nach Biebl (1948 a) demselben Typ zugehort, vielleicht auch
Daucus, dessen Permeabilitiitsreihe aber noch nicht bekannt ist.

Nach Rottenburgs Deutung soll bei alkalischer Reaktion
der Porenweg verlegt und der Losungsweg begiinstigt sein. Bei
den urspriinglich stark porenpermeablen Plasmen (Gentiana, Cam-
panula) wire infolgedessen der Harnstoff gehemmt; dagegen soll
er dort, wo er nur auf dem Losungswege und deshalb langsam per-
meierte, nun gefordert sein (Museari usw. — in meinen Versuchen
Narcissus). Die Verdnderungen sollen auf Quellung der lipoiden
Phase im basischen Bereich beruhen. Modellversuche, welche diese
letztere Annahme stiitzen konnten, existieren bis jetzt nicht.

Tatsdchlich fand ich bei den hochpermeablen Objekten Sola-
num und Daucus Viskosititserhthung (Entquellung?) und herab-
gesetzte Harnstoffdurchlissigkeit, aber nur geringe Veridnderung
der niedrigen Glyzerinpermeabilitit; bei dem niedriger permeablen
Narcissus zeigte sich Erhohung fiir Harnstoff.

H. Schmidt (1939) fand unter den Bedingungen trockener
und feuchter Kultur verschiedene Permeabilititsreihen des fiir
Harnstoff rapid permeablen Plasmas von Lamium, womit unsere
Befunde an Solanum und Daucus vergleichbar sind. Trocken kulti-
vierte Pflanzen sind fiir Harnstoff und andere Amide langsamer,
fiir Alkohole rascher durchlissig als die feucht gehaltenen und
zeigen auch Viskosititserhthung., Schmidt nimmt als Er-
kldrung verdnderte Zusammensetzung der Zell-Lipoide an und fiihrt
nur das Verhalten des kleinmolekularen Harnstoffs auf eine Herab-
setzung der Porenpermeabilitit durch Entquellung zuriick. Er
148t offen, ob die Verengung der Poren durch Entquellung unter
Verminderung freien intermizellaren Wassers oder durch stirkere
Hydratation der ,,Mizellen“ (Kessler und Ruhland, 1938)
zustande kommen soll.

An dieser Stelle ist die Permeabilititsverminderung fiir Harn-
stoff zu erwihnen, welche ich nach Dauerwisserung bei Solanum
und Daucus fand; fiir sie wire zwischen der Deutung von
Kessler und Ruhland und der von Rottenburg (Ver-
quellung der Lipoide) zu entscheiden.

Die gegenldufig wechselnde Stellung der Amide und Alkohole
in den Permeabilititsreihen verschiedener Objekte erklirte Wil-
brandt (1932) durch gruppengebundene Loslichkeitsbeziehungen
zwischen diesen Stoffen und den von Objekt zu Objekt verschieden
zusammengesetzten Lipoiden. In unserem Falle wire an eine Ver-
dnderung der Lipoidzusammensetzung der Grenzschichten infolge
von Entmischungsvorgéingen zu denken; als Modell dafiir wire
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etwa das Verhiltnis zwischen Ol und 01 4 Olsdure nach Col-
lander und Bédrlund (1933) heranzuziehen. Gegeniiber
01 + Olssure begiinstigt Ol allein die Alkohole viel mehr als den
Harnstoff.

Bogen (1988, 1940) beschreibt Anderungen der Permeabili-
tiat fir Harnstoff und Glyzerin, welche unter der Einwirkung von
Salzen zustande kommen, aber auch Beeinflussung der Glyzerin-
durchlédssigkeit durch gleichzeitig einwirkenden Harnstoff. Der
Autor nimmt Abhingigkeit der Permeabilitit von der Quellungs-
wirkung der Ionen an; da sich strenge Abhingigkeit im Sinne der
Adsorptionsreihe bzw. der lyotropen Reihe nicht ergibt, wird an-
genommen, dal Harnstoff und Glyzerin den Quellungszustand von
Plasma und Grenzschichten auch ihrerseits beeinflussen. Um den
Chrysoidineinflu im Sinne von Bogen zu deuten, miiten wir
Entquellung als Ursache verminderter Harnstoffpermeabilitit dort
annehmen, wo wir unter dem EinfluB eben dieses Stoffes michtige
Plasmakappen entstehen sehen (Solanum) und Quellung durch
Glyzerin oder Glykol, wo das Plasma sichtlich normal bleibt.
Hofler (1942) hat darauf hingewiesen, daf die von Bogen
angenommenen Quellungseffekte nicht vollig unsichtbar bleiben
konnten, wenn sie wirklich vorhanden wiren, und dafi Sekundér-
wirkungen von Harnstoff und Glyzerin vor allem in ungleicher
(steigender, sinkender) Permeation wihrend verschiedener Inter-
valle des einzelnen Versuches zum Ausdruck kommen miifiten, wie
dies z.B. von Hofmeister (1935) fiir Glykol beschrieben ist.
Zumindest bei den hier verwendeten Versuchspflanzen wurde eine
derartige Wirkung von Harnstoff oder Glyzerin auf die eigene
Durchtrittsgeschwindigkeit nie wahrgenommen; die Erkldrungen
Bogens scheinen also in unserem Falle nicht anwendbar.

Nach diesem Uberblick soll eine Deutung der eigenen Befunde
iiber den EinfluB des Chrysoidins auf die Permeabilitit versucht
werden, die sich nach Moglichkeit an befriedigende Theorien der
erwiahnten Autoren anschliefen soll.

Eine Erkldrung der erhShten Permeabilitdt bei Narcissus wird
nicht an den zwei auffallenden Erscheinungen vorbeigehen diirfen,
welche sie begleiten: an der Vakuolenkontraktion bzw. Plasma-
quellung und an der Entmischung von gefirbten Lipoidtropfchen
im Plasma. Die ausgeschiedenen Lipoide mdgen zum Teil aus den
Grenzschichten stammen; doch deutet die Quellung darauf hin, daB
durch die Farbstoffeinwirkung auch Bindungen im Plasma gelost
und dadurch weitere Lipoide entmischt werden. Wird die Gesamt-
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menge der Lipoide in der Grenzschicht geringer, dann kommen von
ihnen nicht mehr besetzte Anteile der Protoplastenoberfliche nun
fiir die raschere Porenpermeation des kleinmolekularen Harnstoftes
in Frage; wir nehmen also fiir diesen Stoff Ubergang von der
Losungspermeation zur Porenpermeation (ganz oder teilweise) an.
Eine zweite mogliche Erklirung fiir erhohte Permeation ist Quel-
lung des Plasmas unter Vergroferung von ,,Poren‘.

Beziiglich der Objekte Daucus und Solanum miissen wir zur
Erklarung sowohl Verinderungen der Lipoidloslichkeit wie der
PorengroBe heranziehen: beide Objekte sind als ,,amidophiler
Porentyp* zu bezeichnen (s. S. 75), und bei beiden ist als Wirkung
des Chrysoidins eine leichte Viskositdtserhohung (Entquellung?)
des Plasmas zu beobachten. Die Herabsetzung der Harnstoffdurch-
lassigkeit kann im Sinne von Schmidt auf die Entquellung zu-
riickgefiihrt werden, wobei entweder an Verinderung der Poren-
grofe oder daran gedacht werden kann, daB dem Harnstoff der
Porenweg iiberhaupt verschlossen wird, so da er auf den Losungs-
weg angewiesen ist. Wie Schmidt bei Lamium und Rotten-
burg bei Gentiana und Campanula, fand auch ich Viskositits-
verminderung und gesenkte Harnstoffpermeabilitit verbunden. Das
Verhalten der iibrigen Verbindungen wire durch gednderte Los-
lichkeitsbedingungen in den Lipoiden der Plasmagrenzschicht zu
erkldren, die durch Entmischung von Lipoiden und damit ver-
bundene Anderung der Zusammensetzung der Grenzschicht zu-
stande kommen diirften.

Die Plasmaquellung, welche bei Solanum und Daucus im Ver-
laufe der Harnstoffversuche mit und ohne Chrysoidin eintritt, ist
mit Permeabilititsinderungen nicht verbunden; man mufB an-
nehmen, daf sie nur das Binnenplasma und nicht die Grenz-
schichten betrifft, und sich daran erinnern, daf fiir das Binnen-
plasma iiberhaupt ein viel lockerer Bau anzunehmen ist als fiir
die Grenzschichten (Frey-Wyssling 1938, S.157).

Eine gewisse Schwierigkeit bietet sich dem Versuch, die Wir-
kung von Neutralrot und Methylenblau auf die Permeabilitat (H o f-
meister, 1938) mit denselben Mitteln zu erkliren. Die leichte
Permeabilitidtserhohung nach geringer Anfirbung der Vakuole mit
diesen Farbstoffen mag auf unbestimmbare Einfliisse der Férbung
zurlickgehen und nichts anderes sein als der Ausdruck erhohter
Streuung der Permeationswerte. Erst wenn im Zellsaft deutlicher
Farbniederschlag auftritt, ist die Permeabilitit ausgiebig gehemmt.
Ob etwa Entmischung einer Phase des Zellsaftes Verinderungen
auch im Plasma nach sich zieht oder ob der Farbstoff nun nach
Sattigung der Vakuole seine Wirkung auf das Plasma ausiiben
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kann, z. B. durch Absittigung saurer Gruppen, wage ich nicht zu
entscheiden; immerhin handelt es sich auch da um basische Farb-
stoffe, so daB gewisse Parallelen mit Chrysoidin méglich wéiren.

Fiir die Vitalfarbung als Untersuchungsmethode entnehmen
wir aus der vorliegenden wie aus der [friiheren Untersuchung
(1938), daB wir keinesfalls von vornherein annehmen diirfen, vital-
gefirbte Zellen konnten in ihren plasmatischen Eigenschaften un-
verindert bleiben; jedenfalls sind fiir die Permeabilitit und fiir die
Viskositit des Plasmas Anderungen infolge der Vitalfirbung zu
erwarten, die zun#chst nicht einmal der Richtung nach voraus-
berechnet werden konnen, wenn das Objekt nicht schon bekannt ist.

Fiir das Studium der Vitalfirbung empfangen wir die An-
regung, die Verdnderungen, welche gut faBbare Plasmaeigen-
schaften unter dem EinfluB der Vitalfirbung erleiden, auf breiterer
Grundlage zu untersuchen; aus der zu erwartenden Mannigfaltig-
keit von Einzelbefunden moégen sich sodann Erkenntnisse iiber die
Farbstoffbindung im Plasma und iiber seinen Aufbau ergeben.
Vielleicht wird besonderes Augenmerk darauf zu legen sein, wie-
weit etwaige Reversibilitit der Farbung von einer Wiederherstellung
der urspriinglich festgestellten Plasmaeigenschaften gefolgt ist;
vielleicht konnten auch neben oder an Stelle der Permeabilitéits-
messung andere Plasmaeigenschaften bestimmt werden, deren Fest-
stellung mit geringerer Belastung des Lebenszustandes der Proto-
plaste erfolgen kann, so daBl die Versuche weiter in den subletalen
Bereich vorgetrieben werden kénnen.

VII. Zusammenfassung.

Durch Vitalfirbung mit Chrysoidin wird die Permeabilitit fiir
Anelektrolyte veridndert; diese Verinderung ist beziiglich ihrer
Hohe und Richtung nach Objekt und Diosmotikum verschieden;
nach den bisherigen Erfahrungen ist zu vermuten, daB bei Plas-
men, die fiir Harnstoff rapid durchlissig sind, die Permeabilitit fiir
Harnstoff (und andere Amide) gehemmt und die fiir Glyzerin (und
andere Alkohole) gefordert wird. Diese Wirkung trat bei dem fiir
Harnstoff hochdurchlissigen Objekt Solanum (und &#hnlich bei
Daucus) auf, wihrend die an sich niedrige Harnstoffdurchlissig-
keit von Narcissus erhéht wurde.

Die Wirkung der Chrysoidinfirbung auf die Permeabilitit
verschwindet vollkommen, wenn der Farbstoff durch Wésserung
wieder aus den Zellen entfernt wird; dies gilt auch fiir Farbungs-
grade, die in einem unmittelbar folgenden Permeabilitdtsversuch
den Tod der Zellen verursachen wiirden.
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Nebenbeobachtungen betreffen Vakuolenkontraktion, die durch
Chrysoidin bei Narcissus, und Plasmaquellung, die durch Haru-
stoff bei Solanum (und Daucus) hervorgerufen wird.

Eine vorlidufige theoretische Deutung wird auf der Grundlage
bestehender Theorien versucht. Es wire zu erwarten, daB ausfiihr-
liches Studium des Einflusses, den die Vitalfirbung auf verschiedene
Eigenschaften und Konstanten des Protoplasmas ausiibt, Auf-
schliisse iiber Fragen der Plasmastruktur wie auch der Farbstoff-
bindung im Plasma geben konnte.

Die neben der plasmometrischen Methode verwendete Per-
meabilititsbestimmung nach der Deplasmolysezeit hat sich in dieser
Untersuchung als brauchbar erwiesen.
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