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Der Winter 1944/45 fiihrte uns fiir einige Monate zu gemein-
samer Arbeit in Wien zusammen.

Wir wihlten Vitalfarbungsstudien an Algen zum Gegenstand.
Doch war diesmal nicht eindringende Analyse des Zellgeschehens
am Einzelobjekt das Ziel, wie dies wohl sonst der Arbeitsweise
beider Autoren entsprochen hitte, sondern es schien im Rahmen
der gegebenen Mdoiglichkeiten ersprieBlicher, eine vergleichend-
zytologische Studie an zahlreichen Algen zu unternehmen. Es stand
uns gutes Hochmoormaterial zur Verfiigung, das im vorangegan-
genen Herbst frisch eingebracht und seither mit Sorgfalt kultiviert
worden war. Dieses wihlten wir fiir unsere Versuche; es enthielt
mehrere vordem nie fiir zellphysiologische Studien herangezogene
Arten und in jedem Tropfen fanden sich zahlreiche, verschiedenen
systematischen Gruppen angehorige Algen beisammen.

Es galt also einerseits, das relative Farbspeichervermdgen der
Arten zu vergleichen, anderseits, die qualitativ verschiedene Weise
der Vitalfirbung bei den verglichenen Algen kennenzulernen. —-
Ein verschiedenes Firbeverhalten kann nicht durch ungleiche
Milieufaktoren verursacht sein, wenn die untersuchten Algen einer
natiirlichen, ausgeglichenen Biozénose angehoren, die sich bei der
Kultur ohne wesentliche Storung erhalten hat. Die im Versuche
gefundenen Differenzen werden vielmehr in erster Linie durch
unterscheidende Art- oder Familienmerkmale der Algen, nur in
zweiter Linie vielleicht auch durch Alter und Entwicklungszustand
des Materials, also durch innere Faktoren, bestimmt sein; doch
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148t sich erwarten, daf Einfliisse der letzteren Art am erwachsenen
Material, das zur Zeit des herbstlichen Maximalaspektes der Algen-
vegetation gesammelt ist, zuriicktreten werden.

I. Material und Methodik.

Der Hauptteil der zur Vitalfirbung verwendeten Algenproben
wurde am 15. Oktober 1944 im Fichtelgebirge gesammelt und am
17. Oktober nach Wien eingebracht. Weiteres Desmidiaceen-
material war am 13. September 1944 im Ibmer Moor in Oberdster-
reich gesammelt und frisch nach Wien gebracht worden.

Der Fundort im Fichtelgebirge war ein kleines Hochmoor
oberhalb des Stausees beim Jagdhaus Karches, das bei etwa
800 m Seehohe im Sattel zwischen zwei Hochgipfeln des Gebirges,
dem Ochsenkopf und dem Haberstein, gelegen ist. Der Prisident
der Bayreuther Naturwissenschaftlichen Gesellschaft, Herr Haupt-
lehrer Karl Kronberger, hatte einen von uns auf einer Auto-
tagestour in das damals schwer zugingliche interessante Gebiet
gefithrt. Die gesammelten Proben wurden, vor Erwirmung ge-
schiitzt, nach Wien gebracht, am 21. Oktober durchgesehen und
die sechs besten in Standortwasser zunfchst auf einer lichten
offenen Veranda, nach Frosteinbruch zwischen Westfenstern licht
und kiihl kultiviert. Die Materialien Karches 1 und 2 verblieben
in den etwa einen halben Liter fassenden Standglisern, worin sie
gesammelt waren, in einem Uberfluf von Originalwasser. Die Pro-
ben 3 bis 6 blieben in ihren Stoppelflischchen. Nur Probe 1 fror
um die Weihnachtszeit fest ein, die anderen Proben wurden in
Frostnichten in ein ungeheiztes Zimmer gebracht, bei Tage ins
lichte Fenster gestellt und hielten bis zum Friihling in gutem
Zustand.

Wir arbeiteten am meisten mit dem Material Karches 2, wel-
ches, aus einer tiefen Moorblinke gesammelt, griine, dichte,
schwammige Algenwatten vom Auftrieb enthielt, die einige Wo-
chen lang im Glase schwammen und sich dann zu Boden senkten.
Die hiufigsten Formen waren an Fadenalgen zwei Oedogonium-
arten, Microspora floccosa s. 1., Gonatozygon monotaenium, Gymno-
2yga Brebissonii, Anabaena laza (det. Geitler), Mougeotia sp. und
spiarlichere Bulbochaete setigera, dazwischen fanden sich miBig
reichlich groBere Desmidiaceen, worunter Tetmemorus granu-
latus dominierte, Micrasterias sol, Euastrum affine hervortraten,
Euastrum ansatum, Closterium (= Peniwm) libellula var. inter-
rupta (Roy et Bisset) West et G. S. West, Cosmarium difficile,
Staurastrum furcatum, St. polymorphum, ferner Euastrum binale,
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Euastrum denticulatum, Cosmarium, Regnesii und etliche andere
kleinere Formen vereinzelt vorkamen. Unter den Chlorophyceen
war weitaus am auffilligsten eine Protococcale, die nach freund-
licher Mitteilung von Herrn Prof. L. Geitler dem seinerzeit von
Steinecke aus dem Zehlaubruch beschriebenen Coelastrum
conglomeratum entspricht; wie uns Herr Kollege G eitler schrieb,
gehort die Alge allerdings wohl nicht in die Gattung Coelastrum,
sondern sie sollte neu untersucht und umgetauft werden. Die
traubenformigen, dunkelgriinen Kolonien dieser Charakteralge des
Karchesmoores treten schon bei schwacher Vergroferung auffillig
hervor. — Recht reichlich fand sich zwischen den anderen
Algen stets die Heteroconte Chlorobotrys regularis (Bohlin) West,
ferner mehrere kleinere Protococcales und Tetrasporales. — Von
Diatomeen sind die gewohnlichen Hochmoorformen vertreten, so
z. B. Pinnularia viridis und Frustulia rhomboides. Die Kieselalgen
spielen aber keine groBe Rolle.

Die Algenwatte Karches 5 war dhnlich zusammengesetzt, doch
war die Probe, die eine tote Libellenlarve enthielt, wohl néihrsalz-
reicher und die Fadenalgen freudiger griin. An der Zusammen-
setzung der Watte war Microspora floccosa neben Gonatozygon
monotaenium reichlich beteiligt.

Im Fldschchen Karches 6 aus einer anderen Blinke erhielten
sich die vom Auftrieb gesammelten Moorflocken wochenlang
schwimmend. Fadenalgen traten hier zuriick, kurzfidiges Oedo-
gonium Itzigsohnii de Bary, das reichlich fruchtete, herrschte
vor, Chlorobotrys regularis und Coelastrum conglomeratum bildeten:
die Hauptmasse der Kleinalgen. Mittlere und kleine Desmidiaceen
fanden sich reichlicher, die iibrigen frither genannten Arten traten
grofienteils wieder auf, wenn auch in anderem Mengenverhéltnis.

In allen Proben waren als charakteristische Formen Gonatozygon
monotaenium, Euastrum affine, Micrasterias sol, CoelaStrum conglo-
meratum, Chlorobotrys regularis, Oedogonium Itzigsohnii (das sich
nach der Monographie von Hirn eindeutig bestimmen lief) und
ein groferes (unbestimmtes, von uns vorliufig als ,,0ed. parallelum’
ad interim bezeichnetes) Oedogonium vertreten.

Aus dem an groBen Zieralgen reichen Ibmer Material wurden
folgende Arten (nach West und Krieger) bestimmt und mehr-
fach zu Versuchen herangezogen: Netrium digitus, Closterium (=
= Penium) libellula, Cl. Dianae, Cl. moniliforme var. concavum
Klebs, CIl. parvidum, Cl. Striolatum, Cl. coStatum var. Westii
Cushmann (vgl. Krieger, Tafel 34, Fig. 8), Pleurotaeniun:
truncatum, EuaStrum oblongum, Micrasterias Sol, M. rotata, M.
truncata, M. crux melitensis, Cosmarium pyramidatum, C. tur-
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gidum, C. pachydermum, C. Brébissonii, C. Botrytis, C. conspersum,
Staurastrum brevispinum Bréb., St. Dickiei, St. polytrichum.
Von Diatomeen war die stattliche Pinmdaria dactylus reichlich
vertreten.

Das Material gehorte einer Sekundirbiozonose an und war auf
einem von flacher Wasserschicht bedeckten, mit Utricularia minor
locker bewachsenen alten Moorstich gesammelt.

Wir fiarbten mit Neutralrot, Neutralviolett, Methylenblau, Prune pure
und gelegentlich mit Rhodamin 3 B, Safranin und dem Fluoreszenzfarbstoff
Akridinorange.

In den meisten Versuchen wurde Neutralrot verwendet, welches
nach Aussage von Guilliermond der unschidlichste basische Farbstoff
ist und dank der giinstigen Lage des Umschlagbereiches bei pg 7 bis 8
permeierfihige Molekiile, bei pgy 5 vorwiegend dissoziierte, adsorbierbare
Farbkationen enthilt. Wir firbten meist mit mittelstarken (1 :10.000 und
1:5000), zum Teil mit stirkeren (1:2500, 1:2000 eventuell 1:1000) Farb-
losungen, die in Wiener Leitungswasser (pg um 7,8) und in manchen Reihen
vergleichsweise in dest. H:0 (py 5—5,0) angesetzt worden waren. Phos-
ghatpufferung wurde in den mitgeteilten Versuchen nicht angewandt. Die

arblosung wurde der auf dem Objekttriger ausgebreiteten Algenprobe, von
der das Standortwasser mit Filtrierpapier rasch abgesaugt war, in dicker
Schicht aufgesetzt, nach der Firbezeit wurde mit Deckglas, welches in den
Hauptversuchen gewthnlich von Glassplittern gestiitzt war, bedeckt und
Leitungswasser bzw. H:O mehrfach griindlich mit Filtrierpapier durchge-
saugt. Sodann wurde nach Entfernung der Deckglassplitter erst bei schwa-
cher, darauf bei stiirkerer VergroBerung (Z e iB, Fluoritsystem E, 60 X, oder
Wasserimmersion mit Korrektionsfassung J’) beobachtet. Die nach der Fir-
bung verflossene Zeit wurde regelméBig notiert.

Bei einem Teil der Versuche wurde Kurzfirbung angewandt. So kam
Material Karches 2 ofters fiir 5 Min. in Neutralrot 1 : 5000 in Leitungswasser,
am 28. Mérz fiir 2,5 oder 5 Min. in Neutralrot 1 : 2500 in Leitungswasser. Nach
dem Durchsaugen reinen Wassers waren die Proben dann zunichst oft nur
schwach und unklar rosa gefirbt. Erst nach lingerem Verweilen in Wasser
nahm die Vitalfirbung der Algenzellen stark zu. Dieses Verhalten ist zu-
nichst auffillig, die Erkldrung liegt aber einfach. Der meiste Farbstoff wird
anfangs vom toten Pflanzendetritus gespeichert, im reinen Wasser gibt dann
die aus Zellwinden usw. gebildete Masse den zum Hauptteil bloB adsorptiv
gespeicherten Farbstoff an die jetzt diinne Fliissigkeitsschicht ab, aus der
nun die lebenden Algen das Neutralrot anreichern. So ist fiir langsame
Farbzufuhr gesorgt. Das relative Speichervermdgen der einzelnen Arten der
Gesellschaft wird erkennbar.

Auch ein dauerndes Verbleiben im Farbtropfen unter Deckglas wird
von Algenmaterialien, welche mehr farbbindenden Detritus als lebende Zel-
len enthalten, naturgemiB gut vertragen, da ja die iiberschiissige Farbe als-
bald festgelegt wird. Man kann in solchen Fillen auf das Durchsaugen von
reinem Wasser verzichten.

Bei einer Gruppe von Versuchen wurde der Vorgang der Lebendfér-
bung selbst in seinem zeitlichen Verlauf verfolgt. Dabei war dieselbe Zelle
vom Anfang, d. h. vom ersten Zutritt der Farblosung an, dauernd unter
Beobachtung zu halten. Die Farblosung wird dabei unter dem Mikroskop
behutsam einmal oder mehrmals mit FlieBpapier durch das Préparat ge-
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saugt, eventuell unter Verzicht auf die genaue Kenntnis der jeweils herr-
schenden Farbkonzentration.

Bei den Férbeversuchen mit anderen Farbstoffen war die Methodik im
wesentlichen dhnlich. Die nétigen Einzeldaten werden bei den betreffenden
Versuchen mitgeteilt.

Die Zeichnungen wurden auf Grund genauer mikrometrischer Messungen
und unter Zuhilfenahme eines Rasters in Farben ausgefithrt. Doch miissen
wir uns im folgenden mit der Wiedergabe von SchwarzweiBbildern be-
gniigen.

II. Neutralrotfirbung.

Alle in diesem Abschnitt behandelten Algen waren den Mate-
rialien Karches 1, 2, 5 und 6 entnommen. Das Neutralrot war in
Wiener Leitungswasser von leicht alkalischer Reaktion (p;um 7,8)
gelost.

Die Algen aus derselben Biozonose zeigten, im selben Tropfen
untersucht, oft eine ganz verschiedene Art der Farbspeicherung.

l.Fadenformige Chlorophyceen.

Mit am stéirksten speichern die Faden von Microspore (Abb. 1)
und von Oedogonium (Abb. 2—4), welche in mehreren Materialen
die Grundmasse der Algenwatten bilden.

Bei Microspora floccosa (Vauch) Thuret s. 1. erscheinen stets
bald nach dem Zutritt des Farbstoffes kleine dunkelrote Korn-
chen, die sich von Beginn an in deutlicher B. M. B. befinden und
schon dadurch ihre Lagerung im Zellsaft zu erkennen geben.
In einem bestimmten Versuch waren Flocken des Materials, welche
die Algen und Detritus enthielten, 12 Minuten mit Neutralrot
1:2500 in Leitungswasser behandelt und dann mit Leitungswasser
ausgewaschen worden. 10 bis 14 Minuten nachher enthielten die
Zellsifte kleine Kornchen, nach 25 Minuten waren zahlreichere
Kornchen entstanden, in einem bestimmten Faden waren es etwa
20 Stiick pro Zelle. Nach 95 Minuten, als der Detritus vollig ent-
tarbt und aller Farbstoff von den lebenden Zellen gespeichert war,
waren die Kiigelchen stark angewachsen; von diffuser Vakuolen-
farbung war keine Spur. Vgl. Abb. 1.

In starkem Gegensatz dazu steht Oedogonium Itzigsohnii
de Bary. Die Alge speichert rasch und stark, so daBl die Fiden
in den Mischproben bald stark rot hervorleuchten. Anfangs firbt
sich die ganze Vakuole gleichmiBig und diffus rot, die Chloro-
plasten im Wandbelag sind dabei intakt und rein griin geblieben.
Man sieht dann den plasmatischen Wandbelag etwas an Dicke zu-
nehmen, alsbald tritt aber in der iiberwiegenden Mehrzahl der
Zellen aller Fiden eine hochst charakteristische Anderung der Zell-



148 B. v.Cholnokyund K. Héfler,

konfiguration ein. Die rosa Vakuolen verkleinern sich, es erfolgt
eine typische Vakuolenkontraktion, wie sie seit Kiister (1926)
und Weber (1930) als Wirkung der Neutralrotfirbung an Allium
bzw. Elodea bekanntgeworden und seither auch an vielen anderen
Gewebszellen beobachtet worden ist. Wenn schwach gefirbt wurde,
so lieR sich bei Dauerbeobachtung der Verlauf der Kontraktion gut
verfolgen. Der Zellsaftraum verkleinert sich unter Ausbildung kon-
kaver Konturen; der Tonoplast, der unter der Einwirkung der
Farblosung wihrend der Kontraktion mit verstirkten Konturen
hervortritt, adhiriert noch stellenweise am Plasmawandbelag. Mit
dem Fortschreiten der Kontraktion kommt es regelméfBig zu einer
Teilung der Vakuole in mehrere Stiicke. Diese nehmen allméhlich
eine unregelmifBige Konvexrundung und schlieBlich oft eine ziem-
lich genaue Kugelgestalt an. Im Endstadium, welches nach starker
Farbung friiher, nach schwacher spiter erreicht wird, liegen dann
mehrere Teilvakuolen — oft sind es 4 bis 5 tiefrote Kugeln oder
Ellipsoide — in der Achse jeder Zelle. Der Farbton verstirkt sich
im Mafe der rdumlichen Einengung; in anderen Fillen nimmt er,
wenn die Speicherung wihrend der Verkleinerung andauert, noch
in verstirktem MaBe zu. Niemals erscheinen bei Oedogoniumn
[tzigsohnii im Protoplasten auBlerhalb der Vakuolen rote Trépfchen
oder Kornchen. Auch rote Fillung im Zellsaft, wie sie fiir die
Microspora-Fiden derselben Watten kennzeichnend ist, kommt nie-
mals vor. Durchmustert man die Oedogonium-Fiden der Linge
nach, so finden sich auBler den Zellen, deren Vakuolenwandung sich
kontrahiert hat, in jedem Faden einzelne Zellen, welche diffus rote,
unkontrahierte Vakuolen erhalten haben. Die Beobachtung zeigt,
daf diese Zellen sehr oft in Zwei- oder Dreizahl am Ende der Fiden
oder in der Nachbarschaft toter Zellen gelegen sind. Daraus geht
deutlich hervor, daff die Vakuolenkontraktion die normale Reaktion
der Zellen auf den Impuls der alkalischen Neutralrotfdrbung dar-
stellt, wihrend das Verharren der roten Vakuolen im Zustand der
urspriinglichen Gréfe, d. h. das Ausbleiben der Kontraktion, eine
Hemmungserscheinung ist. Wihrend die von K ii s t € r bei Zwiebel-
zellen (der Schuppenaufenepidermis) beschriebenme Spontankon-
traktion nach Neutralrotfirbung gerade in einzelnen, am Schnitt-
rand der Priparate gelegenen Zellen zustande kommt, erfolgt unsere
Vakuolenkontraktion bei Oedogonium umgekehrt in allen Zellen
der Fiden mit Ausnahme der den Fadenenden benachbarten. Sie
gleicht darin mehr der Allgemeinkontraktion bei vitalgefdrbter
Elodeq und Zwiebel-Innenhiutchen (Weber 1930 a, Strugger
1936, Drawert 1940, Ho fler 1948) als der Einzelkontraktion
der Zellen der duBieren Zwiebelschuppen-Epidermis.
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Abb. 1. Abb. 2. Abb. 3. Abb. 4.

Abb. 1. Microspora floccosa, Abb. 2, 8. Oedogonium Itzigsohnii, Abb.4. Oedo-

gonium sp. Mit Neutralrot (py um 7,8) gefirbt; vgl. Text. — Entmischungs-

kugeln bei Microspora mehr blaurot, kontrahierte Vakuolen bei Oedogonium
erdbeerrot.
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Von Interesse ist der Vergleich des Verhaltens der drei im
Material vorhandenen Oedogonium-Arten. Das groBe Oedogonium
mit nicht kapitilierten Zellen und 12—13 y breiten Fiden (in unseren
Protokollen als ,,0ed. parallelum’ ad interim bezeichnet) firbt sich
sehr hiibsch an, aber, zumal wenn der Farbstoff nicht im Uberfluf
geboten ist, doch deutlich schwécher als Oedogonium Itzigsohnii,
und auch nach lingerer Einwirkung bleiben gewshnlich die mei-
sten Vakuolen unkontrahiert; die + kettenféormigen Chloroplasten
erfahren oft eine an Systrophe gemahnende Ballung in den Zellen.
Ein drittes, ganz kleines Oedogonium sp. kontrahiert so rasch und
stark, daB die 2 bis 5 roten Teilvakuolen in den gestreckten Zellen
noch etwas rascher als bei Oed. Itzigsohnii die Endform kleiner
Kiigelchen erlangen. Die physiologischen Unterschiede der Arten
sind von Interesse. Der Vergleich der Reaktionsfreudigkeit nach
Vitalfirbung wire auf weitere Spezies auszudehnen, wobei die
Untersuchung von Mischproben, d. h. von natiirlicher Weise ver-
gesellschafteten Algen, den Vorteil bietet, dafl die verglichenen
Arten sicher aus gleichen Umweltsbedingungen herkommen.

Kleine Béumchen von Bulbochaete setigera Ag., im Mirz
untersucht, firbten sich langsam diffus rosa und zeigten eine
relativ spit eintretende, mifige Kontraktion der Vakuolen.

2. Zygnemataceae.

Nicht uninteressant war im Vergleich mit den genannten
Fadenalgen das Féirbeverhalten einer kleinen (9 bis 10 u breiten)
Mougeotia sp. Bei rascher, starker Farbung waren die Fiden der
uns vorliegenden Art zum Teil empfindlich, bei Kurzférbung
(1:2000 durch 2'/, Minuten) und folgender langsamer Farbstoff-
absorption vom Detritus her hielten die Zellen aus. Nach einer
Stunde war der Zellsaft diffus tief rosa und unkontrahiert, auBer-
dem lagen aber im Zytoplasma etliche schwarzrot gefdrbte Korn-
chen, die wohl die urspriinglich bei Mougeotia vorhandenen Gerb-
stoffvakuolen in etwas geschrumpftem Zustande darstellen. Die
Iarbung des Zellsaftes und die intensivere Farbung der Korner
im Plasma sind hier nebeneinander sichtbar. Dafl sich Zygnrema
bei vitaler Fiarbung &dhnlich verhalten kann, ist bekannt. (P fe f-
fer 1886, S. 198, 216, Taf. II, Fig. 9, 10.)

3. Desmidiaceac.

Uber Vitalfirbung von Desmidiaceen ist nur sehr wenig be-
kannt, wie denn iiberhaupt diese in systematisch-morphologischer
Hinsicht so vorziiglich durchgearbeitete Algengruppe noch viel zu
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wenig zu zellphysiologischen Untersuchungen herangezogen worden
ist. Wir fanden hier ein auflerordentlich dankbares Arbeitsgebiet.

Schon die ersten Versuche mit Neutralrot zeigten schonste
TFarbebilder. Vakuolenkontraktion tritt allgemein auf. Da uns der
Vorgang von den Oedogonien her, wo er sich in einfachster Form
abspielt, geldufig geworden war, lieBen sich die wesentlichsten
Ziige bei den Desmidiaceen wiederfinden.

Abb. 5.

Abb. 6.

Abb. 7.

Abb. 5. Euastrum binale, Abb. 6. Cosmarium Regnesii, Abb. 1.
Cosmarium difficile. Vakuolenkontraktion und -zerteilung nach
Neutralrotfirbung.

Das Verhalten der zahlreichen in unserem Material vorhan-
denen Arten li8t sich dahin zusammenfassen, daf§ allgemein aus
schwach alkalischer Neutralrotlosung zunichst eine Diffusfarbung
des ganzen Vakuolenraumes zustande kommt, worauf dann meist
recht rasch eine Kontraktion, mit Zerfdllung der roten Vakuole in
zahlreiche Teilstiicke verbunden, und Verkleinerung der Teil-
vakuolen zu relativ kieinen und kleinsten Ellipsoiden und Kugeln
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folgt. Wir beschreiben nur einen Teil der von uns beobachteten
Arten im einzelnen.

Euastrum binale (Turp.), Cosmarium Regnesii Reinsch und
andere kleine Desmidiaceen erfahren eine Teilung der Vakuole
jeder Zellhilfte in 2 bis 4 Stiicke, die sich recht bald zu Kugeln
von der aus Abb. 5 u. 6 ersichtlichen GroBe zusammenziehen. Die
Chloroplasten, die hier relativ diinnflissig sind (vgl. Eibl
1939 a, b, 1941), haben sich gleichfalls kontrahiert, geteilt und
gerundet, so daB nun rote und griine Kugeln dhnlicher Grofle in
den Zellen nebeneinander liegen.

Cosmarium difficile Liitkemiiller findet sich anfangs Ofter mit
intakten, diffus rosa gefirbten Vakuolen. Abb. 7 zeigt ein Stadium
der Vakuolenkontraktion, wobei der Tonoplast noch in zahlreichen
feinen Spitzen dem Wandbelag adhériert und der rosa Vakuole
vieleckig sternformige Konkavformen aufnétigt. Der Chromatophor
ist hier ungeteilt geblieben, stark lichtbrechende Oltropfen treten
hervor. Die Art iiberwinterte in Material 2
gut und stand zur Zeit unserer letzten
Versuchsreihe am 17. bis 23. M&rz in leb-
hatter Teilung. Kaum eine andere Spezies
unserer Proben zeigte unter den gegebe-
nen Milieubedingungen die gleiche Tei-
lungsfreudigkeit. Wihrend in einem be-
stimmten Versuch die Einzelzellen durch-
wegs Vakuolenzerteilung aufwiesen, waren
von den in Teilung stehenden
Zellpaarennurmanche kontra-
hiert, die Mehrzahl aber ohne
Kontraktiongeblieben und dif-
fus tiefrosa gefiirbt; auch an einer Probe,
die stark, 12!/, Minuten in Neutralrot
1:2500, angefirbt und eine Stunde nach-
her beobachtet wurde, war in den in Tei-
lung begriffenen Zellen die Kontraktion
ausgeblieben.

Euastrum ansatum Ralfs zeigt etwa
ein mittleres Verhalten, anfinglich Diffus-
firbung und folgende schwache Ver-
kleinerung der Vakuolen oder Zerteilung
Abb.8. Euastrum ansatum, ~Gerselben in etliche Stiicke, von denen die
wie vorig, nachtriglich in  Kleineren sich ellipsiodisch runden, die
Traubenzucker plasmo- grofleren Einkerbungen und kallotenfor-

lysiert. mige Ausstiilpungen zeigen. Da nachtrig-
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liche Plasmolyse zu Konvexrundung fiihrt (Abb. 8), wird die
Intaktheit der dargestellten Zelle bewiesen. Beim groBen, im Kar-

ches-Moor hiufigen Ewastrum affine Ralfs
farbt sich die Vakuole diffus und kontra-
hiert sodann entschieden relativ trige.
Sehr bemerkenswerte Erscheinungen
zeigten zwei groBe Zieralgen, nidmlich der
in unserer Probe 2 fast dominante T'etme-
morus granulatus und das seltenere, aber
doch in jedem Priparat zu findende Closte-
rium (= Penium) libellula, var. intermedia.
Tetmemorus wurde von Weihnachten
bis Ostern wiederholt untersucht. Schon
nach kiivzerer, vorsichtiz durchgefiihrter
Fiarbung zeigt sich in allen intakten Zellen
eine Protoplasmastromung von auffallender
Intensitit. Es handelt sich um eine lebhafte
Zirkulation, die lings des Zellsaumes
itberall, wo nicht die Chloroplastenlamellen
das Bild verdecken, zu beobachten ist. Im
Plasma haben sich zahlreiche win-
rige (<0,5u), unter sich gleich groBe
Mikrosomen dunkelrot gefirbt. Das
nach beiden Seiten strémende Plasma
schleppt diese dunklen Kornchen mit. Die
leicht zu messende Stromungsgeschwindig-
keit betrug z. B. 11,2 4 pro Sekunde. Wir
empfehlen in Neutralrot gefirbten Tetme-
morus als ein Schauobjekt fiir Plasmazirku-
lation. Der Zellsaft ist in solchen Stadien
erst rosa angefirbt und noch unkontrahiert.
In einem Versuch vom 19. Mirz 1945 hielt
in einer fortlaufend beobachteten Zelle die
Plasmastrémung auch nach 2'/, Stunden un-
vermindert an, und jetzt erst begann die
Vakuolenkontraktion. Wird hingegen
stdarker gefiirbt und dann nach lingerer Ver-
suchsdauer beobachtet, so weist die Haupt-
vakuole regelmiflig schénste Kontraktions-
bilder auf. Die Farbspeicherung erfolgt bei
Tetmemorus lebhaft; die Art iibertrifft, wenn
man gemischte Algenproben firbt, gewShn-
lich in der Konkurrenz die anderen Des-

A

Abb. 9. Tetmemorus
granulatus.
Extreme Vakuolenzer-
teilung nach Neutral-
rotfirbung.
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midiaceen und erreicht fast die Farbtonung von Oedogonium. Die
Mehrzahl unserer Versuche fand im Friihwinter (25. Dezember bis
1. Jédnner) statt. Die Kontraktionserscheinung begann da in der
Regel vom Zellsaum her in Form zahlreicher Einkerbungen, die
zu einer malachitiihnlichen Konfiguration fithren konnten. Nach
lingerer Zeit folgt oft die Zerfillung des Zellsaftraumes in zahl-
reiche Kugeln und Ellipsoide ungleicher Groéfe. Nachtrégliche
Plasmolyse fithrt zu Bildern, wie sie in Abb. 10 bis 13 dargestellt
sind. Aber auch extremen Zerteilungen in zahlreiche Kiigelchen
begegnet man hiufig (Abb. 9).

Wir mochten, spitere ausfithrlichere Mitteilung uns vorbe-
haltend, auch das Plasmolyseverhalten der Art nicht unerwéhnt
lassen. Schon Klebs (1886, S. 386) hat wahrgenommen, dall bei
plasmolytischen Versuchen der Protoplast mit den Zellenden (und
den von da ins Zellinnere vorspringenden ,,Zellstoffbalken*) in be-
sonders fester Verbindung bleibt. Eib1l (1939 b), der Form und
Verlauf der Plasmolyse von Micrasterias, Netrium, Closterium
schildert, hat Tetmemorus nicht untersucht. Wir fanden in Plas-
molyseversuchen am 25. 12, bis 1. 1. am frischen ungeférbten
Material regelmiBig ein Festhalten der Protoplasten in den Zell-
enden und etwa im #Hufleren Drittel der Zellhilften, wihrend im
breiteren Mittelstiick der Zellen eine ziemlich glatte Léngsabhebung
der Protoplasten erfolgt. Am Isthmus kann sich die Loslosung ver-
zogern. Es ergibt sich die in Abb. 10 dargestellte Verteilung nega-
tiver und positiver Plasmolysesorte. Die Zelle (Abb. 11) war 22 Stun-
den lang (81. 12. bis 1. 1.) in 0,8 mol Traubenzucker plasmolysiert
und hatte so lange die negativen Plasmolyseorte erhalten. Die
vitalgefirbten Zellen in Abb. 13 sind mit der ungeférbten Kontrolle
vergleichbar. Die Zelle (Abb. 12) hatte eine Dauerfirbung von
9/, Stunden (2" bis 11" 80") in Neutralrot 1 : 2000 (wobei der Farb-
vorrat sich allerdings bald erschdpft haben diirfte) hinter sich und
wurde dann erst in 0,8 mol Traubenzucker plasmolysiert. Die
Zeichnung ist 10 bis 24 Min. nach der Eintragung ins Plasmoly-
tikum aufgenommen. Man sieht die urspriingliche Verteilung der
Plasmolysesorte noch angedeutet, aber Loslésung und Zuriick-
ziehung ist jetzt auch aus den Zellenden erfolgt. Im Mittelteil der
Zelle ist die Rundung bzw. Glittung schon weiter fortgeschritten
als in der ungefirbten Kontrolle. wiewohl diese wesentlich linger
im gleichen Plasmolytikum verweilt hat. Die Zelle in Abb. 13 ist
nach der Firbung 21 Stunden gewiissert, dann plasmolysiert.
Man sieht, daBl perfekte Losldsung, also Aufhebung der negativen
Plasmolyseorte, und Konvexrundung der Protoplasten erfolgt ist.
Oft unterbleibt aber die Verkiirzung der Protoplasten und ihre



Abb. 10. Abb. 11. Abb. 12.

Abb. 10—13. Tetmemorus gronulatus, plasmolysiert.
— Abb. 10 mit Neutralrot1: 2000 (in Wiener Leitungs-
wasser gelost) am 31.12. 1944, 13b 16'—21’, geférbt, Abb. 18.

dann in reines Leitungswasser, 14h 44’ 0,8 mol Trau-

benzucker (in H,0) zugesetzt, gezeichnet 16k 30'—385'. — Abb. 11 um 15k 15
ungefirbt in 0,8 mol Traubenzucker, nach 22 Stunden (1. 1. 1945, 13k 05’ f.)
gezeichnet; Zelle 185 wlang, 38 p breit. — Abb. 12 am 1.1. 2k in 1:2000 Neutral-
rot fiir 10 Min., dann in Leitungswasser, nach 9'/, Stunden plasmolysiert in
0,8 mol Traubenzucker (in Leitungswasser), 12—24 Min. nach dem Einlegen
ins Plasmolytikum gezeichnet. — Abb. 18 (vergr. 1000:1) 5 Min. geférbt,
dann in Leitungswasser, sodann nach 21 Stunden in 0,8 mol Traubenzucker

plasmolysiert. — T. um 14—15° C.
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seitliche Anpressung an die Léngswinde der Zellen. Im angefiihr-
ten Versuch erscheint das Haftvermégen des Plasmas bzw. die
Viskositit der AuBengrenzschicht nach der Neutralrotfirbung und
Vakuolenzerteilung in gewissem Grade vermindert.

Das Verhalten dieser physiologisch besonders interessanten
Art mag uns zu einem ersten kurzen Ausblick iiber das Wesen der
Vakuolenkontraktion AnlaBl geben. Wir erkannten schon bei Oedo-
gonium diese als einen Vorgang, womit die- gesunde Zelle auf den
Insult der Lebendfirbung reagiert. Mit Recht haben Kiister
(1928), Weber (1930 a, b) und Strugger (1935) die Vorgiinge
der Spontankontraktion der Vakuolen und der Aggregation bei
Drosera verglichen bzw. zu einer Klasse zellphysiologischer Er-
scheinungen zusammengefalt. In den Tentakelzellen von Drosera
(Akerman 1917) folgen bekanntlich auf chemische Reizung
als aufeinanderfolgende Stadien Stromungsauslésung, Aufquellung
des Zytoplasmas auf ein mehrfaches Volumen, Verkleinerung und
Zerteilung der Vakuole. Weber hat damit (1930 a) zumal die
Vorgiinge in vitalgefirbten Schliefzellen verglichen. Auch unser
Schauobjekt Tetmemorus erscheint vergleichbar. Auch hier im Be-
ginn lebhafteste Plasmastromung, dann Vakuoleneinschniirung und
Zerteilung, wobei aus dem Wandel der Plasmolyseform eine wenn
auch geringe Viskosititsverminderung des Zytoplasmas manifest
wird, die hochstwahrscheinlich mit einer Aufquellung des Plasmas,
wenn auch von viel schwicherem Ausmall wie bei Drosera, ver-
bunden ist. Wir kommen in der SchluBbesprechung auf die Frage
zuriick.

Farbebilder von besonderem Interesse sind uns auch bei
Closterium (= Pentum) libellula begegnet. In einem Versuch
vom 19. Mirz, wo nach anfiinglicher Kurzférbung aus dem zartrosa
Detritus der Farbstoff allm#hlich von den lebenden Zellen absor-
biert wurde, fand sich eine Zelle der Art, die etwa nach zwei Stun-
den eine zartrot gefirbte Hauptvakuole und gleichzeitig tiefrot
gefirbte Endvakuolen aufwies. Bekanntlich hat Liitkemiiller
die Spezies unter Berticksichtigung der Schalenstruktur und
kristidllchenfiihrenden Endvakuolen aus der Gattung Peniwm in die
Gattung Closterium versetzt, obwohl die Zellform nicht halbmond-
tormig, sondern symmetrisch nach der Lingsachse ist. Die End-
vakuolen sind stets vorhanden, kugelig, um 11 u breit und mit zahl-
reichen Kristillchen versehen, die oft klumpig aneinanderhaften
und dann nahezu den halben Vakuolenraum ausfiillen. Es ist nun
eine recht interessante, erstmalig von uns beiden unabhéingig von-
einander beobachtete Tatsache, dafl diese Endvakuolen sich mit
Neutralrot stets tiefer und oft mehr violettrosa anfirben als die
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Hauptvakuole. Diese beginnt nach einiger Zeit sich zu kontrahieren
und zerfillt nachher in viele Teilvakuolen, die sich weiter ver-

Abb. 14. Abb. 15a. Abb. 15b.

Abb. 14 und 15. Closterium libellula. Vakuolenkontraktion. —
Abb. 14 in Neutralrot, Abb. 15a, b in Neutralviolett gefirbt;
vgl. Text 8. 171.

kleinern, wobei sich die Firbung verstirkt, und sich fortschreitend
abrunden. In der Endvakuole beobachtet man niemals eine Vaku-
olenkontraktion. Abb. 15 a und b beziehen sich auf eine Zelle, die
am 23. Mirz 1945 nicht mit Neutralrot, sondern mit dem ganz
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dhnlich wirkenden Farbstoff Neutralviolett 1:200, in Leitungs-
wasser gelost, seit 9" 15’ gefirbt worden war; um 9" 40’ zeigt die
Zelle beginnende Kontraktion, um 10" 04’ ist die Zerfillung der
Vakuole in Teilstiicke weit vorgeschritten (vgl. S. 171).

Uber den Verlauf der Vitalfirbung bei anderen Closterien
bringen die Versuchsprotokolle im IV. Abschnitt einige Angaben.
Zuerst erscheinen zerstreute rote Kornchen im Plasma und die
Endvakuolen firben sich an. Dann firbt sich langsam auch die
Hauptvakuole, es folgt Kontraktion und Zerteilung und sodann
die Rundung der Teilvakuolen.

Unter den fadenféormigen Desmidiaceen lieferte uns Gonato-
zygon monotaenium de Bary ein prichtiges Versuchsmaterial. Die
Alge war uns in alpinen Hochmoorproben nie so reichlich begegnet
wie in unseren Aufsammlungen aus dem Fichtelgebirge. Nach
basischer Neutralrotfirbung treten in den Zellen einerseits recht
groBe Fallungskiigelchen (z. B. 1,3 bis 4 ) auf, die schon im Uber-
sichtsbild tief rot hervortreten und anscheinend im Plasma liegen,
andererseits erscheint diffuse Vakuolenfdrbung. Nach einiger Zeit
gliedert sich der vorher einheitliche Zellsaftraum in Teilvakuolen.
Sie sind meist durch Chloroplastenstiicke getrennt. Die Plastiden
liegen urspriinglich wandstindig, die vorspringenden Pyrenoide
scheinen die Stellen zu bestimmen, an denen die angeféirbte Vakuole
sich einschniirt und nach den Gesetzen der Kapillarspannung zer-
fallt, sobald die erhohte Oberflichenspannung des Tonoplasten die
Zerteilung auslost. Wenn in den langgestreckten (11 bis 12 u
breiten, 7- bis 20mal so langen) Zellen beim Zerfall mehrere Teil-
vakuolen entstanden sind, so ist deren Farbton nach einiger Zeit
auffallend ungleich tief, dunkelrote und rosa Blasen wechseln un-
regelmiBig ab, was auf die ungleich starke Verkleinerung und
Farbeinengung hinweist, welche die Teile der Vakuole nach ihrer
Trennung erfahren haben.

4. Protococcales und Tetrasporales.

Uberall wurde mit Neutralrot Vitalfirbung erzielt, doch
herrschte einfache Kornchenfillung vor. Da dieselbe mit dem, was
in der Literatur fiir Hefezellen, Pilze und Algen vielfach be-
schrieben wurde, wesentlich tibereinstimmt, konnen wir unsere
Beobachtungen hier kiirzer fassen. Nach dem bekannten Schema
von Guilliermond erscheinen bei Hefezellen zunichst in den
Vakuolen kleine Entmischungstrépfchen, die zusammenflieBen, sich
an die Vakuolenwand anlegen und an ihr ausbreiten. Dann sollen
sie wieder in Losung gehen und die diffuse Farbung des Zellsaftes
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veranlassen konnen. Oder es werden im Zellsaft rote Granula
gefillt, die sich der Vakuolenwand anheften und manchmal zum
Teil auch ins Plasma iibertreten. Vgl. Guilliermond,
Mangenot und Plantefol 1933, S. 291, Kiister 1935,
S. 360, Guilliermond-Atkinson 1941, S. 136f.,, Pierre
Dandgeard 1947, S. 443 f.

Bei dem in unseren Proben oft dominierenden Coelastrum con-
glomeratum (vgl. S. 145), welches sehr kriftig anfirbt, erscheinen
kleine rote Kiigelchen in den Zellen (wir z#hlten ihrer in einem
Préparat, das 12 Minuten in Neutralrot 1:2500 behandelt war,
nach 20 bis 23 Minuten etwa 15 pro Zelle, alle waren kleiner als
1 u); 54 Minuten nach Versuchsbeginn hatte die Firbung zuge-
nommen, die Zellen hatten also dem zuerst gefarbten Detritus Farb-
stoff entzogen, und die Kornchen lagen jetzt dicht und tiefrot iiber
die ganze Zelle verteilt; primir werden sie aber in den Vakuolen
gefillt. SchlieBlich sind in gleichen Versuchen die Coelastrum-
Zellen oft gepfropft voll groBer, schwarzroter Kugeln, und der vor-
her rote Detritus erscheint entfarbt. Beobachtet man den Férbe-
vorgang in seinem zeitlichen Verlauf, so 148t sich die mit Kornchen-
fillung einhergehende Vitalfirbung sicher von der durch Vakuolen-
zerschniirung und -verkleinerung erzeugten unterscheiden, wenn-
gleich bei kleineren Objekten die Endbilder dhnlich aussehen.

Bei Versuchen mit Mischproben 148t sich meist ein ungleich
starker Gehalt an Kornchen fiir die einzelnen, nebeneinanderliegen-
den, artverschiedenen Algen beobachten. Hingegen weisen die
Zellen einer Kolonie — bei Coelastrum und anderen Protococ-
cales — zur gleichen Zeit meist fast genau gleichviel und gleich-
groBe Kornchen auf. In unseren Proben zeigten unter anderen
Oocystis solitaria, Scencdesmus arcuatus Lemm und zwei nicht
bestimmte Tetrasporales die Kornehenfillung, desgleichen andere,
unbestimmte Kleinformen. Auch nach langer Zeit blieben die roten
Koérnchen getrennt nebeneinander, im Gegensatz zur bekannten
Tropfchenfillung in vitalgefirbten Zellséften hoherer Pflanzen, wo
die anfangs kleinen Kiigelchen gewthnlich zu , Entmischungs-
kugeln* zusammenflieflen.

Auf die Beschreibung der roten Diffusfirbung der Algen-
gallerten konnen wir im Rahmen dieser Arbeit nicht eingehen. Es
fiel uns auf, daB, wenn stark und kurz angefirbt und sodann
Leitungswasser durchgesaugt wurde, die Gallerten nicht ,nach-
farben, d. h. nicht wie die lebenden Algenprotoplasten nachtrig-
lich vom Detritus her die Farbe anreichern.

Um den Fehler vorzeitiger Generalisierung zu vermeiden, sei
hervorgehoben, dafl sich auch bei manchen einzelligen Chloro-

Sitzungsberichte d. mathem.-naturw. Kl., Abt. I, 159. Bd., 6. bis 10. Heft. 11
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phyceen Diffusfarbung des Zellsaftes und Kontraktion des Vakuoms
beobachten 148t. Doch scheint der durch Kornchenfillung gekenn-
zeichnete Firbetyp entschieden vorzuherrschen.

b. Heterocontae.

In unseren Proben war Chlorobotrys regularis Bohlin (det.
Prof. Geitler) sehr reichlich vertreten. Die kugelige, 17 bis
20 u breite Alge mit ihrer scharf gezeichneten Membran, den
gelbgriinen, scheibchenférmigen, pyrenoid- und stérkefreien Chro-
matophoren und 1 bis 2 leuchtend roten Oltropfchen ist mit keiner
Chlorophycee zu verwechseln, wenn man den Blick fiir die Merk-
male der Heteroconten (vgl. Pascher 1925, S. 3, 49) einmal
geschirft hat.

Es war nun eine der grofSten Uberraschungen, als wir
fanden, daf Chlorobotrys sich niemals mit Neutral-
rot anfidrbt. Der Protoplast bleibt stets ungefirbt. Wir
vermerkten diese Tatsache bei den ersten Versuchen am 24. De-
zember 1944 und fanden sie in allen folgenden Versuchen bis
zum 25. Mérz 1945, worin viele tausend Zellen zur Beobachtung
kamen, ausnahmslos bestitigt. Sehr eindrucksvoll ist das Bild von
Mischproben, die mit Neutralrot 1:2500 durch 12 bis 15 Minuten
behandelt worden sind, wenn Coelastrum conglomeratum gepfropft
voll schwarzroter Kiigelchen erscheint und Chlorobotrys da-
zwischen vollig ungefirbt geblieben ist. In artenreicheren Prépa-
raten waren oft alle anderen Algen in der alkalischen Neutralrot-
losung gefarbt und allein Chlorobotrys leuchtete ungefirbt heraus.
Die Heteroconte bleibt ebenso ungefirbt, wenn wenig Algen im
Tropfen liegen und die Gefahr der Speicherkonkurrenz hinwegféllt.

Hie und da zeigten einzelne Zellindividuen von Chlorobotrys
eine leichte Membranfirbung. Bei stirkerer VergroBerung lie§ sich
dann feststellen, daB, scharf abgegrenzt, allein die innere Membran-
schicht gefirbt war; die Mehrzahl der Nachbarzellen war vollig
ungeférbt. Einmal findet sich in unseren Protokollen die bevorzugt
starke Fiarbung der Innenmembranschicht an eben geteilten Zellen
vermerkt. Die Gallerte, worin die Zellen eingebettet sind, kann
sich mit Neutralrot deutlich anfirben.

6. Diatomeae.

Wir haben die Lebendfirbung der Diatomeen, woriiber dltere
Erfahrungen (Cholnoky 1935 a) vorlagen, diesmal bloB nebenher
untersucht. In Abb. 16 ist eine mit Neutralrot gefirbte Zelle von
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Caloneis sp. wiedergegeben, Sie zeigt leichte diffuse Plasmafir-
bung und rote Entmischungs- bzw. Fillungskorper. Der Inhalt der
Vakuolen ist ungefirbt. Trotzdem ist starke Vakuolenkontraktion
eingetreten. Die Tonoplasten sind scharf konturiert. Es geht daraus

Abb. 16. Abb. 17.

Abb. 16. Caloneis sp., in Neutralrot gefirbt.
Vakuole kontrahiert, aber Zellsaft ungefirbt. —
Abb. 17. Frustulia.

hervor, dal die Vakuolenkontraktion nach Vitalfirbung eine Folge

der Verinderung des Protoplasmas und nicht des Vakuoms ist.

Ahnlich verlief die Vitalfirbung bei Frustulia (Abb. 17), doch

erscheinen in der gezeichneten Zelle auch die braunen Chromato-

phoren kontrahiert (vgl. P1lass 1942). Uber Pinnularia vgl. S.170.
11%



III. Einzelbeobachtungen mit verschiedenen Farbstoffen.

Unsere Beobachtungen mit anderen Farbstoffen vom Winter
1944/45 hatten mehr orientierenden Charakter und sollen hier nur
in Auswahl wiedergegeben werden, soweit sie Befunde gebracht
haben, die im Rahmen der vorliegenden vergleichenden Studie
erwihnenswert sind. Einleitend sei der Versuche mit Neutral-
rotléosung gedacht, die in dest. H,O angesetzt war. Ruh-
land (1908) hat wohl als erster beobachtet, dall bei Spirogyra
die Reaktion der Neutralrotlsung dariiber entscheidet, ob Zell-
wand- oder Zellsaftfirbung eintritt. Heute ist durch die Versuche
von Bethe (1922), Irwin (1923f) und aus jiingerer Zeit zumal
durch die bekannten Untersuchungen von Strugger (1936, 1940)
und Drawert (1938, 1940, 1948) in Farbbddern abgestufter
Wasserstoffionenkonzentration erwiesen, daf viele basische Farb-
stoffe aus schwachsauren Farbbddern Membranfirbung, aus neu-
tralen oder alkalischen aber Vitalfirbung des Protoplasten be-
wirken. Der Umschlagsbereich liegt von Farbstoff zu Farbstoff
verschieden in der cH-Skala. Drawert (1940) hat 40 basische
Farbstoffe in cH-gestuften Reihenversuchen durchgepriift. — Die
Membranfirbung kommt durch Elektroadsorption der Farb-
kationen an der negativ aufgeladenen Zellulosewandung zustande
und reicht dementsprechend nach der sauren Seite bis zum Ent-
ladungspunkt (dem ,IEP‘) der Zellulose, der z.B. fiir Zwiebel-
zellen der Schuppeninnenepidermis bei pg 3 oder ein wenig
darunter liegt. Die Farbkationen sind niemals fihig, durchs lebende
Protoplasma ins Zelleninnere einzudringen; das koénnen nur die
undissoziierten, lipoidloslichen Molekiile der Farbbase und des
Farbsalzes. Sind im Ubergangsbereich Ionen und Molekiile im
Farbbad nebeneinander vorhanden, so kann grundsétzlich sowohl
Membranadsorption als auch Vitaltirbung des Protoplasten er-
folgen, und es entscheidet die Speicherkonkurrenz der Zellenteile
iiber die Art der Firbung. Dabei ist nach Hoflers Feststel-
lungen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Akridinorange (1948, S. 633)
— die aber ebenso fiir die Firbung mit Hellfeldfarbstoffen Geltung
haben — die Zellsaftspeicherung durch chemische Bindung stérker
als die Elektroadsorption an der Zellmembran, letztere aber stirker
als die Tonenspeicherung in ,leeren*, d. h. speicherstoftfreien, Zell-
siften. Im Einzelfall entscheidet natiirlich der prozentuale Anteil
der im Farbbad vorhandenen Ionen und Molekiile bei jeder pg-
Stufe iiber den Erfolg der Féarbung.

Die Neutralrotversuche mit Algen bringen gegeniiber den
Erfahrungen mit Gewebszellen (Strug'ger 1. ¢, Drawert
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lLe, Hofler 1947—1949) nichts grundsitzlich Neues. Doch
sind die Algen ein vorziigliches Anschauungsmaterial, mit ein-
fachsten Mitteln Membran- oder Vakuolenfirbung zu erzielen.
Farbt man die im vorangehenden Abschnitt behandelten Faden-
algen mit in dest. H,O hergestellter Neutralrotlosung (py 5 bis
5,6), so wird an Oedogonium, Microspora floccosa, Gonatozygon
monotaenium eine intensive, oft dunkelrote Zellmembranfirbung
bewirkt, die so stark sein kann, daB sie die Zellwiinde undurch-
sichtig macht. Bei Gonatozygon firbt sich die mit spitzen Wirz-
chen bewehrte Membran besonders tief rot, die Wirzchen er-
scheinen schwarzrot.

Nur bei Microspora floccosa 148t sich bei entsprechender Ein-
stellung feststellen, daf auch in den Zellen mit gefirbter Membran
auBlerdem die Kérnchen im Zellinhalt gefillt worden sind, wihrend
ja bei py 7,8 (8.147) blof Fillung erfolgt und die Zellwand un-
gefirbt bleibt,

Wenn im Vergleichsversuch mit Neutralrot, welches im kalk-
haltigen Wiener Leitungswasser gelost wurde, die im vorigen Ab-
schnitt geschilderten reinen Vitalfirbungen im Protoplasten auf-
treten und die Zellwiinde — selbst bei Gonatozygon — vollig
ungefirbt bleiben, so hat dies zweierlei Ursachen: 1. das Uber-
wiegen der undissoziierten Farbmolekiile im Farbbad und dazu
2. wohl die blockierende Wirkung der Ca-Ionen des Leitungs-
wassers, welche der Adsorptionsfirbung der Zellmembranen durch
die Farbkationen entgegenwirken. Methodisch liegt darin sogar
ein gewisser Vorteil der einfach mit Leitungswasser hergestellten
Losung vor den in der Zellphysiologie sonst iiblichen, mit Phos-
phatgemischen gepufferten Losungen, wenn Vitalfirbung am
Protoplasten erzielt werden soll.

Methylenblau ist der Farbstoff, der in Pfeffers
(1886) klassischer Untersuchung an zahlreichen Objekten an-
gewandt und seither niichst dem Neutralrot am hiufigsten unter
den Basenfarbstoffen verwendet worden ist. Wir wissen zumal aus
M. Brooks-Moldenhauers (vgl. 1941, S. 248) jahrelangen
Studien, daf die phys.-chem. Verhéltnisse bei Methylenblau kom-
plizierter sind. Der Umschlagsbereich liegt an sich hoher als beim
Neutralrot, so daB auch bei neutraler und schwach alkalischer
Reaktion die dissoziierten Kationen Adsorptionfirbung der Zell-
membran bewirken konnen. Allerdings liegt ,.bei hoherer cH das
stark dissoziierte Methylenblau selber vor und bei niedriger cH
das schwach dissoziierte Trimethylthionen, das wohl vorwiegend
von der Zelle aufgenommen wird. Dafl aber Methylenblau nicht
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nur in alkalischer Lésung die Pflanzenzelle vital zu firben ver-
mag, sondern auch bei héherer cH — vorausgesetzt, dal den Farb-
stoff speichernde Substanzen vorliegen —, belegen die klassischen
Versuche Pfeffers mit gerbstoffiihrenden Pflanzen wie Spiro-
gyra“ Drawert 1949, S. 36).

Das Methylenblau ist dem Leben der Zellen schidlicher als
z. B. Neutralrot und Cresylblau. Pfeffer hat Dauerfirbung in
sehr stark verdiinnten Losungen angewandt. Farbt man gemischte
Algenproben mit den Losungen der iiblichen Konzentration 1:10.000
in H,0 geldst, so tritt im Ubersichtsbild die bekannte Metachro-
masie hervor: die Mehrzahl der Objekte ist blau, so auch die
adsorptiv gefirbten Zellmembranen von Microspora, Gonatozygon,
Gymnozyga usw. — lila firben sich dagegen kleine Cyanophyceen-
zellen, die Diatomee Frustulia rhomboides und anderes; wir wollen
dabei nicht verweilen.

Die Féarbung der Gerbstoffblischen von Mougeotia, Zygnema
ist allgemein bekannt. Der Firbungs- und Nekroseverlauf bei
Spirogyra ist bei Cholnoky (1937) beschrieben. — In unseren
Versuchen erfolgte die Kornchenfillung bei Microspora, den
Protococcales und Tetrasporales dhnlich wie im Neutralrot. Bei
anderen Objekten féllt die Farbung von Kérnchen im Plasma auf,
zu deren Darstellung sich kaum ein anderer Basenfarbstoff so gut
eignen diirfte wie das Methylenblau. Der zeitliche Verlauf eines
nekrotisch endenden Férbeversuches wird im n#chsten Abschnitt
(8. 172) beschrieben.

In Versuchen, die im September 1947 am groBzelligen, zur
Beobachtung besonders giinstigen Closterium lunula (aus dem
Tbmer Moor) angestellt wurden, firbten sich solche Plasmakdrn-
chen kriftig an. Bei der genannten Zieralge befindet sich bekannt-
lich eine diinne #uBere Plasmaschicht in stindiger Rotations-
stromung. Die von Methylenblau geféllten K6rmchen werden vom
Plasma mitgeschleppt, wodurch einerseits ihre Lage im Plasma,
anderseits der vitale Charakter der Firbung unmittelbar bewiesen
wird. Auch zeigt sich, daB in den Endvakuolen von Cl. lunula
zweierlei Kornchen in BMB sich finden, nimlich 1. die tafel-
formigen Gipskristillchen (Kopetzky-Rechtperg 1931, vgl
Krieger 1933, S. 38), die farblos bleiben, und 2. intensiv blaue
Fillungskiigelchen. In frisch geloster Methylenblaulésung 1:5000
firbten sich zuerst die Zellwinde leicht blau, sodann bald im
Plasma zahlreiche Mikrosomen, die zittern und strémen, zu satt
himmelblauer Firbung, sie flieBen schon 10 Minuten nach Ver-
suchsbeginn zum Teil zu groBeren blauen Kiigelchen zusammen:
nun l6sen sich die Chloroplastenleisten stellenweise vom plasmati-
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schen Wandbelag, so daB die leicht diffus blau gefiirbte Vakuole
innerhalb des stromenden Plasmas sichtbar wird, welches in seiner
Grundmasse farblos geblieben ist. Nach 14 Minuten sind die
groferen Kornchen im Wandbelag geballt, sie werden aber noch
von der Stromung mitgeschleppt. Nach 30 Minuten hilt die
Stromung an, doch ist an den Zellenden innen an der polaren
Membranverdickung ein schmaler, stark gefirbter, sichelférmiger
Streifen zu sehen, der wohl aus zusammengedringten, von dem
hier umkehrenden Plasmastrom abgesetzten Mikrosomen besteht.
(Ahnliche blaue Endsicheln unter den Zellpolen sind bei vital-
gefirbtem Netrium digitus rvecht auffillig). — Bei einseitigem
Farbzutritt firbten sich bei Cl. lunule zunichst die Zellmembranen
von einer Seite her bis iiber die Zellmitte blau. Durch solche
Methylenblaufiirbung lie@ sich eine partielle Nekrose der groBen
Zellen herbeifiihren. Im iiberfirbten Zellende war die Plasma-
stromung bereits sistiert und die Endvakuole zerstort, auf der
anderen Seite war die Endvakuole erhalten und die Plasma-
strémung hielt an.

Auffillig verhielt sich in derselben Versuchsreihe Pinnularia
viridis. Die pektinhaltige Membran der Diatomee firbte sich mit
Methylenblau tief blau (nicht violett), der lebende Chromatophor
zeigte sich in der Giirtelbandansicht nach 15 Minuten Farbeinwir-
kung durch grofie Licher mit lappig-buchtigem Saum unter-
brochen. Vgl. Barg 1943, S. 121.

Das Neutralviolett steht chemisch dem Neutralrot nahe
und wirkt als Vitalfarbstoff dhnlich. Leider sind fiir diesen Farb-
stoff die physikalischen Eigenschaften und das Tinktionsvermogen
in ihrer Abhingigkeit von der ¢H — welche Drawert (1940)
fiir 40 andere basische Farbstoffe gepriift hat — noch nicht be-
kannt. Uber die Wirkung von Neutralviolett und Prune pure wird
im n#chsten Abschnitt an Hand einiger Originalprotokolle be-
richtet.

Aus unseren spirlichen vergleichenden Firbeversuchen mit
Safranin sei nur die starke Tinktionskraft dieses Farbstoffs
fiir Zellmembranen (vgl. Cholnoky 1935, 1937) hervorgehoben.
— Bei Chlorobotrys hat sich einmal eine besonders schone Elek-
tivfarbung der scharf abgesetzten inneren Zellwandschicht mit
Safranin beobachten lassen, was vielleicht auf den Gehalt dieser
Schicht an Pektinstoffen hinweist.

Uber Fluoreszenzfirbung unserer Hochmooralgen mit A kri-
dinorange liegen nur zwei Versuchsreihen vom 25. und 26. I
1945 vor, die nicht ausreichen und es nicht gerechtfertigt er-
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scheinen lassen, das grofle, fast unbearbeitete Gebiet der Fluoro-
chromierung von Algenzellen hier anzuschneiden. Uber Pilze,
Myxomyzeten und Bakterien (vgl. Strugger 1949) liegen ja
schon reiche Erfahrungen vor. Nur ein fiir die weitere Diskussion
wichtiges Ergebnis unserer ersten Versuche sei mitgeteilt. Die
meisten Algen speichern das Akridinorange (aus alkalischem
Farbbad) im Zellsaft mit r oter Fluoreszenzfarbe, so wie es die
.leeren®, speicherstoffreien Vakuome hoherer Pflanzen tun
(Hofler 1946, 1947.) Durch griin fluoreszierende Farbspeiche-
rung fielen in unseren Proben Fadenstiicke von winterlichem
Zygnema auf.

IV. Zeitlicher Verlauf der Vitalfirbung.

Wenn Feinheiten im zellphysiologischen Verhalten aufgedeckt
werden sollen, so geniigt die Beobachtung des perfekten Firbe-
bildes meist nicht; dann mufi der Vorgang der Lebendfirbung
und Farbspeicherung von Anfang an direkt an der Einzelzelle
verfolgt werden. Die Beobachtung mufl unter dem Deckglas bei
stindiger mikroskopischer Kontrolle durchgefiihrt werden.

Wir geben hier eine Auswahl solcher Versuche wieder, die
der erstgenannte Verfasser im Februar 1945 angestellt hat. Die
mitgeteilten Originalprotokolle sollen fiir sich sprechen.

Material ,,JTbmer Moor* Dose 1

Closterium Dianae Neutralrot 0,01% 6. 2. 1945

Neutralrot 1:10.000 in Leitungswasser dem Priparat zugesetzt.

Zuerst (schon nach 1 Min.) werden Kornchen in den Zellpolen und einige
zerstreut liegende in der Zelle gefirbt.

Nach 1*/;—2 Min.: Kornchen in der Zelle schon lebhaft rot. Rote Kérnchen
in den Endvakuolen lebhaft in BMB.

Nach 4 Min.: Pyrenoide treten deutlich hervor (ein wenig rosa ange-
farbt).

Nach 7 Min.: An den Endvakuolen deutliche Formverinderungen.

Nach 8 Min.: Die ersten Anzeichen einer Firbung der Hauptvakuolen

(schattenhafte Konturen).

Nach 12 Min.: Deutliche Vakuomfirbung und Kontraktion.

Nach 17 Min.: Vakuolenkontraktion! Firbung sehr Qeutlich, aber noch
nicht zu stark. — Die Endvakuolen lndern ihre Form
nicht mehr, die Kérnchen in ihnen sind an der Vakuolen-
wand gelagert, unbewegt.

Nach 28 Min.: Die Hauptvakuolen sind zu in Léngsreihen geordneten,
linglich-ellipsoidischen Teilvakuolen zerfallen.
Nach 30 Min. (Abb. 18a): Die zuerst leicht gefirbten XKornchen ver-

schwinden. In der Zeichnung nur mehr zwei sichtbar.
Pyrenoide sehr scharf hervortretend, kaum gefirbt.
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Nach 33 Min.: Endvakuolen bedeutend stirker als das iibrige Vakuom gefirbt.
Die kontrahierten Teilvakuolen runden sich immer mehr ab.

Nach 39 Min.: Vakuolenstiicke groBtenteils kugelig abgerundet. Endvakuole
kugelig, neben ihr erscheint eine andere ebenso stark gefirbte.

Abb. 18a.

Abb. 18b. Abb. 18c¢.

Abb. 18. Closterium Dianae, in Neutralrot 1 : 10,000, vgl. Protokoll vom
6. 2. 1945. Abb. 19 in Neutralviolett 1 : 5000, vgl. Protokoll vom 13. 2. 1945,
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Nach 33—44 Min. (Abb. 18 b): Ein Kérnchen daneben aufgetreten, das in der
45. Min. wieder verschwindet.

Nach 72 Min.: Die Zelle ist voll von unregelmiBig verteilten, vollig ab-
gerundeten Teilvakuolen, die jetzt ebenso stark wie die
Endvakuole gefirbt sind, zum Teil vielleicht noch stéirker.
Endvakuole hat sich stark vergroBert (Abb. 18 ¢).

Nach 77 Min.: Endvakuolen platzen auf. Ein unscharf konturierter Rest,
noch rosa gefirbt, riickt ins Zellende (Abb. 18 d). — Des-
organisation beginnt. Chromatophoren werden kérnig.

Aufs deutlichste zeigt sich, daf die gefirbten Kornchen im
Plasma schon sehr bald nach dem Beginn der Fiarbung erscheinen,
wihrend die Vakuolenfirbung erst viel spiter und nur ganz all-
mihlich einsetzt. Das zeigen auch die folgenden Versuche.

Closterium sp. Neutralrot 7. 2. 1945

10h 00" Neutralrot 1:1000 in Leitungswasser dem Priparat zugesetzt.

10h 02" Zerstreute rote Kornchen 1m Plasma, Endvakuolen deutlich
gefirbt.

10h 04’ %(tillo'nchen lebhaft, Endvakuolen deutlich, Hauptvakuolen leicht ge-
Arbt.

10h 05’ Hauptvakuolen deutlicher gefiirbt.

10h 10° Vakuolenfirbung intensiver, besonders an der Konvexseite der Zelle.
Endvakuolen und Koérnchen im Plasma deutlich gefidrbt. Auch Zell-
wandung leicht gefdrbt, gelblich rot.

10h 12 Anfinge der Vakuolenkontraktion.

10h 15" Pyrenoide (17 an der Zahl) leicht angefirbt, einzelne Kornchen an
der Pyrenoidoberfliche besonders deutlich. Vakuolenkontraktion
deutlich, Endvakuolen noch intensiver gefdrbt als die anderen,

10k 15" Kornchen im Plasma intensiv gefirbt. Lage der kontrahierten Teil-
vakuolen im Protoplasten klar sichtbar.

11h 02’ Plastiden degeneriert, Kérnchen im Plasma sehr spirlich, Vakuom
in viele kleine Teile zerteilt, diese jetzt ebenso stark wie die End-
vakuolen gefirbt, Zellwinde farblos.

11h 28" Vakuom jetzt in allen Zellen in kleine kugelige Teilvakuolen auf-
gelost, von welchen einige stirker, einige schwicher gefdrbt sind.
Endvakuolen sind noch vorhanden, etwa so stark wie die schwicher
gefirbten Teilvakuolen gefirbt.

11h 31’ Die Endvakuolen bewegen sich, sie liegen zum Teil weiter, zum
Teil niber an den Zellpolen. Bewegungen erfolgen sehr unregel-
miBig. Von den stark gefirbten Koérnchen im Plasma sind nur
sehr wenige mehr vorhanden.

11h 40’ Dije Lage ist unverindert.

Im selben Versuch wurde beobachtet eine Zelle von

Netriumdigitus Neutralrot 7. 2. 1945

10h 00° Farblosung zugesetzt.

10h 06’ Kornchen im Plasma leicht gefirbt, besonders an den Polen. Hier
Kornchenansammlung sichtbar. Alle Kornchen in BMB.

10h 08’ Ganz zarte diffuse Férbung. Zellwinde ungefirbt.
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10b 10’ Vakuom noch immer nur zart gefirbt. Kornchen intensiv, einzelne
besonders deutlich. BMB lebhaft, besonders an den Polen. Unter
den Kornchen sind mehrere, die stark lichtbrechend sind, ungefirbt.

10h30° Hie und da ist die BMB schon sistiert. Plasmastrémung aber vor-
handen. Féirbung noch immer diffus. An den Polen erscheint aber
eine ungefirbte Schicht mit unregelmiBigen Konturen. Kornchen
im Plasma sehr intensiv gefirbt, sie zeigen noch BMB.

10035’ An den Zellpolen wird die BMB immer schwécher, an einem Pol
hort sie auf, Plasmastromung in einzelnen Abschnitten stark,

10h 55° Férbung noch immer diffus, aber lebhaft. BMB nur hie und da mehr
vorhanden, in einzelnen Abschnitten. Hie und da schwache Plasma-
stromung. Koérnchen im Plasma vergréSert, zum Teil fast schwarz-
rot gefdrbt, ihre Zahl ist kleiner geworden. Auch die ungefirbten
stark lichtbrechenden Kornchen sind vorhanden.

11h 11" Kornchen im Plasma intensiv gefirbt. An einzelnen Stellen schwache
BMB. Am Zellende keine auffallenden Kornchenansammlungen
mehr. Diffuse Fiarbung des Vakuoms unverindert.

11025’ Zeichnung der Zelle beendet. Der Chromatophor erscheint intakt.
Zellsaft diffus rot.

Das Vakuom hat hier bei Netrium somit keine Kontraktion

erfahren.
Material ,,Jomer Moor®.

Closterium Dianae Neutralviolett 1 : 5000 13. 2. 1945

9h 30° Farblosung unter Deckglas gesaugt.

9h 31’ Im Plasma zerstreute Kornchen lebhaft gefdrbt, deren Anzahl und
Grofe zunimmt,

9h 33’ Kornchen stark vergroBert, kugelig, Wachstum dauert an, Anzahl
bleibt gleich. — Auch Kérnchen in der Endvakuole lebhaft gefirbt.

9h 34’ Zellsaft der Endvakuole ungefirbt. Die Kornchen darin verklumpt.

9h 36’ Kornchen im Plasma bis auf 3 bis 4 # angewachsen, sehr lebhaft

efirbt,

9h 44’ Alle Kornchen sehr betrichtlich, bis auf 4 bis 5« angewachsen,
kugelig.

9h 46’ Endvakuolen verschwunden. Die (verklumpten) Kornchen liegen

noch an Ort und Stelle.

9h 50°—10hk 03’ Zelle gezeichnet. Vgl. Abb. 19.

10h 04' Kornchen sehr groB geworden. BMB schon lange (seit den ersten
Minuten des Versuches) vollig sistiert. . )

10h 25’ Verklumpte Kornchen der Endvakuolen teilweise bis in die Zell-
spitzen vorgeriickt. Vgl. Abb. 19.

10h 81" Schwache (vorliufig diffuse) Kernfirbung bemerkbar,

Im selben Versuch wurden beobachtet:

Closterium (= Penium) libellula 13. 2. 1945

10h 06’ Ebenfalls Fillungskérper im Plasma. Keine Vakuolenfirbung.

10h 34’ Starke Kontraktion des Chromatophors (ganz entartet). Kémer im
Plasma je nach dem Abstand von der Wand verschieden groB.
Plasma (auch Zellwandung?) erscheint leicht diffus geférbt. )

10h 40'—50’ Zelle gezeichnet (nur die Korner, die im optischen Querschnitt
liegen, eingezeichnet.
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11h 07

Abb. 20.

. . . 11h 12
Pinnularia digitus,

in Neutralviolett
1:5000, 18. 2. 1945.

Pinnularia digitus 13. 2. 1945

10h 08’ Keine Vakuolenfiarbung. Vereinzelte, relativ

kleine violette Korner. Vakuolenkontraktion.
Tonoplasten konvex. Schwache Anfirbung der
Plasmabriicke und lebhaftere des Kernes; diese
vergroBert, Struktur sieht prophaseartig aus.
Die gefirbten Korner schmiegen sich dem
Tonoplasten von aufien, von der Seite des
Plasmas her an.

Abb.21. Micrasterias sol, in Neutral-
violett, 14. 2, 1945.

Die violetten Korner iiberall vorhanden. Kern-
anfirbung (und Degeneration) ganz allgemein.
Vakuolenkontraktion ist aber bei vielen Indi-
viduen nicht vorhanden (wohl inzwischen ver-
schwunden? Um 10b waren die Vakuolen fast
allgemein kontrahiert).

Kollapsus der Protoplasten fingt an, beson-
ders wo Vakuolenkontraktion vorliegt. All-
gemein, bei allen Individuen schwache Fir-
bung der Zellmembran.
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Micrasteriassol Neutralviolett 1 :2000 14. 2. 1945

9h 45’ Farblosung (in Leitungswasser) zugesetzt.

9h 46' Zarte diffuse Plasmafirbung. Winzige, mibBig stark gefirbte Korn-
chen erscheinen. Kontraktion des Chromatophors.

9h 48 Die Chromatophorenden ziehen sich aus den Zellappen zuriick und
beginnen sich abzurunden. Kornchen grioBer, zahlreicher. Diffuse
Farbung erhalten.

9h 49’ Die Kornchen vergréBern sich.

9h51° Schwache Plasmastrémung. Die Kornchen sind zu 2 bis 8 u groBien
kugeligen, stark gefiirbten Gebilden herangewachsen.

9h 52’ Zusammenziehung des Chromatophors geht weiter.

9h 58’ Kornchen weiter angewachsen. Diffuse Farbung schwicher. Plasma-
bewegung hat aufgehort,

10h 04 Kornchen zahlreicher. Die frither gesehenen sind zu ansehnlicher
Grftiﬁely) (4 bis 5pu) angewachsen, andere sind kleiner. Alle lebhaft
gefiirbt.

10h 10 Za;nl bder Kornchen recht betrdchtlich. Grofe 1 bis 5y, alle stark
gefirbt.

10h 12 Diffusfirbung nur mehr ganz schwach.

10h 45" Diffuse Firbung sehr zart, fast ganz verschwunden. Zellwinde un-
gefirbt. Violette Korner unverindert.

11h 07" Fast unverindert, nur die Koérner sehr grof geworden. Plasma
immer noch sehr zart diffus gefirbt. — Gezeichnet (Abb. 21)
11h 10"—45’,

11h 53’ Zustand unverdndert. Diffuse Plasmaférbung noch zarter.

Wir schliefen ein Protokoll an, das sich auf die in Abb. 15
(8.157) dargestellten Zellindividuen bezieht; es enthilt die fiir das
Verstindnis der Figuren nétigen Zeitangaben. Hier wurden — wie
in den meisten anderen, nicht im einzelnen mitgeteilten Versuchen
beider Verfasser — jeweils am selben Versuch nacheinander ver-
schiedene Algen beobachtet.

Material Karches 2 Neutralviolett 1 : 2000 23. 3. 1945
9h 15° Farblosung (in Leitungswasser) zugesetzt.
9h 25’ Micrasterias (sol): ,Entmischungskorner (im Plasma) zerstreut,
wachsen an.
9h 27’ Micrasterias (sol): Erste Anzeichen der Vakuolenfirbung.
9h 28’ Die ,,Entmischungskdrner* sind ansehnlich gro geworden (bis 1,7 «,
manche wohl iiber 2 u).
9h 32’ Euastrum sp. Diffuse Vakuolentirbung, keine Spur von ,Ent-
mischungskdrnern®.
9h 85" Oedogonium sp.: Uberall starke Vakuolenkontraktion.
9h 36’ Micrasterias, anderes Exemplar: Vakuolenkontraktion. Hier (jetzt)
keine ,,Entmischungskorner®.
9h 40’ Closterium libellula: Schwache diffuse Vakuolenfirbung, beginnende
go?ra.ktfon, Endvakuolen sehr lebhaft gefirbt (gezeichnet, Abb. 15 a,
8. 157).
10h 00" Closte)rium. libellula: Vakuolenkontraktion schreitet vor. Vakuom

zerfillt in einzelne Stiicke, die stirker gefirbt sind. Da die End-
vakuolen von der Intensitit der Firbung vieles eingebiit haben,
sind sie jetzt nicht mehr viel stirker als die Hauptvakuole gefirbt.
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100 04’ CloSterium libellula: Endvakuolen und Hauptvakuom bzw. dessen
Teile gleich stark gefirbt, nur die Kornchen etwas stirker. Vakuo-
lenzerkliiftung (gezeichnet, Abb. 15b).

10h 28' Oedogonium sp.: Uberall Endstadien der Vakuolenkontraktion,
Teilvakuolen stark geférbt.

10h 40° Tetmemorus granulatus: Uberall Endstadien der Vakuolenkontrak-
tion. Vakuom in Kugeln aufgelost, diese stark gefidrbt (gezeichnet,
Abb. 12).

Closterium libellula Methylenblau 1 : 5000 17. 2. 1945

10h 48’ Farblosung (in Leitungswasser) zugesetzt.

10h 50" Schwache Membranfirbung, schwache diffuse Plasmaféirbung.

10h 52 Im Plasma erscheinen winzige blau gefirbte Kornchen (ob sie vor-
gebildet waren?). Kornchen in BMB. Auch schwache Plasma-
stromung vorhanden.

10h 56° Kornchen zahlreicher. Wandung wieder farblos.

10h 57 %Vn 4(31inem Pol eine sehr intensiv gefirbte Kappe innerhalb der

dnde.

10h 59" Die Zahl der intensiv geféirbten Kornchen steigt. BMB hat aufgehort.

11h 01’ Die blaue Kappe scheint in Einzelteilchen zu zerfallen (spielt sich
ein Entmischungsvorgang ab?).

11h 02" Kornchen zahlreicher im ganzen Protoplasma, sie verballen, ver-
klumpen sich. Besonders viele in der duBersten Plasmaschicht.

11005’ An dem Pol, wo sich die gefirbte Kappe zeigte, diffuse Plasmafir-
bung und viele blane Kiigelchen.

11h 07" Die Zipfel der Plastiden fiarben sich schwach diffus an, besonders
an den Zellenden.

11h 08’ Die diffuse Plasmafirbung verschwindet allmihlich, dagegen ver-
mehren sich die ,Entmischungskiigelchen“. Am Pol ist diffuse
Firbung auch schwicher, aber doch deutlich.

11h 16" Erneut Farblosung zugesetzt; demzufolge intensivere diffuse Plasma-
farbung (besonders an dem der zutretenden Farblosung ausgesetzten
Pol, wo auch die Kappe entstand).

11h 17" Chromatophoren zeigen eine feinkdrnige Struktur und schwache
diffuse Firbung.

11b 18’ Die diffuse Plasmafirbung wird heller, dagegen vermehren sich die
,Entmischungskugeln®, Kornchen auch etwas grofier.

11h 20° Am Rande des Chromatophors erscheinen winzig kleine, intensiver
gefirbte Kornchen.

11h 21’ Die diffuse Plasmafirbung verliert ihre GleichmiBigkeit. Farbung
erscheint nur mehr feinkornig. Die groBeren ,Entmischungskorner
bleiben, vergrofiern sich noch ein wenig.

11h 25" Die Kappe unterm Zellpol hat sich vollkommen in eine groBere
Zahl von distinkten Kornchen aufgelost, die den ,,Entmischungs-
kornchen“ gleichen.

11h 26’ Chromatophorenfirbung bleibt schwach diffus, Struktur wie friiher
feinkornig.

11h 27" Wo die diffuse Firbung des Plasmas intensiver ist, tritt auch eine
4+ Wandfirbung auf.

11h 28’ An diesen Stellen sind die Plastidenzipfel eingezogen, der Chro-

matophor kontrahiert. Seine Umrisse sind vereinfacht, Streben nach
Abrundung unverkennbar.
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110 30' Diffuse Plasmafirbung wird wieder schwicher, ,Entmischungs-
korner” wachsen ein wenig an.

11h 35" Diffuse Firbung noch heller, Zellwandfirbung,

12h 02" Zellwand entfirbt, diffuse Plasmafirbung kaum sichtbar, ,Ent-
mischungskorner” stark vergrofert, sehr stark gefirbt. BMB nir-
gends vorhanden.

12h 25’ , Entmischungskorner” scheinen nach Verballung miteinander zu
verschmelzen, da sie weniger zahlreich, aber viel grofer geworden
sind (jetzt messen die groBten 2 u). Mehrfach Aggregate aus 2
bis 4 gleich oder ungleich groBen Kornern sichthar. — Wandfirbung
und diffuse Plasmatirbung vollkommen verschwunden.

Hier sind vor allem die Entmischungserscheinungen im Plasma
auffillig. Gefirbte K6rnchen im Plasma erscheinen im Methylen-
blau sehr bald nach dem Beginn der Firbung; sie werden dann
immer zahlreicher und gréBer. Ahnliche Vorgéinge wurden friiher
(Cholnoky 1937, S.950/51) fiir Spirogyra-Zellen ausfiihrlich
beschrieben und diskutiert. ,,Aus alledem folgt, dal die in die
Zelle eintretenden Farbstoffmolekiile schon im Zytoplasma zu ge-
wissen Molekiilen der Plasmakolloide gebunden werden, die nach
dieser chemischen Verinderung nicht mehr ihre urspriingliche
kolloidale Form behalten konnen. So lassen sich die Entmischungs-
erscheinungen am leichtesten verstehen, da solche sofort nach Be-
ginn der Lebendfarbung zu beobachten sind.“ Es wurde gezeigt,
»dafl die Farbstoffe nicht nur von den Stoffen der Vakuole,
sondern auch von denen des Plasmas gewisse zur Entmischung
zwingen und ,,da weder der Farbstoff selbst noch die Farbstoff-
verbindung die Zelle verlassen kann. Wenn es sich also bei der
Entmischung um lebenswichtige Stoffe handelt, ist der Vorgang
irreversibel und immer letal.“

In der Methylenblaulésung schreitet in unseren Versuchen die
Kornchenentmischung im Plasma weiter fort und fithrt zur Bil-
dung gréBerer Entmischungskorperchen als in der dem Leben der
Zellen unschidlicheren Neutralrotlosung.

V. Besprechung und Zusammenfassung.

Unsere Vitalfirbungsstudien an Hochmooralgen sind von ver-
gleichend-zytologischer Fragestellung her unternommen worden.
Wir haben mit basischen Farbstoffen, zumal mit Neutralrot, zahl-
reiche Arten in Mischproben in ihrer natiirlichen Vergesell-
schaftung untersucht, wodurch verbiirgt wurde, daf} die erzielten
Firbebilder jeweils vergleichbar und nicht durch ungleiche Ver-
suchsbedingungen verursacht sind.

Das Speichervermdgen erweist sich nicht nur quantitativ ver-
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schieden, sondern die Art der Vitalfirbung ist vielfach auch quali-
tativ kennzeichnend fiir die einzelnen Algenarten.

Adsorptionsfirbung der Zellwinde durch Farbkationen ist
stets leicht und gut zu unterscheiden von eigentlicher Vital-
farbung des Protoplasten. Letztere kann nur zustande kommen,
wenn undissoziierte, lipoidlosliche, permeierfihige Molekiile des
Farbstoffs im Farbbad geboten werden und wenn die Farbe im
Zellinneren auf irgendeine Weise gespeichert wird, so daf davernd
ein Diffusionsgefille bestehen bleibt und neue Farbmolekiile nach-
riicken koénnen.

Die Speicherung kann bekanntlich auf verschiedene Art er-
folgen, némlich:

A.Im Zellsaft:

1. durch Bildung unloslicher, fester Niederschlige, z. B. Kriimel-
bildung in gerbstoffhaltigen Vakuolen,

2. unter Bildung gefirbter Tropfchen, die anfangs BMB zeigen
und oft durch Beriihrung zu gréBeren Kugeln, den sogenannten
Entmischungskugeln, zusammenflieBen,

3. unter kristallinischer Ausfillung,

4. durch Loslichkeitsspeicherung, wobei die gefirbten Reaktions-
produkte gelost und diffus im Vakuom verteilt bleiben.

Bei 1. bis 4. miissen Speicherstoffe im Zellsaft vorhanden
sein, die mit dem eindringenden Farbstoff permeierunfihige Ver-
bindungen eingehen.

Dazu kommt
5. Farbionenspeicherung in Zellsiften.

Sie kommt so zustande, daf Molekiile des basischen Farbstoffs
aus alkalischer oder neutraler AuBenlésung durchs Plasma in den
leicht sauren Zellsaft permeieren und hier zu Ionen dissoziieren,
die infolge ihrer Lipoidunldslichkeit nicht wieder durchs Plasma
exosmieren konnen. Solche Ionenfidrbung kann auch in speicher-
stofffreien Zellséiften erfolgen, also ohne daf speichernde, mit der
Farbe chemisch reagierende Stoffe im Zellsaft vorhanden sind.

B. Vitalfirbung im Plasma kommt zustande:

1. durch diffuse Farbung der Plasmagrundmasse, welche zumal
durch gewisse Plasmafarbstoffe erfolgt, die von uns aber dies-
mal nicht angewandt wurde’.

1 Wie Strugger (1940 b) nachgewiesen hat, wird auch Neutralrot in

den Plasmalipoiden vital gespeichert, es bleibt aber im Hellfeldmikroskop
unsichtbar und ist nur im UV-Licht des Fluoreszenzmikroskops sichtbar.
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2. durch Farbung disperser Teilchen, zumal durch vitale Firbung
schon vorhandener Mikrosomen,

3. durch chemische Reaktion mit farbstoffbindenden Plasmakom-
ponenten, welche durch die aufgenommenen Farbstoffe unter
Entmischung dem Protoplasma entzogen werden konnen.

Die Méglichkeit einer Entmischung im Zytoplasma infolge der
Farbstoffaufnahme ist frither (Cholnoky 1937) fiir Spirogyra
bewiesen worden und spielt bei der Plasmanekrose durch Firbung
und Uberfarbung eine wichtige Rolle. Der in Abschnitt IV mit-
geteilte Methylenblau-Versuch brachte ein Beispiel.

Auch das viel harmlosere Neutralrot bewirkt bei vielen Zell-
objekten die Fidrbung grobdisperser Phasen im Plasma. Unter
unseren Objekten ist die Zieralge Tetmemorus granulatus ein Bei-
spiel dafiir, daB zahlreiche winzige, unter sich gleich groBe Mikro-
somen sich im Plasma dunkelrot anfirben und, ohne zu wver-
schmelzen, vom Zirkulationsstrom stundenlang mitgefiihrt werden.
Die Mikrosomen waren in diesem Fall wohl sicher schon vorher
in der ungefiirbten Zelle vorhanden.

Bei vielen anderen Desmidiaceen erfolgt die Féllung gefirbter
Kornchen in einer fiir die Spezies typischen Weise im Plasma,
wobei es freilich vielfach unentschieden bleibt, ob die Kd&rnchen
im intakten Plasma vorgebildet waren oder ob sie unter dem Ein-
flul des Farbstoffs erst entstanden sind. Daf solche K&rnchen im
Lauf der Versuche im noch lebenden Plasma anwachsen, ist in den
fortlaufend beobachteten Einzelzellen des Ofteren konstatiert
worden. Bei manchen Algen, z. B. den von uns gepriiften Oedo-
gonien, wurden gefiirbte Plasmakornchen vermift.

Viel Neues haben unsere vergleichenden Versuche zur Kennt-
nis der Zellsaftfirbung beitragen konnen.

Fillung fester, rot oder schwarzrot geféirbter Kornchen in
den Vakuolen ist kennzeichnend fiir die Fadengriinalge Microspora
floccosa und die Mehrzahl der beobachteten Tefrasporales und
Protococcales. Von letzteren zeigte die reichste Bildung solcher
Ko6rnchen unser Coelastrum conglomeratum (vgl.S.145). In Misch-
proben ist der Gehalt an Kornchen bei verschiedenen Algenspezies
oft quantitativ recht ungleich. Die F#llungskdrnchen verschmelzen
meist nicht. Die reagierenden Zellsaftstoffe kénnen die Farbe so
gierig an sich reiBen, daB nichts davon fiir diffuse Vakuolen-
farbung iibrighleibt (Microspora). — Mitunter kann ein Teil der
Kornchen nachtriglich aus dem Zellsaft ins Zytoplasma gelangen.

Die Bindung der Farbe erfolgt bekanntlich keineswegs immer
nur an Tannine (vgl. Guilliermond-Atkinson, 1941),

Sitzungsberichte d. mathem.-naturw. Kl., Abt. I, 159. Bd. 6. his 10, Heft. 12
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wie das bei Spirogyra der Fall ist. DaBl die K6rnchenfidllung sehr
rasch geschehen kann, hat P. A.Dangeard (1916) fiir Conferva
bombycina (Tribonema bombycinum) dargetan, wo schon ein Ein-
tauchen der Fiaden ins Farbbad fiir zwei Sekunden zur Féllung
geniigt (vgl. Pierre Dangeard 1947, S. 446)>

Die vitale Dif fus farbung von Zellsidften kommt im Gegen-
satz dazu nur viel langsamer zustande. Das haben wir an vielen
Beispielen zeigen konnen. Solche diffuse Lioslichkeitsspeicherung
ist bei vielen Objekten die typische Form der Vitalfirbung. Fiir
unsere Oedogonien ist sie die einzige Speicherform. Die Des-
midiaceen zeigen entweder nur diffuse Zellsaftfirbung oder diese
folgt der anfinglichen Kornchenfillung im Plasma in gewissem
zeitlichem Abstand nach, hat aber dann an der schlieBflich er-
reichten Farbspeicherung meist einen weit gréBeren quantitativen
Anteil. Bei Gonatozygon werden die dunkelroten Fillungskorper-
chen, die auBerhalb der Vakuolenwandung liegen, recht grof}; bei
den meisten anderen Arten spielt die Plasmafdllung gegeniiber
der Losungsspeicherung nur eine untergeordnete Rolle.

Zur Frage, ob bei der diffusen Zellsaftfirbung der einge-
drungene Farbstoff an zelleigene Vakuolenstoffe gebunden wird,
148t sich zunichst festhalten, daB es sich, wenn solche existierten,
meist nicht, wie bei Spirogyra, um Tannine handeln konnte. Die
vitale Gerbstoffreaktion mit Koffein, die bei Spirogyra stets zu
Tropfchenfillung fiihrt, verlduft, wie bekannt und von uns be-
statigt, bei den Desmidiaceen und den gepriiften Chlorophyceen
negativ. Dafl Neutralrot und Cresylblau in tanninfreien Vakuolen
gespeichert wird, haben unter anderen P. Dangeard, Scarth,
Guilliermond bewiesen.

Hier bringt allerdings gegeniiber dem, was in der franzosi-
schen Literatur zur Frage diskutiert worden ist, die Vitalfirbung
durch Farbionenspeicherung in ,leeren‘, speicherstofffreien Zellen
(Hofler, 1946, 1947) einen neuen Gesichtspunkt. Sollten nicht
auch bei den Algen vielfach solche ,leere’ Zellsifte vorliegen?
Die ersten tastenden Fluorochromierungsversuche mit Akridin-
orange (S.166) sprechen zugunsten dieser Annahme, die natiirlich
experimentell weiter zu priifen bleibt.

Auch unsere in zytomorphologischer Hinsicht schonste Beob-
achtung steht damit in gutem Einklang. Wir meinen die V a-
kuolenkontraktion und -zerkliiftung, die wir bei

Zur umfangreichen franzosischen Spezialliteratur iiber Algen-Vital-

farbung kann hier noch nicht Stellung genommen werden. Das soll in einer
folgenden Mitteilung des zweitgenannten Verfassers geschehen.
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den Desmidiaceen und bei Oedogonium in so markanter Weise vor
sich gehen sahen. Sie wird in mehreren Abbildungen dieser Arbeit
dargestellt.

Hier muBl nun die Frage erortert werden, ob nicht irgend-
welche Eigentiimlichkeiten unseres Versuchsmaterials der Disposi-
tion, nach Neutralrotbehandlung Vakuolenkontraktion eintreten
zu lassen, zugrunde liegen. Es konnten ja z.B. die Tonoplasten,
die Vakuolenhiillen an den alternden Zellen des winterlichen
Materials schon an sich abnormal dick und stark sein. Hat doch
Kister (1929 a, S. 135) mit Recht darauf hingewiesen, daB
,,deutlich sichtbare, derbe Vakuolenhiillen auch in alternden
normalen Zellen gefunden werden®, nicht nur nach experimen-
tellen Schidigungen. Zellen aus Reservestoffbehiltern (z. B. von
der Zwiebelauflenepidermis) lassen derbe, vom Zytoplasma wohl
differenzierte Tonoplasten leicht nachweisen (Kiister 1929 b,
Chambersund Hofler, 1931).

Hier lag nun einer der Griinde, mit der Verdffentlichung
unserer Versuche vom Winter 1944/45, die damals abgebrochen
werden muBten, noch zuzuwarten. Erst 1949 hat dann einer von
uns (Hofler) Gelegenheit gehabt, in der Ramsau bei Schlad-
ming an sommerlich frischem, artenreichem Desmidiaceen-Material
die Vitalfirbungsversuche mit Neutralrot zu wiederholen und sie
auf Brillanteresylblau, Toluidinblau und einige andere basische
Farbstoffe auszudehnen. Die neuen Beobachtungen haben unsere
fritheren voll bestiitigt, so daf} sich in der Vakuolenkontraktion
mit Sicherheit die normale Reaktion der Zellen auf den Impuls der
Vitalfarbung sehen 148t.

Im iibrigen ist bekannt und wohl allgemein anerkannt, daB
die Vakuolenwénde sowohl bei Kappenplasmolyse wie bei Spontan-
kontraktion sich viel schirfer vom Binnenplasma abheben als im
intakten Zustand, da die Dicke der Tonoplasten und ihre Kapillar-
spannung, die zur Kugelrundung fiihrt, gegeniiber dem Normal-
zustand der Zelle wesentlich zugenommen hat (Hofler 1928,
1982, S.466, 1939, S.552, Weber 1930, S.113, Strugger
1986, Cholnoky 1937, S. 959, 1949, Frey-Wyssling
1938, 1948, S. 125, 130); solche Veriinderungen miissen indes nicht
immer irreversibel sein.

Uber spontane (d.h. nicht osmotisch bedingte) Kontraktion
der Vakuolen besteht ein reiches Schrifttum. Seit Kiisters
(1926) und Webers (1930) grundlegenden Erstbeobachtungen
ist das Phinomen immer mehr in den Vordergrund des zellphysio-
logischen Interesses getreten. Wenn von den Erscheinungen der
Synirese abgesehen wird, so lassen sich mit Henner (1934) fiir

12*
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Gewebszellen der héheren Pflanzen zwei Haupttypen der Kon-
traktion unterscheiden: Die ,schwache Kontraktion“, die meist
in allen Zellen eines Gewebes gleichmifig auftritt, bei der sich
die Vakuolen langsam verkleinern und lange am Leben bleiben
— und die ,,starke Kontraktion, die in einzelnen, meist wund-
nahen Zellen auftritt, stirkere Grade erreicht und nachher oft
bald zum Zellentod fiihrt. Hofler (1948, S. 606) hat vor-
geschlagen, besser von ,,Allgemeinkontraktion und ,,Einzelkon-
traktion zur Bezeichnung der beiden Typen zu sprechen.

Die Vakuolenkontraktion der vitalgefirbten Desmidiaceen
erfolgt zwar oft allgemein, d.h. in allen artgleichen Zellen eines
Materials. Trotzdem l4Bt sie sich den fiir Gewebszellen unter-
schiedenen Typen nicht einfach einreihen, sie stellt vielmehr ein
zytologisches Phénomen dar, das in gewisser Hinsicht grundsétz-
lich neu erscheint und volles Interesse von seiten der Zellphysio-
logie beansprucht. Bei der typischen vitalen Allgemeinkontraktion
quillt das Protoplasma auf und entzieht dadurch dem sich ver-
kleinernden Zellsaft Wasser, der Raum zwischen dem Tonoplasten
und der Zellwand ist zur Génze vom gequollenen Plasma erfiillt,
welchem, wie W e b er (1930) an Elodea nachwies, auch die Féhig-
keit zur aktiven Stromung erhalten bleiben kann. Gleiches gilt
ja fiir den bekannten Aggregationsvorgang in Zellen der chemisch
gereizten Tentakeln von Drosera (Akerman 1917). Nur bei
diesem Objekt erreicht wohl die Vakuolenzerschniirung und -ver-
kleinerung, die mit der Kontraktion einhergeht, &hnliche Aus-
maBe wie bei unseren Desmidiaceen (vgl. z. B. Abb. 5—10, 14, 18).
Bei den Algen ist aber, wenn die Kontraktion solche Grade er-
reicht hat, der Raum zwischen Tonoplasten und Zellwand wohl
sicher nicht, wie bei Drosera, vom gequollenen Zytoplasma erfiillt!
Sondern die mikroskopische Beobachtung spricht fiir die Annahme,
daB die Vakuolenwinde bei den Algen sich vom Plasmawandbelag
losen und daB farblose Fliissigkeit den Raum zwischen Tono-
plasten und Wandplasma einnimmt. — Wenn auch hier die Tono-
plasten, wie es fiir Allium und mehrere andere Objekte (Chambers
und Hofler 1931, Lederer 1935) erwiesen ist, aus einer kohisiven
leicht beweglichen, mit H,0 nicht mischbaren, zum Hauptteil
lipoiden Fliissigkeit bestehen, so 148t sich die Verkleinerung und
Zerteilung aus den Gesetzen der Kapillarspannung mechanisch
unmittelbar verstehen.

Was geschieht aber wohl beim Kontraktionsvorgang mit den
gelosten Zellsaftstoffen? Die roten Farbkationen (bzw. die ge-
firbten Reaktionsprodukte des Neutralrots mit Zellstoffen) kénnen
den Tonoplasten nicht durchdringen, sondern werden, wie die
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Beobachtung beweist, bei der Kontraktion fortschreitend ein-
geengt. Man muf} also annehmen, daf der Raum auBlen, der farb-
lose Fliissigkeit fiihrt, abfiltrierten Zellsaft enthilt; fiir gewisse
von den osmotisch wirksamen Vakuolenstoffen miissen also die
sich kontrahierenden Tonoplasten permeabel sein.

Méoglicherweise hat sich innen am Plasmawandbelag (der
z. B. bei Tetmemorus an der in ihm andauernden Plasmastromung
kenntlich ist) eine neue halbdurchlissige Grenzschicht gebildet.
Sicher ist das Wandplasma, zumindest das Plasmalemma, fiir die
durch den kontrahierten Tonoplasten gedrungenen Zellsaftstoffe
noch undurchlissig. Denn wir sahen in Zuckerlosung gegebener
Konzentration die Plasmolyse in kontrahierten Zellen #hnliche
Grade erreichen wie in frischen, normalen Zellen; der osmotische
Wert der Zellen kann sich also nicht wesentlich vermindert haben.
Das unterscheidet die Desmidiaceen-Spontankontraktion von der
von Henner bei Ligustrum beobachteten, wo der osmotische
Wert durch Stoff-Exosmose auf einen Bruchteil des urspriinglichen
sinkt, und n#hert sie, zumindest was das Plasmalemma betrifft,
der Allgemeinkontraktion bei Elodea, fiir welche Hartmaier
(1938) eine im wesentlichen unverindert erhaltene Plasmaperme-
abilitit nachgewiesen hat.

Wenn sich die hier entwickelten Vorstellungen bestétigen, so
stellen die Vorgidnge der Vakuolenkontraktion der Desmidiaceen
und Chlorophyceen die Permeabilititsforschung vor bedeutsame
neue Fragen.

Recht wichtig erscheint schlieBlich auch die Beobachtung der
Nichtfdrbbarkeit der Heteroconte Chlorobotrys regularis (S.160).
DaB allein hier die Neutralrotbase unfihig wire, durch das Plasma
zu permeiern, erscheint sehr unwahrscheinlich. Dringt sie aber ein,
so konnen erstens Stoffe, die das Neutralrot binden, in der Zelle
nicht zugegen sein, d.h. der Zellsaft muf ,leer sein. Warum
erfolgt dann aber allein hier keine zur Anfirbung fithrende
Speicherung der Farbkationen? Eine Méglichkeit, die Nichtfiarbung
der Chlorobotrys-Zellsifte zu verstehen, wire gegeben, wenn man
sich vorstellte, daB diese einen hoheren py-Wert, eine mehr alkali-
sche Reaktion hitten als die anderen Algenzellsifte, bei welcher
die eingedrungenen Farbmolekiile noch nicht zu Farbkationen dis-
sozileren und deshalb nicht {iber die auBlen im Farbbad vor-
handene Konzentration hinaus angereichert werden konnen.
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