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I. Einleitung.

Seit Pfeffers (1886) grundlegenden Untersuchungen ist die
Vitalfirbung pflanzlicher Zellen mit Hellfeldfarbstoffen in viel-
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filtiger Weise bearbeitet worden und hat in Fragen der Aufnahme,
Wanderung und Speicherung von Farbstoffen sowie der Intrabilitit
und Permeabilitit der Protoplasten groBe Bedeutung erlangt. Doch
auch zum Zwecke anderer Studien, wie etwa der Anfirbung be-
stimmter Zellstrukturen am lebenden Objekt, zur Lebensreaktion
in physiologischen Untersuchungen usw., hat die Vitalfirbung Ve
wendung gefunden.

In den letzten Jahrzehnten ist die Anwendung von Fluoro-
chromen neben der von Hellfeldfarbstoffen mehr und mehr in den
Vordergrund getreten, wobei sich die fluoreszenzmikroskopische
Untersuchungsmethode in bestimmten Bereichen als iiberlegen er-
wiesen hat (hohe Nachweisempfindlichkeit fiir geringste Farbstoff-
konzentrationen und damit im Zusammenhang geringere Schédlich-
keit der anzuwendenden Fidrbung, differente Anfidrbung ver-
schiedener Zellstrukturen mit ein und demselben Farbstoff auf
Grund der Fluoreszenzmetachromasie u. a. m.). Durch dieses neue
Verfahren haben Anatomie wie Physiologie — letztere u. a. im Hin-
blick auf Stoffleitung, Saftbewegung, Permeabilitit, zelluldre Stoff-
aufnahme und Stoffspeicherung — einen neuen Auftrieb erfahren:
schlieflich ist es gelungen, iiber die Empirie hinaus zu kausalem
Versténdnis der Farbungsphidnomene vorzudringen.

In allen Untersuchungen — ob darin nun die Vitalfirbung
Hauptgegenstand oder Hilfsmethode ist — spielt die Frage nach
der Vitalitit und Unschiidlichkeit der Farbung eine groBe Rolle;
es stehen diesbeziiglich positive wie negative Angaben einander
gegeniiber, so dal zu erwarten ist, daB, abgesehen von der Be-
eintrichtigung des Lebenszustandes oder sonstigen sichtbaren
Schiden, gewisse wesentliche Eigenschaften des Plasmas durch
die Vitalfirbung verindert werden. Es fragt sich, ob solche
Anderungen auch dann vorliegen, wenn sich eine Fidrbung durch
Weiterkultur der gefirbten Gewebe als ,inturbant’* im Sinne der
Struggerschen Terminologie (1936) erwiesen hat. Aus der um-
tangreichen Vitalfarbungsliteratur seien hier einige Beispiele aus-
gewiihlt.

Wirkungen der Vitalfirbung auf einzelne physiologische Leistungen
der Zelle wurden von mehreren Autoren beobachtet. So findet Beikirch
(1925), daBl schwache Anfirbung mit Methylenblau, Neutralrot und Qhry—
soidin auf die Plasmastromung von Elodea canadensis stimulierend wirkt,
withrend stirkere Farbstoffspeicherung dieselbe hemmt. Albach (1929)
beschreibt als Folge der Vitalfirbung mit Methylenblau, Neutralrot und
Fuchsin S Atmungssteigerung an Helodea canadensis. wihrend Chrysoidin
und Eosin eine Verminderung bewirken. Ahnlich findet auch Genevois
(1928) atmungssteigernde Wirkung verschiedener basischer Farbstoffe an
Protococcaceen.
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Andere Untersuchungen betreffen die Wirkung der Farbstoffe auf ge-
wisse wesentliche Plasmaeigenschaften, wie Viskositit und Permeabilitit
bzw, Intrabilitit. Uber Verminderung der Plasmaviskositit von Elvueaz«ilen
durch Neutralrotbehandlung berichtet Weber (1929c). Strugger (1931)
fiilhrt an der oberseitigen Zwiebelschuppenepidermis von Ailium cepa Vital-
firbung mit Erythrosin, einem sauren IFarbstoff, durch und fand bei KNQOs-
Plasmolyse als Folge der Firbung u. a. erhebliche Viskositdtszunahme
(vgl. auch Kiister, 1926), starke Quellung von Plasma und Kernen (was
autf Erhéhung der Intrabilitit fiir KNOs zuriickgefiihrt wird) und schlief3-
lich Verlust dieser Quellungsfihigkeit. Ahnliches ergab sich auch fiir die
Wurzelhaare von Hydromystric bogotensis. Ho tler (1947, S. 608) beschreibt
im Zusammenhang mit Akridinorangefirbung Verminderung der Plasma-
viskositit fiir die Zellen der Innenepidermis von Allium cepa. Eingehendere
Studien hinsichtlich der Beeinflussung von Plasmaeigenschaften durch die
Vitalfarbung hat erstmals Hofmeister (1938) unternommen, welcher die
Wirkung von Neutralrot und Methylenblau, zwei Vakuolenfarbstoffen’, auf
die Permeabilitit der Blattzellen von Elodea fiir Harnstoff und Gyzerin
untersuchte, Dabei ergab sich nach schwacher Anfirbung kein nennens-
werter Einflul (leichte Forderung), jedoch bei stirkerer eine betrichtliche
Permeabilititshemmung; andere, orientierend gepriifte Objekte zeigten zum
Teil Hemmung der Harnstoffpermeabilitit, zum Teil keinen nennenswerten
EinfluB. Spéter untersuchte Hofmeister (1948b) die Wirkung des Chry-
soidins, eines Plasmafarbstoffes, auf die Permeabilitit des Plasmas von
Narcissus pseudonarcissus, Solanum tuberosum und Daucus carota; auch
diese Untersuchungen zeigten, dafl die Vitalfirbung auf die Permeabilitit
(aber auch auf die Viskositit des Plasmas) dndernd einwirken kann, wobei
Hohe und Richtung der Permeabilititséinderung nach Objekt und Dios-
motikum verschieden sind.

Schon die angefiihrten Beispiele lassen erkennen, daf auch bei
voller Vitalitit der Firbung Verinderungen einzelner Plasma-
eigenschaften méglich sind. Eine durchgehende GesetzmiBigkeit
hat sich jedoch aus der bisherigen Literatur nicht ableiten lassen.

Die vorliegende Untersuchung macht es sich deshalb zur Auf-
gabe, fiir verschiedene Farbstoffe und verschiedene Objekte zu-
néichst festzustellen, ob diejenigen Plasmaeigenschaften, die sich
quantitativ leicht erfassen lassen, durch die Vitalfirbung verdndert
weiden, ob dies allgemein der Fall ist und in welche Richtung die
Verdinderungen gehen. Dieser Fragestellung kommt zunéchst im
Hinblick auf die Verwendung der Vitalfirbung als Hilfsmethode
eine gewisse Bedeutung zu. Dariiber hinaus wird angestrebt, aus
dem Vergleich der mit verschiedenen Farbstoffen und verschie-
denen Plasmen gewonnenen Ergebnisse eine Vorstellung dariiber
zu gewinnen, welche Rolle die Farbstoffe im Plasma spielen.

! Inzwischen konnte Strugeer (1940b) zeigen, dal Neutralrot nicht
nur in den Vakuolen gespeichert wird, sondern auch im Plasma. Die Plasma-
firbung ist allerdings nur bei fluoreszenzmiskroskopischer Beobachtung
sichtbar, nicht aber im Hellfeld.
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Herrn Doz, Dr. L. Hofmeister, unter dessen Leitung die
vorliegende Untersuchung ausgefiihrt wurde, danke ich bestens fiir
die Stellung des Themas sowie seine stete Anregung und Hilfe.
Gleichzeitig mochte ich dem Vorstand des Botanischen Institutes
der Universitit Wien, Herrn Prof. Dr. L. Geitler, fiir die Uber-
lassung eines Arbeitsplatzes an seinem Institut sowie dem Vorstand
des Wiener Pflanzenphysiologischen Institutes, Herrn Prof. Dr. K.
Hofler, fir die Erlaubnis zur Beniitzung der Fluoreszenzanlage
dieses Institutes aufrichtigen Dank sagen.

II. Methodisches.

Bei der Untersuchung der Wirkung einzelner Farbstoffe auf
verschiedene Plasmaeigenschaften stand weniger die Erfassung
einer absoluten GréBe im Vordergrund als vielmehr der Vergleich
von gefirbten und ungefirbten Schnitten. Daraus ergab sich inso-
ferne eine methodische Vereinfachung, als etwaige Mingel der ein-
zelnen Methoden weitgehend unberiicksichtigt bleiben konnten.
doch muBlite andererseits ganz besonders auf streng vergleichbares
Schnittmaterial innerhalb eines Versuches geachtet werden.

Das Hauptgewicht wurde auf die Priifung der Viskositit,
Permeabilitit, Hitzeresistenz und Resistenz des Plasmas gegen-
iiber osmotisch bedingten Volumsinderungen der Protoplasten ge-
legt. Daneben wurde auch das Firbungsbild beschrieben, Stromung
und Konfiguration® des Plasmas, Entmischungserscheinungen,
morphologische Verinderungen in der Zelle, ferner Beeintrich-
tigung der Lebensdauer durch die Firbung wie auch die Rever-
sibilitit derselben untersucht.

Farbstoff und Farbung.

Als Farbsto ff wurde in vorliegender Untersuchung das Prune pure
(von Sand oz, Basel) verwendet, fiir dessen Auswahl die aus der Literatur
(Drawert, 1938) bekannte Fihigkeit, das lebende Plasma zu firben,
sowie relative Unschéddlichkeit mafigebend waren.

Die Farblosungen muBiten wegen ihrer geringen Haltbarkeit stiindlich
erneuert werden, sie wurden in einer Konzentration von 1 10.000 hergestellt
und, wenn nicht anders vermerkt, wurde Leitungswasser als Losungsmittel
verwendet. Dieses stammt aus einem Brunnen der §taatsdruckewi in Wien, IIL.,
und ist im Gegensatz zum derzeitigen Wiener Hochquellenwasser chlorfrei.
Wurden gepufferte Losungen verwendet, so handelt es sich um */i50 volum-
molare Phosphatpufferlésungen,

* Wenn die Ausdriicke ,Plasmafiden oder .Plasmastringe” gebraucht
wurden, so sind damit solche gemeint, die die Vakuole durchziehen und
nicht etwa Hechtsche Fiden.
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Durchfiihrung der Féarbung: Von frisch pripariertem Ver-
suchsmaterial wurde die halbe Anzahl der untereinander streng vergleich-
baren Schnitte in Farblésung iibertragen, der Rest als Kontrolle gleich lang
gewissert. Die Vorfirbung der Schnitte wihrte im allgemeinen bis zu einer
deutlichen Anfirbung des Plasmas, ott aber auch kiirzer, um im folgenden
Versuch nicht vorzeitig zur Schidigung der Zellen zu fithren. Aus dem
gleichen Grund mufite mitunter auf Vorfirbung génzlich verzichtet werden;
in diesem Fall wurden die priparierten Schnitte direkt in gefirbtes Plasmo-
Iytikum eingelegt. Alle Losungen, in denen gefirbte Schmitte unmittelbar
nach ihrer Farbbadbehandlung plasmolysiert wurden, enthielten den Farb-
stoff in einer Konzentration von 1:10.000 gelost; lediglich in den Hitze-
resistenzversuchen wurden die gefidrbten Schnitte in Leitungswasser (Puffer-
16sungen) erhitzt und in ungefirbten (oder im Falle der Kontrollen héch-
stens mit Neutralrot versetzten) Traubenzuckerldsungen plasmolysiert. Alle
Versuche dieser Art werden weiterhin als ,Fiarbungsversuche* den ,Ent-
farbungsversuchen* gegeniibergestelllt, in denen gefirbte Schnitte verwendet
wurden, deren Entfirbung durch lingeres Wéssern erzielt oder angestrebt
worden war. Die Losungen in den Enttdrbungsversuchen wie auch in allen
Kontrollversuchen waren naturgemif ungefirbt (wenn nicht in den Resi-
stenzversuchen zur Lebensreaktion Neutralrot zugesetzt worden war). Simt-
liche Plasmolytika wurden volummolar mit Leitungswasser (Pufferlésungen)
hergestellt. Die Versuche wurden bei Zimmertemperatur und diffuser Be-
leuchtung ausgefiihrt,

Soweit es sich um Hellfeldbeobachtungen handelt, erfolgte die Be-
urteilung der Féarbung bei Lampenlicht (matte Gliihlampe). Die Fluoreszenz-
versuche wurden mit einer improvisierten UV-Einrichtung gemacht, die aus
einer in einem Gehiuse angebrachten Analysen-Quarzlampe S 100, Original
Hanau, einem diinnwandigen Glaskolben mit Kupfersulfatlosung und einer
gegen ein Opalglasfilter auswechselbaren Schwarzfilterscheibe (Jena, UG 1)
bestand. Als Sperrfilter wurde auf das Okular ein Gelbfilter (Reichert,
8017) gelegt. Gelegentlich wurden die mit dieser Einrichtung gemachten
Beobachtungen an der vollkommenen Fluoreszenzanlage (Reichert,
Lux UV) des Pflanzenphysiologischen Instituts der Universitit Wien
nachgepriift.

Die genaue Bezeichnung der beobachteten Farben erfolgte durch die
Symbole der ,,Unesma-Farbtafeln“ (Ostwaldsche Bezeichnung), die
eingeklammert nach der Farbbenennung in Worten angefiihrt wird. Die mikro-
skopische Beobachtung der Fluoreszenzfirbung erfolgte durch das Gelbfilter
(Reichert, 8017), alle diesbeziiglichen Angaben gelten daher fiir solcher-
art gesehene IFarben.

Zur Unterscheidung der elektroadsorptiven Farbstoffbindung von
einer anderen Art der Bindung (etwa der chemischen), wie sie bei der Be-
urteilung der Firbung gelegentlich notig war, wurde das vorziigliche Hilfs-
mittel der Behandlung des zu priifenden Objektes mit CaCl:-Losungen her-
angezogen; durch Adsorptionsverdringung wird der elektroadsorptiv ge-
bundene Farbstoff ausgewaschen, wihrend chemisch festgelegter nicht ver-
dringt wird (Boriss, 1937; Pekarek, 1938; Hofler und Stiegler,
1947; Hofler, Tothund Luhan, 1949; Stiegler, 1950).

Zur Feststellung, welche meiner Versuchsobjekte ,,volle® bzw. ,leere‘
Zellsifte besitzen, wurde die Akridinorangefirbung mit nachfolgender
NH:-Behandlung, wie sie Hofler (1947, S. 622) angibt, verwendet; dem-
nach hat lediglich die Innenepidermis von Allium cepa ,leere* Zellsifte, alle
iibrigen der von mir untersuchten Objekte aber ,,volle®.

Sitzungsberichte d. mathem.-naturw. Kl., Abt. I, 160, Bd., 10. Heft. 54



Beurteilung der Plasmaeigenschaften.

Die Beurteilung der Plasmaviskositit erfolgte durch-
wegs nach der Rundungszeit der Protoplasten (Plasmolysezeit nach
W eber) oder nach der Plasmolyseform in Traubenzuckerlsung,
zwel Methoden, die auf W e b e r (1921, 1924, 1925, 1928, 1929 a, b)
zuriickgehen und deren sich u. a. el Derry (1929), Boriss
(1838), Ruge (1940), Fischer (1947, 1949) bedienten. Die Be-
denken, die Boriss (1938) und Ruge (1940) dieser Methode
der Viskosititsmessung entgegenbrachten, treffen fiir Relativwerte
nicht zu.

In meinen Versuchen wurde von zahlreichen, untereinander
streng vergleichbaren Schnitten die halbe Anzahl zur Vorfarbung
in Farblosung, der Rest als Kontrolle in Leitungswasser ilibertragen.
AnschlieBend wurden die gefidrbten Schnitte in gefirbte, die unge-
farbten Kontrollen in ungefirbte Traubenzuckerlosung iibertragen
und die Rundungszeiten der einzelnen Schnitte festgestellt; diese
wurde dann als erreicht gewertet, wenn annihernd zwei Drittel der
Zellen eines Schnittes konvexe Protoplasten aufwiesen.

Die Permeabilitit wurde nach der Deplasmolysezeit-
methode ermittelt, einem einfachen und zeitsparenden Verfahren,
dasHofmeister (1948 a) auf der Basis der H6 f1er schen Ver-
suche an Diatomeen (1943) entwickelt hat. Er (Hofmeister,
1948 b, S. 57) arbeitet ausgehend von der bekannten Gleichung
b/ 120 (C—0)

T C—c T (C+0)
Darin ist T die Deplasmolysezeit in Minuten, O der (plasmometrisch
gewonnene) osmotische Wert der Zellen in Traubenzuckerlésung,
C die Konzentration des Diosmotikums und P’y die Permeations-
konstante fiir den Durchschnittswert der Permeation vom Einlegen
bis zur Deplasmolyse. P’, ist dem Wert P’ direkt vergleichbar, da
der Berechnung beider Konstanten das gleiche Prinzip zugrunde
liegt. In meinen Versuchen wurden bei Verwendung der Deplas-
molysezeitmethode stets zahlreiche, untereinander streng vergleich-
bare Schnitte gleichzeitig in das Plasmolytikum (Harnstoff,
Glyzerin) eingelegt und der Zeitpunkt der Deplasmolyse knapp vor
der vélligen Riickdehnung angenommen, wie bei Hofmeister
(1948 a) ausgefiihrt ist. Die Schnittrandzellen wurden wegen ihres
durch das Trauma bedingten abweichenden Verhaltens nicht zur
Wertung herangezogen.

AuBer der deplasmolytischen Methode der Permeabilitits-
bestimmung wurde in manchen Fillen (etwa bei vorzeitiger Schidi-
gung der Zellen) zur orientierenden Beurteilung der Permeabilitiit

mit der daraus abgeleiteten Formel P’y =
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gefirbter und ungefirbter Schnitte lediglich der subjektive Ver-
gleich der Plasmolysegrade herangezogen.

Die Hitzeresistenz wurde mit Hilfe des Eintauchver-
fahrens studiert. Drei kleine Glischen mit Leitungswasser (Puffer-
losung), die zur Aufnahme der Schnitte bzw. eines Thermometers
dienten, wurden im improvisierten Wasserbad (einem mit Papier
isolierten Becherglas von etwa 2 Liter Inhalt) erhitzt. Nach Vor-
behandlung (Wisserung, Firbung) wurden moglichst gleichzeitig
in eines der Glischen sidmtliche Kontrollschnitte, in ein zweites
alle gefdrbten eingelegt. Nach verschieden langen Erhitzungs-
zeiten (Temperaturschwankungen + 0,3° C) wurden den Glischen
3—>5 Schnitte entnommen und zur weiteren Beobachtung in hyper-
tonische, ungefiarbte (bzw. mit Neutralrot gefirbte) Traubenzucker-
1§sung iibertragen.

Resistenz gegen osmotisch bedingte Volums-
dnderungen der Protoplasten. Es galt, die Resistenz des
Plasmas gegen die mechanische Belastung, welche durch Plas-
molyse, Deplasmolyse und nochmalige Plasmolyse auftritt, zu
priifen. Dabei gehen in das Versuchsergebnis moglicherweise auch
andere Eigenschaften ein, wie etwa die Vertriiglichkeit der Trauben-
zuckerldsung (W eis, 1924; u. a.), die Widerstandsfihigkeit gegen
die durch die Plasmolyse bedingte Konzentrationszunahme der
Zellsaftstoffe (Haberlandt, 1920), die Hypotonieresistenz
(Scheitterer und Weber, 1930) oder die Resistenz gegen
etwaige Zustandsdnderungen des Plasmas, wie Entquellung
(Walter, 1923; Karzel, 1926) u. a. m.%

Zur Unterscheidung lebender und toter Zellen diente
in beiden Resistenzversuchen die Plasmolyse in Traubenzuckerlosung, doch
war vielfach eine sichere Beurteilung des Lebenszustandes aus der Plas-
molyse allein nicht moglich (vgl. auch Schneider, 1925; Scheibmair,
1937), besonders im Fall krampfartigcer Plasmolysen. Mitunter ermdglichte
erst eine zweite Beobachtung nach einiger Zeit, wihrend welcher das Plas-
molysebild oft deutlicher wurde, eine sichere Diagnose; auch vorsichtiges
Zusetzen von Wasser, wobei die Zellen stindig beobachtet wurden, diente
dem gleichen Zweck.

Ein weiteres Hilfsmittel zur Beurteilung der Vitalitidt der Zellen stellt die
Neutralrotbehandlung ungefirbter Kontrollschnitte dar (s. a. Strugger,
1949a, S. 156; Scheibmair, 1937; u. a.), wobei lebende Zellen den Farb-
stoff in der Vakuole speicherten, tote nicht. In den an sich gefirbten Ver-
suchsschnitten unterschieden sich tote und lebende Zellen allgemein durch
ihve verschiedene Hellfeldfirbung oder durch ihr Fluoreszenzverhalten im
UV-Licht (Strugger, 1940a; Hofler, 1949, S. 25; Strugger, 1949 b;
u. a.). Ausnahmsweise wurden bei der Priifung der Resistenz von Daucus
(s.S.815) gegen osmotisch bedingte Volumsinderungen gefirbte wie Kontroll-

3 Wiinschenswert wire die Uberpriifung der Resistenz des Plasmas
gegen Verlagerung mit Hilfe einer Zentrifuge gewesen.

54*
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schnitte kurz mit Pyronin gefdrbt, um durch die damit erzielte Vakuolen.
fluoreszenz der iiberlebenden Zellen die Auffindung derselben zu erleichtern.

Der Prozentsatz an lebenden Zellen eines Schnittes wurde durch
Schitzung bzw. iiberschlagsweises Auszihlen ermittelt.

Allgemein war in den Hitzeresistenzversuchen Neigung zur Krampf-
plasmolyse zu beobachten; diese Neigung war um so groBer, je linger die
Schnitte erhitzt worden waren (vgl. auch Scheibmair, 1937) bzw. in
den Resistenzversuchen gegen osmotische Volumsinderungen, je groBer der
Konzentrationsunterschied der verwendeten Losungen war,

Objekteund Prdparation,

Als Hauptversuchsobjekte wurden die beiderseitigen Epidermen der
Zwiebelschuppen von Allium cepa L. der gelben Marktsorte ,Zittauer
Riesen“, die Stengelepidermen von Vicia faba L. und Tradescantia albiflora
Kunth. und die Blattstielepidermis von Daucus carota L. der Sorte , Ver-
besserte Nantes“ herangezogen.

Das zu den Versuchen verwendete Material wurde jeweils unmittel-
bar vor der Verwendung frisch pripariert, das Material eines Versuches
ist stets streng vergleichbar (zur gleichen Zeit von ein und derselben Pflanze
und einem eng begrenzten Zellgebiet pripariert).

Die Préparation der inneren Zwiebelschuppenepidermis von Allium
erfolgte nach der von Strugger (1935) angegebenen Infiltrationsmethode,
von der AufBenepidermis wurden nach Infiltration der Schuppe Flichen-
schnitte hergestellt. Um moglichst einheitliches Material zu gewinnen (vgl.
Houska, 1939) wurden in beiden Fillen nur Schnitte von der , Aquator-
zone* der 2. oder 3. fleischigen Schuppe (von auBen gezihlt) ruhender, frost-
frei gelagerter und gesunder Zwiebeln mittlerer GroBe verwendet.

Von Vicia wurde die Epidermis des 3. oder 4. (zumeist jiingsten ent-
wickelten) Stengelinternodiums 15—20 cm hoher Pflanzen pripariert. Sie 146t
sich in Streifen mit 2—3 anhaftenden Zellagen abziehen und besteht aus
langgestreckten, plasmareichen, in lebhafter Zirkulationsstromung befind-
lichen Zellen mit nur vereinzelten Chloroplasten. Auffillig war an meinem
Material eine leicht schwérzliche Verfirbung nach 1tigiger Wisserung der
Schnitte, wobei simtliche Zellen ohne Zeichen irgendwelcher Schiiden lebten.
Die Ursache dieser Schwirzung bestand in einem mikroskopisch feinen,
kriimeligen Uberzug der Schnitte. Offenbar war jene Substanz, die den
Niederschlag bewirkte, aus den Zellen diffundiert und im Wasser zur Aus-
fillung gekommen. Moglicherweise stellt die Schwirzung eine Oxydations-
firbung dar (vgl. Pfeffer, 1889).

Von Daucus wurde die Epidermis der Blattstiele (Biebl 1950) von
Pflanzen mit nur grundstindigen Bldttern verwendet. Nach Infiltrieren der
Blattstiele wurde die Epidermis in Streifen mit beiderseits anhaftendem
Kollenchym schonend abgezogen. In den zylindrisch bis polygonalen Zellen
zeigt das schlecht sichtbare Plasma in vereinzelten Plasmastringen lang-
same Zirkulationsstromung.

Von Tradescantic wurde mit der Epidermis eines Stengelinternodiums
(zumeist zwischen dem 8. und 4. Blatt von der Triebspitze gezihlt)
experimentiert. Zur Erzielung groferer Einheitlichkeit des Versuchsmaterials
wurden lediglich die apikalen Hilften der Internodien infiltiert, die Epidermis
in Streifen abgezogen und in Schnitte zerteilt. In den sehr regelmiBig
zylindrisch gestalteten Epidermiszellen stromte das Plasma in zahlreichen
Stringen recht lebhaft. Der vollig strukturlose, stark lichtbrechende Kern
zeigte Leukoplastensystrophe,
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III. Versuche mit Prune pure.

Der Oxazinfarbstoff Prune pure wurde von Ruhland (1908a, b,
1912, 1923) in die Vitalfirbungstechnik eingefiihrt; nach ihm ist der Farb-
stoff ,ziemlich stark kolloidal, dialysiert nur sehr schwer und erscheint
ultramikroskopisch in sehr hohem Grade aufloshar. Der Farbstoff liegt im
Handel als salzsaureg Salz vor (Arnold, 1937): eine wiirige Losung des-
selben erreicht eine hohe, konzentrationsbedingte Aziditit, ist unbestindig
und flockt aus. Schon K iister (1934) beschreibt, daBl die beiden Umschlags-
punkte des Prune pure von Rot nach Blau bei pg 2,7—3,6 und von Blau nach
Violett bei pg 7.3—8,3 liegen. Nach Drawert (1938) wandert der Farbstoff
im elektrischen Feld zwischen pg 1,9—3 zur Kathode und von py 8,5—12
zur Anode; von pg 3—8,5 findet keine Wanderung statt. Der Farbstoff liegt
daher zwischen py8—8,6 als elektrisch neutrales Molekiil vor und ist nur
in diesem Bereich in organischen Losungsmitteln 16slich. Oberhalb und
unterhalb dieses Bereiches ist er dissoziiert; er verhilt sich unter pg 3 wie
cin basischer Farbstoff (Farbkation), iiber pu 8,5 wie ein saurer (Farb-
anion).

Auch das vitalfarberische Verhalten des Prune pure wurde bereits mehr-
fach studiert: Ruhland (1908a, b, 1912, 1923 Allium cepa), Schaede
(1928, Allium cepa, Hydrocharis), Grohrock (1934, S. 833, Saprolegnia),
Kiister (1934, Allium cepa), Schonleber (1936, Firbeverhalten zahl-
reicher Objekte), Bank (1937, Kernfirbung). Kiister (1934) wie auch
Schionleber (1936) gelangen zu der Ansicht, da das Plasma erst durch
ein — wenn auch schwaches — Trauma mit Prune pure firbbar wird.
Drawert (1938) fand wie Ruhland, Schaede und Kiister, daf§
in der Innenepidermis der Zwiebelschuppen ruhender Kiichenzwiebeln das
Prune pure nur in Plasma und Kernen gespeichert wird, in der AuBen-
epidermis meist nur in den Vakuolen; an austreibenden oder verletzten
Zwiebeln beobachtete er auch in der Innenepidermis Farbstoffspeicherung
in den Vakuolen, mitunter neben Plasma- und Kernfirbung.

Das Prune pure wurde, soweit mir bekannt, nur als Hellfeld-
vitalfarbstoff verwendet, welcher Plasma, Kerne und Vakuolen
mehr oder minder firben kann. Ich fand jedoch, daf die damit ge-
farbten Priparate im UV-Licht intensive Plasma-
fluoreszenz aufweisen kdénnen Es liefl sich
zeigen, daBl der Farbstoff durch Reduktion* in
der lebenden Zelle in eine stark fluores-
zierende Form iibergeht, die im Hellfeld nahezu farblos
ist. Von den echten Fluorochromen unterscheidet sich das Prune
pure demnach dadurch, dal erstere schon in ihrer wéifrigen
Losung fluoreszieren, das Prune pure jedoch nur im verdnderten
Zustand. Das untersuchte Fluoreszenzverhalten des Farbstoffes
wird noch eingehend besprochen werden (s. S. 819).

4 Schon Drawert (1938, S. 193) spricht die Vermutung aus, daB
Oxydations- oder Reduktionsvorginge Verinderungen der Hellfeldfarbe des
Prune pure bewirken konnten,
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Allium cepa L.

In vorliegenden Versuchen an den beiderseitigen Zwiebel-
schuppenepidermen wurden gepufferte Farblésungen von py 7,1
verwendet.

¢) Innenepidermis der Zwiebelschuppen (,,IE“).

Féarbungsbild. Nach Firbung von 5 Minuten waren die
Epidermen makroskopisch in allen Schnitteilen sehr gleichmiBig
gefdrbt (blauviolett, 14 ec), bei mikroskopischer Betrachtung war
noch keine Férbung zu bemerken. Im UV-Licht fiel bereits eine
miBige Fluoreszenz des Plasmas auf.

Nach 10—20 Minuten Firbung hatte sich die makroskopische
Hellfeldfsrbung etwas verstiirkt (14ea) und nunmehr ihr Maximum
erreicht: mikroskopisch war eine gleichmiBige und sehr gute
Farbung von Plasma® und Kern (14ga) zu beobachten, die Nucleoli
hatten den Farbstoff zumeist etwas intensiver gespeichert; die
Vakuolen und Membranen blieben auch nach lingeren Firbezeiten
vollig ungefirbt. Plasmakonfiguration und Strémung waren unver-
#ndert. Im UV-Licht bot sich nunmehr ein auferordentlich schones
Fluoreszenzbild: Das lebende Plasma fluoreszierte intensiv gelb-
griin—griin (22), wodurch die Plasmafiden gegeniiber den farblosen
Vakuolen scharf hervortraten; Membranen und Kerne fluoreszierten
nie. Nach Harnstoff- oder Glyzerinplasmolyse traten in den ge-
farbten Schnitten gelegentlich Myelinfiguren auf, welche gleich-
falls recht intensiv fluoreszierten. Das prichtige Fluoreszensbild
erinnerte etwa an das nach Rhodamin-B-Féarbung (vgl. Strugger,
1938). Unmittelbar an den Schnittrindern fehlte die Plasma-
fluoreszenz ginzlich, sie erreichte erst mehrere Zellreihen vom
Schnittrand entfernt ihre volle Intensitit, was, wie noch gezeigt
werden wird, offenbar mit dem erschwerten Sauerstoffzutritt im
Schnittinnern zusammenhéngt (im Hellfeld waren Plasma und
Kerne der Schnittrandzellen etwa gleich intensiv gefirbt wie im
Schnittinnern). Nach halbstiindiger Farbung hatte sich am Fér-
bungsbild nichts verdndert. Etliche Schnittrandzellen zeigten
Vakuolenkontraktion, wobei das gequollene Plasma gefirbt war.
Wihrend bei starker Kontraktion der Vakuolen Plasmafiden wie
auch Stréomung fehlten, stromte das Plasma in allen iibrigen Zellen
bei ungeschiidigtem Ausseben. Nach 3stiindiger Farbung lebten
noch alle Zellen; zum Teil waren Stromung und Konfiguration
unversndert, zum Teil war die Strémung verlangsamt und die Zahl

5 Deutliche Hellfeldf4rbung des Plasmas und der Vakuole zeigten auch
die Epidermiszellen der Blattrippe von Tarazacum.
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der Plasmafiden vermehrt. Das fluoreszensmikroskopische Bild
zeigte keine merkliche Verinderung. Niederschlige wurden an der
IE nach Prune-pure-Féirbung nie beobachtet.

Wihrend in dem verwendeten Zwiebelmaterial die Hellfeld-
farbung der IE in zahlreichen Versuchen stets in gleicher Weise
reproduziert werden konnte, war die Fluoreszenzfirbung nicht
immer gleich intensiv: sie konnte bei verschiedenem Material
auBlerordentlich stark sein bzw. nahezu fehlen. Auch bhei Ver-
wendung von Leitungswasser als Losungsmittel fiir den Farbstoff
war die beschriebene Fluoreszenzfirbung zu erhalten.

Reversibilitdt der Farbung. Bei Wisserung von
1 Stunde und 3 Stunden 18 Minuten gefirbten Schnitten fiel zunichst
auf, daf nach 1tigiger Wisserung im Hellfeld Plasma und Kerne
farblos geworden waren und die bis dahin ginzlich farblosen
Vakuolen sich schwach blau angefirbt hatten! Bei makroskopischer
Betrachtung der Schnitte war die Firbung mehr nach Blau (15)
verindert, aber an Intensitit gleich, Simtliche Zellen lebten,
manche Schnittrandzellen — mitunter auch einzelne im Schnitt-
innern — zeigten Vakuolenkontraktion; Plasmafiden waren gegen-
iiber den Kontrollen seltener geworden oder fehlten ginzlich, in
allen Zellen stromte aber noch das Plasma, wenn auch langsamer
als in den Kontrollen. Im UV-Licht zeigte das im Hellfeld farblose
Plasma noch recht kriftige Fluoreszenz (dies selbst noch nach
2tdgiger Wisserung). Nach 3tidgiger Wiasserung lebten von
1*/, Stunden gefirbten Schnitten noch durchschnittlich 60% der
Zellen, von den 3 Stunden 10 Minuten gefirbten nur mehr ver-
einzelte. Eine vollstindige Entfirbung war nicht zu erzielen.

Viskositit.

Im Firbungs- wie im Entfirbungsversuch erwies sich die
Viskositidt als durch die Firbung stark vermindert. Plasmolyse in
den Kontrollschnitten allgemein konkav, in den gefirbten weniger
konkav. In letzteren (nicht aber in Kontrollen) Vermehrung und
netzartige Verdichtung der Plasmafiden um den Kern. Im Ent-
tarbungsversuch vom 5. 1. 1950 nur noch im UV-Licht Plasma-
tirbung feststellbar; Plasmolyseform in gefdrbten Schnitten kon-
vex, in Kontrollen konkav.

Die durchschnittliche Rundungszeit der gefirbten Schnitte
betrug im Firbungsversuch wenicer als 70% der Kontrollwerte, im
Exosmoseversuch weniger als 41%, was also eine starke Viskosi-
titsverminderung durch die Firbune anzeigt®, die anch nach weit-
gehender Auswaschung des Farbstoffes erhalten bleibt.

¢ Viskosititsverminderung durch Prune-pure-Férbung beobachtete ich
auch an den Stengelepidermiszellen von Eranthis hiemalis.
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Tabelle 17
(Alliwm, Innenepidermis; Viskositit.)

Dauer der Plasmolyti- .
Versuchs- kum in mol| Rundungszeit

datum Wiisserung Trauben- in Min.
nach Fidibung zucker

‘Wisserung Vorfirbung

3.1.1950| 65 Min. — — 0,7 in 8 Schnitten
>75

5 Min. 65 Min. 43
45
51
51
54
54
55
56
61

0.9 in 8 Schnitten
> 40

Mittel
52,2

I A A

5.1.1950 24 Std. —

10 Min. 1 Std. 23 Std. 14
15
15

}g Mittel
o[ 163

17
18
20

Permeabilitat. Plasmolyseeintritt in den Kontrollen
konkav, in den gefirbten Schnitten konvex. Gelegentlich Myelin-
figuren; solche vereinzelt auch in plasmolysierten Kontrollschnitten.
In gefirbten wie gewisserten Schnitten bis Versuchsende Plasma-
stromung, keine Schidigung.

Der durchschnittliche Permeabilititswert der geférbten
Schnitte betrug im Harnstoffversuch 53% der Kontrollwerte, im
Glyzerinversuch weniger als 75%; demnach wurde durch die
Farbung die Permeabilitit fiir beide Substanzen stark herab-
gesetzt®,

7 In allen Tabellen gelten die Angaben iiber Rundungs- oder Deplas-
molysezeiten bzw. Prozente der iiberlebenden Zellen jeweils fiir einen
Schnitt.

8 (leiches ergaben auch orientierende Versuche an den Stengel-
epidermiszellen von Eranthis hiemalis.
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Tabelle 2.
(Allium, Innenepidermis; Permeabilitit.)
Versuchs (| Plasmo- Wertn Dauer der Deplas- P
N ytikum in . molysezei !
datum mol lﬂ;]zﬁ';?{‘;r Wisserung Vorfirbung in Min. ‘
5.1.1950 0,580 1Std.15Min. — 25 0,763
08 — 25 0,763
Han- — 27 |0.7708
stoff — 29 0,660 | Mittel
(unge- - 20 | 0,660 [ 0,666
ffu-%t) — 30 |0,638
— 33 0,579
— 40 |0,478
5 Min. 1Std.15Min.| 40 0,478
0.8 47 10,410
Harn 49 0,391
stoff 57 0,336 | Mittel
(oo 60 |0,322( 0,349
fﬁ%bt) 62 0,309
68 |0.281
72 10,266
20.1.1950 0,469 |1Std. 25Min. — 86 0,226
0,65 — 105 | 0.185
Gly- — 105 0,185 | s
zerin — 120 0,162 %lfé%l
(unge- — 141 0,138}
firbt) — 139 0,139
— 148 0,131
0,65 103 . . .
{ o } 0Min. |1Std.25Min.|10Schn.| 10 Schnitte
(gefirbt) >155 <0,125

Hitzeresistenz.

In den gefirbten und erhitzten Schnitten weniger stark
konkave Plasmolyse als in Kontrollen. Plasmastréomung und
Plasmafiden fehlen. Nach Erhitzung ist die Farbung von Plasma
und Kernen in iiberlebenden Zellen im Hellfeld unveridndert, im
UV-Licht stark gemindert.

Wie die Tabelle zeigt, wurde die Hitzeresistenz durch die
Farbung stark herabgesetzt.
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Tabelle 3.
Allium, Innenepidermis; Hitzeresistenz.
( ; p ;
Temperatur: 56—56,6° C; Plasmolyse in 0,7 mol Traubenzucker.
| | % der iiberlebenden Zellen
Vgl:;(;hs- Dauer der nach Erhitzungsdauer von
Wiisserung Firbung 2 Min. 4 Min.
12. 1. 1950 | 1Std. 33 Min. — 60 <1
- 20 4 Mittel 45 | <1
- 50 21 Mittel <1
— <1
— 0
8 Min. 1S8td. 26 Min. | 2 0
5 0
3 ; Mittel 4,5 0
7
5

Resistenz gegen osmotische Volumsédnderun-
g en, Die Ergebnisse dieses Versuches (Istiindige Vorbehandlung,
1. und 2. Plasmolyse in 0,8 mol Traubenzucker, Deplasmolyse in
Leitungswasser — bei gefiirbten Schnitten in Farblosung — bzw.
in 0,2 und 0,4 molaren Zuckerlosungen) waren uneinheitlich. Auf
ihre Mitteilung im einzelnen wird verzichtet. Bei umfangreicherer
Untersuchung diirfte sich geringe Verminderung der Resistenz
durch die Firbung ergeben.

b) Aufienepidermis der Zwiebelschuppen (,,AE”).

Farbungsbild. Nach Firbung von 20—30 Minuten waren
im Hellfeld die Vakuolen der Schnittrandzellen intensiv blau (17 ia)
gefdrbt, die im Schnittinneren nur sehr blaB oder gar nicht; in
einzelnen Randzellen war Vakuolenkontraktion zu beobachten.
Plasma und Kerne erwiesen sich im Hellfeld meist ungefirbt, mit-
unter zeigten aber nahezu alle Zellen recht intensive Hellfeld-
firbung von Plasma und Kernen, wobei stets lebhafte Plasma-
stromung und vollig ungeschiidigtes Aussehen zu beobachten war.
Die Plasma- und Kernfirbung wies den gleichen blauvioletten
Farbton (14) wie in der IE auf, die Vakuolen waren aber stets tief-
blau (17) gefiirbt (vgl. Schae d ¢, 1923)°. Im UV-Licht konnte an

® Ahnliches Firbeverhalten zeigte die Stengelepidermis von Eranthis
hiemalis; iiberraschenderweise waren auch die Schnittrandmembranen leicht
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allen Schnitten — gleichgiiltiz ob mit oder ohne Hellfeldfirbung
von Plasma und Kernen — eine deutliche griine (22) Fluoreszenz
des Plasmas (nicht aber der Kerne) beobachtet werden, die zu-
meist weniger intensiv war als die der IE, in manchen Féllen aber
betrdchtlich stirker als diese; im Gegensatz zum Plasma fluores-
zierten die im Hellfeld blau gefsirbten Vakuolen nie, auch Membran-
fluoreszenz fehlte. Wie der IE, so fehlte auch der AE an den
Schnittrindern Plasmafluoreszenz. Nach °/,- bis 1%/,stiindiger
Farbung zeigten die Schnitte im Hellfeld — je nach Schnittdicke —-
entweder schon in allen Teilen annihernd gleich intensive
Vakuolenfirbung oder aber an den Schnittrindern noch bedeutend
stirker als im Innern. Nach 3stiindiger Farbung waren die Vakuolen
sdmtlicher Zellen recht intensiv gefirbt (171a), die des Schnitt-
randes nur wenig stirker. Simtliche Zellen zeigten Plasmastrémung
und vollig ungeschiidigtes Aussehen (auch bei Vorhandensein von
Plasma- und Kernfirbung). An der beschriebenen Hellfeld- wie
Fluoreszenzfirbung hatte sich nichts gedndert.

Niederschlige waren nach Prune-pure-Firbung in den beider-
seitigen Zwiebelschuppenepidermen nie zu beobachten.

Reversibilitdt der Féarbung. Nach Fidrbung von
1 Stunde 15 Minuten und 3 Stunden 18 Minuten (in einem Teil der
Zellen waren neben den Vakuolen auch Plasma und Kerne gefiirbt,
in einem anderen lediglich die Vakuolen) wurden zahlreiche
Schnitte in Leitungswasser iibertragen. Nach 1- wie nach 3tigiger
Wisserung lebten simtliche Zellen bei Plasmastromung und unge-
schidigtem Aussehen, die Vakuolen hatten kaum Farbstoff ab-
gegeben. Kern und Plasma waren in allen Fillen schon nach
1tagiger Wisserung im Hellfeld vollkommen entfirbt, das Plasma
fluoreszierte aber im UV-Licht noch recht ansehnlich.

Viskositidt. Im Féirbungsversuch vom 4. 1. 1950 nach
1stiindiger Vorfirbung Vakuolen aller Zellen gut gefirbt, im Ver-
lauf des Versuches Firbung auch auf Plasma und Kerne iiber-
greifend. Plasmolyseeintritt in gefirbten wie Kontrollschnitten
konkav, Plasmafiden und Stréomung (letztere in gefirbten Schnitten
langsamer als in Kontrollen) bis Versuchsende zu beobachten. Im
Entfirbungsversuch vom 5. 1. 1950 in Kontrollschnitten nach
Plasmolysedauer von 70 Minuten konkave Plasmolyseformen, in
gefirben Schnitten konkave bis konvexe.

violett gefirbt (Kiister, 1934; Drawert, 1938, S. 184), was wohl auf
Imbibition der Membranen mit aus den absterbenden Zellen herausdiffun-
dierenden Zellsaftstoffen beruhen diirfte.
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Wie Tabelle 4 zeigt, wurde die Plasmaviskositit der AE durch
die Farbung im Firbungs- wie im Entfirbungsversuch (in beiden
Fiallen fluoreszierte das Plasma) schwach bis méiBig herabgesetzt.

Tabelle 4.
(Allium, AuBenepidermis; Viskositét.)

Dauer der Plasmolyti-

Versuchs- kum in mol | Rundungszeit
datum Wisserung Trauben- in Min.

nach Firbung zucker

‘Wiisserung Vorfidrbung

4. 1. 1950 1 Std. — 0,7 65
68
68
5
77 ¢ Mittel 80
88
90
90
99

50
55
57
gg Mittel 72
82
85
95

5. 1. 1950 | 25 Std. 20 M. — — 0,9 in 8 Schnitten

nach 70 Min.

noch typisch
konkav

10 Min. 1 Std. 24 Std. 20 M. in 6 Schnitten

nach 70 Min.

noch schwach
konkav

l |
I I N R A

10 Min. 1 Std.

I

J

Permeabilitét. In beiden Versuchen der Tabelle 5 kon-
kaver-konvexer Plasmolyseeintritt. Zu Versuchsbeginn in allen
Zellen gute Plasmafluoreszenz, Hellfeldfirbung des Plasmas erst im
Verlauf des Versuches.

Im Harnstoffversuch waren die gefdrbten Schnitte nach 100,
im Glyzerinversuch noch nach 120 Minuten m#Big-stark plasmoly-
siert, so daB die Permeabilitit fiir beide Substanzen durch die
Firbung im Vergleich zu den Kontrollen stark vermindert ist.
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Tabelle 5.
(Alium, AuBenepidermis; Permeabilitit.)
Osmot. Dauer der
-] PI - s Deplas-
Vg;stl:&l:s ytikam in m“(’)f&!l;’l: molysezeit P,
mol benzucker| Wasserung Vorfirbung in Min.
5.1.1950 0,478 |1Std.30 Min. — 85 0,432
- 86 0,437
0,9 — 87 10,422
Harn- — 87 10,4221 1.
stoff — 88 [0417 (Mittel
(unge- — 92 10,399| &
farbt) — 92 10,399
94 (0,390
— 100 | 0,367
0,9 . .| 8 Schn.| 8 Schnitte
{Iilgag&srll;)sf} 10 Min. |1 Std.30 Min.| "5 100 <0,367
20.1.1950 0,451 2 Std. 75 0,291
90 |0,243
o5 95 |0:229
ror 102 | 0,214 | Mittel
mn 104 0,210 0,220
(unge-
™ 110 0,197
farbt) 115 0190
117 0,186
0,65 . 8Schn. | 8 Schnitte
{ (('}gleyt;?{)ltl; } 15 Min. 2 Std. > 1920 <0,182
Tabelle 6.
(Allium, AuBenepidermis; Hitzeresistenz.)
Temperatur: 60—60,5°C, Plasmolyse in 0,7 mol Traubenzucker.
_ ) % der iiberlebenden Zellen
V 'g:;ﬁgs' Dauer der nach Erhitzungsdauer von: .
Wiisserung | Firbung 3 Min. 5 Min. 7 Min.
13.1.1950 | 1 Std. 43 Min. — 98 1 1 .
— 00 | witeer | 5 | ittt | 0 } Miftel
— 80 87 1 4,2 0
— 80 10
10 Min. |1Std 34Min.| 70 0 0
60 . 10 \ Mittel | O\ Mittel
60 | Mittel 15} 11 |of o
80 20 0
90
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Hitzeresistenz, Der in Tabelle 6 dargestellte Versuch
wie auch 2 orientierende ergaben keine nennenswerte Beeinflussung
der Hitzeresistenz.

Resistenz gegen osmotische Volumsédnderun-
gen. Wie aus Tabelle 7 hervorgeht, war unter den angefiihrten
Versuchsbedingungen eine Verinderung der Resistenz durch die
Férbung nicht zu erkennen.

Tabelle 7.

(Allium, AuBenepidermis; Resistenz gegen osmotische
Volumsénderungen.)

Versuchs- Dauer der 1. Plasmolyse [Deplasmolyse|2. Plasmolys:a %1 e(}l)zll'l éigsr-
datum Wisserung | Vorfarbung in mol Traubenzucker Zellen
21.1.1950 | 2 Std. — 2,0 Pufferlsg. 0,8 90
80 \ Mittel
— 95 90
— 97
15 Min. 2 Std. 90
50 | Mittel
40 62
70
2 Std. - 0,2 1000 pittel
— 95 01
—_ 80
15 Min. 2 Std. 100
95 | Mittel
95 94
85
2 Std. — 0.4 132} Mittel
- 85
— 60
15 Min. 2 Std. 100
95 | Mittel
95 95
90
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Vicia faba L.

Farbungsbild®® Firbung von 15—20 Minuten bewirkte
schwache Anfirbung im Schnittinneren, etwas stirkere an den
Rindern. Die Farbstoffspeicherung erfolgte in den Vakuolen
lebender Zellen auch nach langen Firbezeiten nur diffus, dagegen
bildeten sich kriimelige Niederschlige nur in toten Randzellen.
Nach 30 Minuten Firbung war die Gesamtfirbung der Schnitte
intensiver geworden, neben Speicherung in den Vakuolen machte
sich nunmehr auch eine solche im Plasma der Schnittrandzellen
bemerkbar'?; die Plasmastrémung war gegeniiber den Kontrollen
etwas verlangsamt. Nach 1stiindiger Farbbadbehandlung hatte sich
die Farbung abermals verstirkt und erreichte nach weiteren 30 Mi-
nuten das Maximum. Nunmehr waren in simtlichen Zellen Vakuolen
und Plasma gleichmifig gefirbt, die Vakuole bedeutend intensiver
als das Plasma; die Membranen waren farblos, ob die Kerne gefarbt
waren, lie sich nicht entscheiden. Plasmastromung war zu beob-
achten, erlosch aber nach 3stiindiger Farbung.

Reversibilitdt der Farbung. Beim Ubertragen von ge-
tarbten (27 Minuten bis iiber 3 Stunden) Schnitten in Wasser setzte
die Farbstoffexosmose sofort ein, die Entfdrbung lebender Zellen
ging jedoch nur bis zu einer schwach blaugriinen Féirbung'®; erst
tote Zellen entfirbten sich vollstindig. Von 1stiindig gefdrbten
Schnitten lebten nach 2tdgiger Wisserung noch etwa 80% der
Zellen, von 3 Stunden 20 Minuten gefirbten waren nach der gleichen
Zeit simtliche Zellen tot (von den 2 Tagen gewisserten Kontroll-
schnitten lebten séimtliche Zellen hei lebhafter Plasmastromung).

1 Wenn nicht eigens erwihnt, beziehen sich alle Angaben auf Hellfeld-
firbung.

1 Auch in toten Stengelepidermiszellen von Eranthis hiemalis und
Tradescantia albiflore beobachtete ich nach Prune-pure-Férbung Nieder-
schlige. In lebenden Zellen bildeten sich kriimelige Niederschlige nach
Prune-pure-Behandlung in Spirogyra-Zellen.

2 Tiner gelegentlichen Beobachtung zufolge zeigte 40 Minuten geféirbtes
(1:10.000, Leitungswasser) Schnittmaterial vom 15. 9. 1950 im UV-Licht
deutliche Kern- und Plasmafluoreszenz, die sich bei Sauerstoffmangel (Deck-
glasabschlul) verstirkte, wobei im Hellfeld Entfirbung der Schnitte
eintrat.

3 Schonleber (1936, S. 318) beschreibt blaugriine-griinblaue Fér-
bung in den verschiedenen Zonen einer mit Prune pure gefirbten Wurzel-
spitze von Alliwmn cepa und betont, daB dies keine Farbe ist, die der Farb-
losung in irgendeiner Azidititslage entspricht. Vielleicht 148t sich diese Be-
obachtung durch die von Drawert (1938) ausgesprochene Vermutung
verstehen, wonach das Prune pure durch Oxydations- oder Reduktions-
vorginge eine Veriinderung seiner Hellfeldfarbe erfahren diirfte.
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Viskositat.

Anna

Tabe

Fritz,

lle 8.

(Vicia; Viskositiit.)

Dauer der

Versuchs-
datum

‘Wiisserung

Vorfirbung

Wiisserung
nach Firbung

Plasmolyti-

kum in mol

Trauben-
zucker

Rundungszeit
in Min.

29.7.1949

30. 7. 1949

29.7.1949

90 Min.

15 Min.

308t. 25 Min.

15 Min.

5 Min.

6 Min.

90 Min.

1 St. 30 Min.

28 St. 41 Min.

0,5
(ungef.)

0,5
(gefirbt)

0,5
(unget.)

05
(gefirbt)

130, 133, 145,
151, 160, 170,
182, 185, 210,
210
N— —

Mittel: 167,6

20, 20, 24, 22,
25, 25, 25, 21,
217, 28
[ S —

Mittel: 24,3

117, 22, 27, 29
Mittel: 23,7
8, 8, 10, 10, 11

Mittel: 9.4

40, 40, 40, 35,
85, 42, 49, 53,
57, 65
—

Mittel: 45,6

20, 20, 22, 22,
22, 24, 31, 35,
41, 43
_’—/

Mittel: 27,9

Plasmolyseeintritt in gefirbten und ,.entfdrbten* Schnitten
meist imperfekt konvex, in den Kontrollen konkav. Bis Versuchs-
ende keine Schidigung. Die starke Viskositidtsverminderung durch
die Féirbung, die in den Plasmolyseeintrittsformen zum Ausdruck
kommt, wird durch die Rundungszeiten bestatigt.
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Permeabilitit.

Tabelle 9.
(Vicia; Harnstoffpermeabilitit).
Dauer der
Osmot. Deplas-
r hs- P'lﬂS]'l]OT W A vge- ,
\’%r:&lc;n S lyhl:x(l)? in mof’i‘tr:;;l- Wisse- Vor- Wﬁssctlslrg. :‘;t.y?: Py
benzucker| rung farbung Fﬁlﬁ)ung Min.
28.7.1949 0,336 |15 Min. — — 3 Schn.| 3 Schnitte
05 — — <17 > 1,385
Harn- — — 4 Schn.| 4 Schnitte
stoff — — <18 >1,31
(unge- — — 20 | 1,17
— — 23 1,03
15 Min. — 20 1,17
— 22 1,07
— 25 0,945
0,5 — 25 0,945
Harn- — 26 0,911 .
stoff — 28 | 0845} Mitt.
(ge- — 30 0,785 ™
farbt) — 30 0,785
— 33 0,717
— 32 0,738
— 31 0,763
0,6 — {258td.| — — <51
Harn- _ — — 58
} stoff { _ . o 58
(unge-
firbt) — — <107
0,6
Harnst. - 11 Min { 1 Std. | 28 Std. | 4 Schn.
(fl;if;gte)' ‘1119 Min.| 21 Min. | > 117

In allen Permeabilitdtsversuchen im plasmolysierten Zustand
unverénderte Plasmakonfiguration und Strémung allgemein zu be-
obachten, lediglich in vereinzelten gefirbten Schnitten des Fir-
bungsversuches (nicht aber des Entfirbungsversuches) gegen Ver-
suchsende leichte Schidigungen. Die Versuche der Tabellen 9 u.10
sowie einige orientierende, hier nicht mitgeteilte Versuche, zeigen
im Férbungs- wie im Entfdrbungsversuch starke Verminderung der
Permeabilitit fir Harnstoff und Glyzerin durch die Farbung ™.

Bemerkenswert erscheint mir eine gelegentliche Beobachtung an
Vicia, wonach in einzelnen Schnitten trotz verschieden intensiver An-

tirbung von Randzellen und Innenzellen beide Zellgebiete gleich starke
Hemmung der Harnstoffpermeabilitit zeigten.

Sitzungsherichte d. mathem.-naturw. K1, Abt. I, 160. Bd., 10. Heft. 55
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Tabelle 10.
(Vicia; Glyzerinpermeabilitit.)
Osmot. . -
Versuchs-| Plasmo- | Wert Dauer der Deplas- )
datum lytikum | inmol - zeit P'a
in mol T;i’;éﬁg?' Wiisserung | Vorfirbung XV%s;el;E;lg in Min.
26.7.1949 0,298 | 30 Min. — — 12 4,57
— — 12 (4,57
08 — 14 |8,92
Sty — 18 |3,05| Mittel
(un- — - 19 (289( 3,256
ge- — — 22 12,49
firbt) — — 25 2,20
— — 23 (2,36
20 Min. | 30 Min. B gg i,gg? Mittel
0,6 — 95 | 1,611 _‘;3%2,?
Gly- — 20 [201 |T°0%
zerin - 20 201 vom
(ge- i Kon-
farbt) — 24 1,68 troll
— 83 (1,22 | troit-
— 38 |1.062) wert
27.7.1949 24 Std. 25 M. — — 26 |1,55
— 26 1,55
06 — — 30 |1,345
Gly- - — 36 1,12 .
zerin — 36 (112 | Mittel
(un- — — 34 |1.186| 1146
#4b0) - - 37 1.0
— 55 10,733
— -— 65 |0,620
20 Min. |1Std.20Min.|26Std.21M.| 69 |0,584
79 0,510 Mittel
0,6 79 (0,510 0,484
Gly- 82 (0,492 |=422%
zerin 85 10,474, vom
o 85 |0,474| Kon-
farbt) 85 |0,474| troll-
94 10,429 wert
97 0,416

Hitzeresistenz. Nach Vorbehandlung (Wisserung, Far-
bung) von °/, Stunden, Erhitzen bei 51,8—52,2°C durch 3 bis
9 Minuten und folgender Plasmolyse in 0,4 mol Traubenzucker zeigte
sich (wie auch in einem dhnlichen Versuch) kein Unterschied in der
Hitzeresistenz gefirbter und gewisserter Schnitte.
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Resistenz gegen osmotische Volumsidnde-
rungen. Wie aus Tabelle 11 zu ersehen ist, wurde in allen Fillen
iibereinstimmend die Resistenz durch die Firbung ansehnlich ver-
mindert,.

Tabelle 11.

(Vicia; Resistenz gegen osmotische Volums#inderungen.)

Versuchs- Dauer der [1.Plasmolyse |Deplasmolyse|2. Plasmolyse | % der iiber-
datum lebenden
‘Wisserung ,Vorfﬁrbung in mol Traubenzucker Zellen
29.7.1949 | 30 Min. — 0,7 Leit.-Wasser 0,7 87
— 85 } Mittel
— 76 72
- » 41
10 Min. | 30 Min. Farblosg. }8 } Mittel
8.7
0 .
30 Min. — 0,1 100
— 90 } Mittel
- 82 7
” - 39
10 Min. | 30 Min. 70
54 | Mittel
44 52
kb 40
30 Min — 0,2 87
— 85 | Mittel
— 94 87
— 81
10 Min. | 30 Min. 73
65 | Mittel
56 | 61,6
52

Daucus carota L.

Farbungsbild® ?*,—I1stindige Firbung bewirkte nur
sehr schwache Anfirbung®; Plasmastromung fehlte. Nach 2stiin-
diger Iarbung geringfiigige Verstirkung der Féarbungsintensitit,

15 Alle Angaben gelten fiir Hellfeldfirbung.

16 Mit Prune pure farbte sich auch die Stengelepidermis von Eranthis
nur sehr langsam. Die Blattstielepideimis von Amaryllis und die Stengel-
epidermis von Begomnia punctete blieben ginzlich farblos (vgl. Schon-
leber, 1936).

55%
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Anna Fritz,

jedoch Farbungsmaximum erreicht. In Vakuolen der lebenden Zellen
nur diffuse Farbstoffspeicherung, in toten auch Kriimel und Mem-
branfirbung (Drawert, 1938, S. 184). Ob auBler Kappenplasma
auch unveridndertes Plasma das Prune pure speichert, konnte nicht
festgestellt werden. Firbung bis zu 23 Stunden brachte keine
Anderung des beschriebenen Firbungsbildes, séimtliche Zellen lebten
ohne Zeichen von Schidigung.

Tabelle 12.

(Daucus; Viskositét.)

Versuchs- Dauer der Plasmolytium Ruﬂz(‘lalilglgs-
datum Wiisserung Vorfirbung n:gésgzi‘;‘;ﬁg Traubenzucker in Min.
26. 9. 1949 | 2Std.15 Min. — — 0,7 18
- — 1
- - 111 Misten
_ _ % 20,7
— 29
— — 47
10 Min. 28td.21 Min. — in 4 Schn.
konvexer
Plasmolyse-
eintritt
28.9.1949 26 Std. — 0,8 10 Schnitte
> 145
10 Min. 18td.58 Min.| 24 Std. 2 Min. lg
17
29 1 mittel
; 41,3
40 ’
70
105
(130)
1. 10. 1949 | 94 Std. 10 M. — — 1,2 6 Schnitte
> 85
10 Min. 1Std.58 Min.| 92Std. 7 Min. 12
4
25
35 | Mittel
37 36
32
58
75
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Reversibilitdt der Firbung. Nach Farbung von 3 Stun-
den #nderte sich die Blaufirbung beim Ubertragen in Wasser all-
mihlich nach Blaugriin, ohne an Intensitit merklich abzunehmen
(vgl.8.807). Nach 13tigiger Wisserung lebten von diesen Schnitten
noch durchschnittlich 67%, von den Kontrollen noch etwa 80%.
Demnach vermégen gefirbte Schnitte bei anschlieBender Wisserung
trotz Irreversibilitiit der Fiarbung noch lange zu leben,

Viskositat.

Der Vergleich der Plasmolyseeintrittsformen (geférbte Schnitte:
imperfekt konvex, Kontrollen: konkav) sowie der Rundungszeiten
ergab im Féirbungs- und im Entfirbungsversuch (bei vollig unge-
schidigtem Aussehen der Zellen) starke Viskositdtsverminderung
durch die Farbung,

Permeabilitit.
Tabelle 13.

(Daucus; Harnstoffpermeabilitit.)

Dauer der .
Versuchs-|  Plasmo- | (GenSl —— nowse- | pr
datum | Vool '™ [molTrau-| Wusse- | Vor- | WASSerg.| eit in d
benzucker rung fﬁrbung Fg?bcung Min.
27.9. 1949 0,547 | 2 Std. - — 10 (4,49
1,2 — — 15 138,01
Harn- — — 18 2,51 .
stoff - — 18 | 251, Mittel
(unge- — — 21 2,15 =
tirbt) — — 24 1,89
— — 31 |1,48
10 Min.| 2 Std. | — 20 |224
1,2 — 24 |1,89
Harn- — 28 | 1,60 .
stoff — 38 |18 g Mittel
(ge- — 40 1,14 ’
firbt) 55 0,817
” — 60 |0,784
0,408 [[92 Std. — — 157 | 0,379
1,2 A0 S )| — 165 | 0,362
Harn- — — 165 | 0,362 -
stoff — — | 167 |06 Mittel
(unge- — — 192 103810
firbt) — 187 10,318
— — 207 0,288
1,2
Harnst, 7 Min {2 Std. | 90 Std. {10Schn.| 10 Schnitte
(fl;i?tg)te)- * |14 Min. { 45 Min. | > 240 < 0,248
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Bis zum Ende der Permeabilititsversuche keine Schidigungen.
Farbspeicherung aus gefirbtem Plasmolytikum stérker als aus ge-
wohnlicher Farblosung (vgl. Beobachtung Scarths, 1926, an
sauren Farbstoffen), so daB selbst Plasma deutlich gefirbt. Elektiv
gefidrbte SchlieBzellen auffallend turgeszent.

In den Versuchen der Tabellen 13 und 14 setzte die Firbung
die Permeabilitit fiir Harnstoff und Glyzerin im Farbungs- wie im
Entfiarbungsversuch stark herab, fiir Glyzerin stirker als fiir Harn-
stoff.

Tabelle 14.
(Daucus; Glyzerinpermeabilitit.)
Dauer der _
Versuchs- lPl'.‘l’{s‘“'. \?vser;ltoitﬁ giﬂ:i P’
datum el '™ | mol Trau-| Wisse- | Vor- Wass?]"g- zeit in d
benzucker| rung | firbung F;r%‘:mg Min.
28.9. 1949 0527 |2 8td. | — — 22 |1,44
_ — 23 |1,363
_ — 23 | 1,363
o — — 24 | 1,307
e3i’ — 24 [1,8071 Mittel
(Z gl 24 [1,807( 1,262
ung — — 25 11,252
farbt) — 97 |1155
— - 29 1,083
” — — 30 |1.044
10 Min.| 2 Std. | — 44 |0,712
— 45 | 0,697
0,9 — 51 |0,615
Gly- — 62 0,505 | -
zerin — 60 0,522 %![151;331
(ge- — 72 {0483
firbt) — 80 0,392
» — 93 10,338
, . — 90 {0,348
29.9. 1949 29 Std, — 11 2,25} Mittel
ad oMin.J| — 13 [190] 2,07
(unge- 2 Std.|| 27 Std. | 7 Schn.| 7 Schnitte
farby) 10 Min. {4 Min:} 8 Min. | >60 | <0412

Hitzeresistenaz.

Die Versuche der Tabellen 15 und 16 ergaben im Férbungs-
wie im Entfirbungsversuch in allen Fillen iibereinstimmend starke
Verminderung der Hitzeresistenz durch die Fiirbung.



Verinderungen von Plasmaeigenschaften durch-Vitalfarbstoffe. 815

Tabelle 15.
(Daucus; Hitzeresistenz.)

Temperatur: 55,7—56,5° C; Plasmolyse in 0,8 mol Traubenzucker (im Fall
der Kontrollschnitte mit Neutralrotzusatz).

Versuchs- Dauer der 9% der lebendenZellen nach Erhitzen von
datum Wisserung Fdrbung 3 Min. | 5 Min. 7 Min.
3.10. 1949 | 1Std.30 Min. — 100 Mittel 56 Mittel 0 Mittel
- 10000 | B0rT6s | 010
— 100 86 0
10 Min. 1Std.21 Min.| 65 Mittel 0 l Mittel 0 Mittel
S¢Tsg | 217 | 91 0
58 of b 0
Tabelle 16.

(Daucus; Hitzeresistenz.)

Versuchsdatum: 4. 10, 1949. Temperatur: 55,2—55,5° C. Plasmolyse
in 0,8 mol Traubenzucker (mit Neutralrotzusatz).

Dauer der % der lebenden Zellen nach Erhitzen von
‘Wisserung | Fiérbung ;Vhﬁ‘s;:&t::g 2 Min. 4 Min. | 6 Min. 8 Min.
195td.80Min  — I }Mittel lgg}Mittel }88}Mitte1 ﬁﬂ}Mmel

— 100) 100 | 98 97 99 |o3 45
10 Min. |1Std.18Min.|18Std. 3Min. lgg}MJ;tgl gg Mittel Zg Mittel 8 Mittel
el 96 | g7 54 | 5[ 17

Resistenz gegen osmotische Volumsidnde-
rungen. Zur Lebensreaktion gefiirbte wie gewisserte Schnitte
nach 2. Plasmolyse in Pyroninlosung (siehe S.795). In ersteren trotz
bestehender Prune-pure-Fiarbung der Vakuolen lebender Zellen nun-
mehr auch Pyroninspeicherung, kenntlich am Auftreten griiner
Vakuolenfluoreszenz im UV-Licht (in toten Zellen fehlend).

Wie aus Tabelle 17 ersichtlich, wurde die Resistenz im Fér-

bungs- und im Entfirbungsversuch in allen Féllen iibereinstimmend
stark herabgesetzt,



816

Anna

Frite,

Tabelle 17.
(Daucus; Resistenz gegen osmotische Volumsinderungen.)

Anzahl lebender und toter Zellen nicht, wie iiblich, nach der 2. Plasmolyse
ermittelt, sondern nach der 2. Deplasmolyse in Pyroninlésung! 1. und 2. Plasmo-
lyse in 1,2 mol Traubenzucker.

Versuchs- Dauer der ll‘y’f-,i"ilé‘sm?'o‘i' %131%113221"
datum Wisserung Vorfirbung nxl‘:ss,;'r%?l% . T;ﬂgﬁg?- Zellen
4.10.1949 | 2 Std.35Min. — Wasser | 4Schnitte 100
10 Min. |2Std.35 Min. — Farblosg.| 60
— 40 ; Mittel 37
” - ” 10
2 Std.35Min. — 0,1 —
10 Min. | 25Std.35Min. — 60
—_ 50 3 Mittel 52
D) — » 45
2Std.35Min. — 0,3 —
10 Min. |2 Std.35 Min, — 95
— 85 + Mittel 83
» — 80
25td.35Min. — — 0,5 —
2 2 -
5.10. 1949 21 Std. — — Wasser | 99
- - o } Mittel 96
2] - - 90
10 Min. 2 Std 19 Std 15
2 ¢ Mittel 6
kh) ” 1
21 Std. — — 0,1 99
— _ 99 : Mittel 98
LAl - —_— 97
10 Min. 2 Std 19 Std 30
1t Mittel 11
” bkl 1
21 Std. — — 0,3 2 Schnitte 100
10 Min. 2 Std 19 Std 60
45 » Mittel 40
» » 15
21 Std. — — 0,5 —
10 Min. 2 Std 19 Std 85
50 ; Mittel 46
10
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Tradescantia albiflora Kunth.

Farbungsbild. Nach 15 Minuten Firbung Schnitte im
Hellfeld sehr schwach gefirbt, im UV-Licht zeigten die meisten
eine deutliche gelbgriine Plasmafluoreszenz (23 1le), in manchen
Fillen fehlte sie trotz Hellfeldfdrbung; Kerne und Vakuolen fluo-
reszierten nicht, die Membranen wiesen nur blaugriine Eigenfluores-
zenz auf, Nach */,stiindiger Fiarbung auch bei Hellfeldbeobachtung
das Plasma, ferner die Kerne und Vakuolen deutlich gefiarbt; die
Membranen blieben stets farblos. Mit 3stiindigem Verweilen im
Farbbad war das Fiarbungsmaximum erreicht (Hellfeld: 13 ga), die
Gesamtfirbung aber immer noch recht mi#Big. Plasmafiden und
Stromung (in den gefdrbten Schnitten langsamer als in den Kon-
trollen) waren zu beobachten. Nach 1tigiger Farbung waren auch
die Leukoplasten geférbt, Vermehrung und netzartige Verdichtung
der Plasmafiden um den Kern (vgl 8.799) fiel auf; die Plasma-
stromung war nunmehr erloschen.

Tabelle 18.
(Tradescantia; Viskositit.)

. Plasmolytilkum Dauer der
Versuchs- in mol

datum Traubenzucker

Rundungszeiten
in Min.

Wisserung | Vorfarbung

7.12.1949 0,25 30 Min.

55 ( Mittel 24,3

LT
Do
ot

5 Min. 30 Min. 25

g1 ( Mittel 33,5

9.12.1949 40 Min.

Mittel 20,5

P
&

5 Min. 40 Min. 8 Schnitte > 30
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Reversibilitdt der Farbung. Beim Ubertragen 15 und
75 Minuten gefidrbter Schnitte in Wasser nahm die Firbung zu-
nichst rasch ab, vollstindige Entfirbung trat bis zum Absterben
der Zellen nicht ein. Nach 5tigiger Wisserung waren in 15 Minuten
gefirbten Schnitten — ebenso wie in den Kontrollen — nahezu alle
Zellen tot.

Viskositit. Sowohl der Vergleich der Plasmolyseformen
gewisserter und gefirbter Schnitte 10 Minuten nach dem Einlegen
in das Plasmolytikum wie auch der Rundungszeiten (Tabelle 18)
lieB eine deutliche Viskositatserhhung durch die Farbung er-
kennen.

Permeabilitét.

Tabelle 19.
(Tradescantia; Permeabilitit.)
. _ | Osmot. Dauer der -
Pl t Depl
Versuchs lytilﬁﬁoin m‘zﬁﬁ_;ﬁ_ mol‘;};;zseit P’y
datum mol benzucker| Wisserung Vorfirbung in Min.
7.12.1949 0,225 30 Min. — 14 0,451
0.95 — 15 | 0,421
i — 16 | 0,395
si‘;f’; — 16 | 0,395 | Mittel
‘unge- — 18 | 0,351 ( 0,374
! — 19 10,332
firbt) _ 19 0,332
I — 20 0,316
5 Min. 30 Min. 19 (0),333
22 28
s 28 |0.225
a’g‘ 29 {0,217 Mittel
sto 30 [0,210( 0,241
(ge- 30 0210
firbt) 26 |0,243
31 0,204
3.12.1949 0,224 65 Min. — 16 1,09
0,3 — 19 0,916
Gly- — 21 {0,830 1r
zerin — 21 0,830 1\6(;%21
(unge- - 22 0,794 |
firbt) 22 0,794
- 24 |0,727
{Glyozf’ﬁn} 5Min. | 65Min. |7 Schn.| 7 Schnitte
(gefirbt) > 40 < 0,436
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Wie aus Tabelle 19 ersichtlich ist, wurde die Permeabilitit
fir Harnstoff wie fiir Glyzerin durch die Firbung stark herab-
gesetzt.

Die nur orientierenden Versuche iiber die Wirkung der Prune-
pure-Farbung auf die Hitzeresistenz unddie Resistenz
gegen osmotische Volumsidnderungen lassen er-
warten, daBl kein Unterschied zwischen gefirbten und gewisserten
Schnitten besteht.

Uber die Fluoreszenz des Prune pure.

Wie eingangs erwihnt, zeigt eine wiBrige Prune-pure-Losung
keine Fluoreszenz, jedoch vermag das lebende Plasma (z. B. der
Zwiebelschuppenepidermen) nach Firbung mit Prune pure zu fluo-
reszieren. Beobachtungen und Versuche, die diese Erscheinung dem
Verstindnis niherbringen koénnen, sollen uns im folgenden Ab-
schnitt eingehend beschéftigen.

1. Zusammenhang zwischen Plasmafluoreszenz
lebender Gewebe und Sauerstofftension.

GroBere Epidermisstiicke der Auflen- wie der Innenepidermis
der Zwiebelschuppen von Alliwm cepa wurden bis zu gleichmiBiger
Hellfeldfarbung in allen Schnitteilen gefirbt (1 :10.000, py 7,1).
Die Gewebe wurden mit einem Tropfen Farblésung sodann auf
einen Objekttriger gebracht und mit einem Deckglas bedeckt liegen-
gelassen. Bereits nach kurzer Zeit (bei der IE nach etwa 15 Minuten,
bei der AE nach lingerer Zeit) war makroskopisch im Schnitt-
inneren ein deutliches Ausblassen der Hellfeldfirbung nach BlaB-
gelb festzustellen; dieser ProzeB setzte sich rasch fort, und schlief3-
lich waren lediglich die Schnittrinder und die Zellgebiete um die
etwa unter dem Deckglas eingeschlossenen Luftblasen gefirbt
(Farbton in den entfirbten Teilen: 1 ca der Un e s m a - Farbtafeln).
Bei mikroskopischer Beobachtung waren Plasma und Kerne (in
der AE auch die Vakuolen!) der makroskopisch gelblich gefiirbten
Teile vollkommen farblos, ebenso die Membranen, nur an den
Schnittrindern war die normale Hellfeldfirbung erhalten geblieben.

Im UV-Licht fluoreszierte in derartigen Schnitten das Plasma
beider Epidermen in den im Hellfeld mehr oder weniger entfirbten
Teilen auBerordentlich grell gelbgriin (23 ia—24 l¢), die Kerne
waren darin als dunkle, nicht fluoreszierende Stellen ausgespart.
Die Membranen und die Vakuolen zeigten keine Fluoreszenz.
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Plasmastrémung und Konfiguration waren nach dieser Behandlung
unverdindert. Die unter Verlust der Hellfeldfirbung bei Luft-
abschluB erzielte Plasmafluoreszenz iibertraf an Intensitit bei
weitem die nach bloBer Farbung erhaltene; sie war im Gegensatz
zur normalen Plasmafluoreszenz an meinem Zwiebelmaterial stets
in der gleichen Weise sicher zu reproduzieren.

Wurde das Deckglas von derartig entfirbten Schnitten wieder
abgehoben, so war an der IE bereits nach 2 Minuten wieder eine
deutliche Blaufdrbung der vorher gelblichen Stellen wahrzunehmen,
nach 8 Minuten zeigten die Schnittrinder und die Schnittmitten
wieder den gleichen blauvioletten Farbton (14 ea—gc). An der IE
waren Plasma und Kerne wieder blauviolett gefdrbt, jedoch etwas
schwicher als vorher; merkwiirdigerweise zeigten nunmehr auch
die Vakuolen eine blaBblaue Farbung (der auf S. 799 beschriebenen
vergleichbar). Die unter Verlust der Hellfeldfarbung verstirkte
Plasmafluoreszenz hatte sich nunmehr wieder auf die urspriingliche
Intensitéit verringert. Das Plasma aller Zellen strémte bei vollig
ungeschiidigtem Aussehen recht lebhaft. Wurden die Epidermis-
stiicke erneut mit einem Deckglas bedeckt und lingere Zeit liegen-
gelassen, so wiederholte sich der beschriebene Vorgang aufs neue.

Sehr instruktiv gestaltete sich folgender Versuch: Epidermis-
stiicke der AE oder IE, die man auf die beschriebene Weise zum
Verlust der Hellfeldfirbung und Steigerung der Fluoreszenz ge-
bracht hatte, zeigten beim Durchsaugen einer verdiinnten, unschid-
lichen Losung von H,O, nicht niher bekannter Konzentration unter
dem Deckglas mit dem Vordringen der Losung schlagartigen: Ver-
lust der Fluoreszenz unter gleichzeitiger Sauerstoffentwicklung
(Gasblidschen). Wurde der gleiche Versuch im Hellfeld ausgefiihrt.
so brachte das Durchsaugen der Wasserstoffsuperoxydlosung eine
Blaufirbung der Schnitte mit sich. Fiir die Vitalitit dieses Vor-
ganges spricht die Plasmastromung aller Zellen nach dem Versuch:
selbst ein zweites Mal konnte dieser Prozef wiederholt werden,
ohne zum Absterben der Zellen zu fiihren (vgl. auch Pfeffer, 1889).

Schnitte, die unmittelbar nach 10 Minuten Farbbadbehandlung
in Wasserstoffsuperoxydlosung gebracht worden waren, zeigten
wohl Verlgschen der Fluoreszenz, aber keine Verdinderung der Hell-
feldfarbung.

2. Abhidngigkeit der Plasmafluoreszenz vom
Lebenszustand der Zellen.

50 Minuten gefirbte Schnitte der beiden Zwiebelepidermen mit
guter Plasmafluoreszenz wurden auf einen Objekttriger gebracht.
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mit einem Deckglas bedeckt, mehrmals durch die Flamme gezogen
und sofort beobachtet; in lebenden Zellen war die Fluoreszenz
erhalten geblieben, in nekrobiotischen deutlich geschwiicht und in
toten fehlte sie ginzlich (im Hellfeld waren Plasma und Kerne
aller Zellen der IE zunichst noch gefirbt).

Beim Ubertragen von IE-Schnitten mit guter Plasmafluoreszenz
in 1,0 mol Traubenzucker, anschlieBender Deplasmolyse in Puffer-
losung und erneuter Plasmolyse in 1,0 mol Zucker, waren nach der
zweiten Plasmolyse fast alle Zellen tot; ihnen fehlte auch jede
Plasmafluoreszenz (im Hellfeld waren Plasma und Kerne zuniichst
noch gefirbt).

3. Fluoreszenz der Farblosungen.

Wie erwidhnt, zeigt eine Prune-pure-Losung in der Konzen-
tration von 1 10.000 bei py 7,1 (Phosphatpuffer) im UV-Licht
keinerlei Fluoreszenz (mit gleichfalls negativem Ergebnis wurde
destilliertes Wasser, Pufferlosung und Rongalitlosung gepriift).
Stark saure (HCI) und stark alkalische (tertiires Phosphat) Farb-
16sungen zeigten wohl andere Hellfeldfarben (Rot bzw. Rotviolett),
fluoreszierten aber nicht.

Wurde eine Eprouvette mit Farblosung (1 :10.000, py 7,1)
gefiillt und mit einem Reduktionsmittel (etwa einer Messerspitze
Rongalit oder einer etwas groBeren Menge Na-Thiosulfat, Na,S,0;)
versetzt, so war nach Losung des Rongalits im Hellfeld wie im
UV-Licht keine Verinderung zu bemerken. Erst beim Erhitzen
dieses Gemisches trat an Stelle der gewohnten Blaufirbung des
Prune pure eine blasse, gelbliche Firbung (1—2ia, 1 ca). Im UV-
Licht zeigte die Losung nunmehr eine schwache, schmutziggelbe
(1 ge) Fluoreszenz, die sich beim Abkiihlen der Losung etwas ver-
starkte. Luftdichter Verschluf der — offenbar reduzierten — Lo-
sung erhielt die gelbliche Hellfeldfirbung wie auch die Fluoreszenz
unverindert, Durchschiitteln mit Luft férbte die Losung wieder
blau, die Fluoreszenz ging verloren. Bei Verwendung von Leitungs-
wasser oder destilliertem Wasser als Losungsmittel fiir den Farb-
stoff war der beschriebene Versuch in gleicher Weise zu wiederholen.

Orientierend wurden stark saure (HCI) und stark alkalische
(tertiires Phosphat) Prune-pure-Losungen gepriift: Die sauren,
roten Farblosungen waren mit Rongalit schon bei schwachem Er-
wirmen rasch zu reduzieren, sie firbten sich beim Durchschiitteln
mit Luft nicht mehr rot, wohl aber voriibergehend bei Zusatz von
Wasserstoffsuperoxydlosung. Stark alkaliche, rotviolette Farb-
16sungen lieBen sich nur unter lingerem, starkem Erhitzen redu-
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zieren und zeigten groBe Neigung zu erneuter Rotfirbung, In beiden
Fillen fluoreszierten die leicht geblich gefidrbten, reduzierten
Losungen stark gelbgriin.

Unbehandelte Farblosung (1 :10.000, py 7,1) wurde mit einem
gleichen Teil Xylol ausgeschiittelt: nach dem Absetzen war die
lipoide Phase im Hellfeld intensiv blau gefirbt, die wiBrige nur
schwach bldulich (vgl. Drawert, 1938). Im UV-Licht war nur
die blauliche Eigenfluoreszenz des Xylols wahrzunehmen.

Beim Ausschiitteln einer durch Rongalit entfirbten Prune-pure-
Losung (pg 7,1) mit gleichen Teilen von Xylol, Toluol, Benzol oder
Chloroform war nach dem Absetzen im Hellfeld die lipoide Phase
gelblich (1 ca) gefdarbt (die verwendeten organischen Losungs-
mittel waren im Hellfeld vollig farblos, ihre schwach blduliche
Eigenfluoreszenz fiel nicht stérend ins Gewicht), die wiBrige Phase
schwach blau (vermutlich durch Prune pure, das beim Ausschiitteln
mit Luft in Beriihrung gekommen war und dadurch wieder in seine
blaugefirbte Form iibergegangen ist). Im UV-Licht bot sich ein
iberraschendes Bild: Die wiilirige Phase zeigte keine Férbung,
jedoch die lipoide fluoreszierte auBerordentlich grell gelbgriin
(24 1c; lediglich bei Verwendung von Chloroform gelb: 24—1 ja);
die intensivste Fluoreszenz war beim Ausschiitteln mit Toluol und
Xylol zu beobachten, etwas schwiichere mit Chloroform und
Benzol". Durch ein Gelbfilter betrachtet, erhielt man etwa den
gleichen Farbton wie ihn das fluoreszierende Plasma lebender
Zellen zeigte .

Die durch Ausschiitteln mit organischen Losungsmitteln er-
zielte Fluoreszenz des Prune pure war ganz bedeutend intensiver
als die der wiBrigen Losung vor dem Ausschiitteln.

4. Wundrand und Plasmafluoreszenaz.

Zwiebelschuppen wurden nach Infiltration mit farbloser Puffer-
16sung (py 7,1) mit einer Pripariernadel mehrmals durchstochen
und in Farblosung (1 :10.000, py 7,1) iibertragen (vgl. Kiisters
Stichpunktversuche an ganzen Zwiebeln, 1984). Nach 1*/,stiindiger
Fiarbung zeigte die nunmehr freipriparierte IE in allen Teilen
gleichmiBige Hellfeldfirbung von Plasma und Kernen, die Zellen
in Wundnihe zusitzliche schwache Vakuolenkontraktion. Im UV-
Licht fluoreszierte das Plasma aller Zellen mit Ausnahme derer des

7 Dafl die Fluoreszenzfarbe wie auch -intensitiit vieler Fluorochrome
im molekular gelosten Zustand in wiBrigen Losungsmitteln anders ist als
in organischen, ist bereits in der Literatur beschrieben (s. Strugger,
1949 b, S. 27).
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Wundrandes. Nach Féarbung von 2 Stunden 14 Minuten wurde auch
die AE der gleichen Schuppe freipripariert: Im Hellfeld waren
dhnlich wie in den Stichpunktversuchen Kiisters (1934) in
2—3 Zellreihen um die Stichpunkte Plasma und Vakuolen bei
Vakuolenkontraktion gut gefirbt, in der nichstfolgenden Zone nur
die Vakuolen, wobei die Firbung mit zunehmender Entfernung
vom Stichpunkt schwiicher wurde; in einer dritten Zone war schlie3-
lich iiberhaupt keine Farbstoffspeicherung mehr wahrzunehmen. Im
UV-Licht fluoreszierten die Zellen unmittelbar um die Wunde nicht,
in der nichstfolgenden Zone fluoreszierte das Plasma sehr kriftig,
in der im Hellfeld géinzlich farblosen Zone war auch im UV-Licht
keinerlei Farbung wahrzunehmen (offenbar war der Farbstoff nicht
bis zu diesen Zellen vorgedrungen).

Es scheint demnach, daB die Stichpunkte dem Wundrand der
auf gewohnliche Weise préaparierten Schnitte entsprechen,

Ed

Auf Grund der mitgeteilten Beobachtungen und Modellversuche
diirfte die Plasmafluoreszenz lebender Zellen nach Prune-pure-Fir-
bung so zu erkliren sein, da das Plasma den Farbstoff
zu seiner im Hellfeld nur schwach gelblich ge-
férbten Form reduziert (Zaleski, 1910; Needham
and Needham, 1926; Brooks and Moldenhauer
Brooks, 1941; u. a.) und diese in den Plasma-
lipoiden gespeichert wird. Dabei steigert sich die
Fluoreszensintenitit stark und schafft vermutlich erst dadurch die
Voraussetzung, die Plasmafluoreszenz iiberhaupt wahrzunehmen®®.

Plasmafluoreszenz nach Prune-pure-Farbung wurde nicht nur
in den Zellen der Zwiebelepidermis beobachtet, sondern auch in
den Stengelepidermiszellen von Eranthis hiemalis, Vicia faba und
Tradescantia albiflora. Wurzelhaare von Trianea bogotensis, Blitter
von Elodea densa und E. canadensis u. a. zeigten nach Prune-pure-
Fiarbung keine Plasmafluoreszenz.

18 Ahnliches Verhalten fand ich auch bei dem dem Prune pure chemisch
nahestehenden Methylenblau (beide sind Chinonimidfarbstoffe). Analog dem
Prune pure (die blaue Form fluoresziert nicht), zeigt auch das Leu-
komethylenblau deutliche aber schwache blaugriine
Fluoreszenz (22ic—ia). Innenepidermen, die mit Methylenblau
(1:10.000, Leitungswasser) gefirbt worden waren, entfirbten sich im Hell-
feld bei Sauerstoffmangel unter dem Deckglas vollstindig (im Gegensatz
zur schwach gelblichen Firbung bei Prune pure), wobei im UV-Licht das
bis dahin farblose Plasma deutliche Fluoreszenz annahm. Nach Zufuhr von
Sauerstoff wurde die Plasmafluoreszenz binnen kurzer Zeit zum Verschwin-
den gebracht, wihrend die Blaufirbung zunahm.
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IV. Zusammenfassung.

Hellfeldbeobachtungen:

1. Mit Prune pure firbten sich Plasma und Kerne stets in der
inneren Zwiebelschuppenepidermis von Allium cepa, ferner in den
Stengelepidermen von Vicia und Tradescantia, hiufig auch in der
duBeren Zwiebelschuppenepidermis von Allium und in der Stengel-
epidermis von Eranthis. Plasmafirbung war ferner bei T'arazacum
zu beobachten, Leukoplastenfirbung bei Tradescantia. Diffuse
Vakuolenfirbung zeigten die AuBlenepidermis, Vicia, Daucus,
Tradescantia, Eranthis und Taraxacum. Die Membranen firbten
sich an den Schnittrindern bei Tradescantia und Eranthis und an
den toten Zellen von Daucus. Von Amaryllis und Begonia punctata
fiarbte sich keiner der Zellteile. Kriimelige Niederschlige waren in
den lebenden Zellen von Spirogyra und in den toten von Vicia,
Eranthis und Daucus zu finden.

Bei lingerem Sauerstoffabschlufl verschwindet vor allem im
Schnittinneren groferer Gewebestiicke die Blaufirbung und macht
einer blassen Gelbfirbung Platz. Bei Sauerstoffzufuhr ist der Vor-
gang riickliufig.

2. Der Farbstoff wirkte in meinen Versuchen auf die oben an-
gefiihrten Objekte nur sehr wenig schidigend.

3. Vollstindig auswaschbar war in den Reversibilititsver-
suchen nur die Hellfeldfdrbung von Plasma und Kernen in der
Innenepidermis und, soferne eine solche vorhanden war, auch in
der AuBenepidermis. Auffallend war das Auftreten einer leichten
Farbung der vorher ungefirbten Vakuolen in der Innenepidermis
bei linger dauerndem Wissern gefidrbter Schnitte. Die Hellfeld-
farbung des Plasmas von Vicia und Tradescantia, die Kernfirbung
von Tradescantia und die Vakuolenfirbung der AuBenepidermis,
Vicia, Daucus und Tradescantia war durch Wissern nicht zu ent-
fernen.

In allen Reversibilititsversuchen lebten die gefirbten und
anschliefend gewisserten Schnitte linger als solche, die in der
Farblosung belassen worden waren, aber kiirzer als die gewé#sserten
Kontrollen.

4. Die Viskositdt des Plasmas wurde durch die Prune-pure-
Férbung in den beiderseitigen Zwiebelschuppenepidermen, Vicia,
Daucus und Eranthis vermindert, bei Tradescantia erhdht.

5. Die Permeabilitiit fiir Harnstoff wie fiir Glyzerin wurde bei
allen untersuchten Obiekten, das sind die beiderseitigen Zwiebel-
schuppenepidermen, Vicia, Daucus, Tradescantia und Eranthis,
durch die Farbung gehemmdt.
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6. Die Hitzeresistenz wurde durch die Fiarbung bei der Innen-
epidermis und Daucus herabgesetzt, bei der AuBlenepidermis, Vicia
und Tradescantia nicht beeinflufit.

7. Die Resistenz gegen osmotische Volumsinderungen wurde
in der Innenepidermis, Vicia und Daucus durch das Prune pure
vermindert, in der AuBenepidermis und bei Tradescantia dagegen
nicht verdndert.

Fluoreszenzbeobachtungen:

1. Fluoreszenzfirbung nach Prune-pure-Behandlung wurde im
Plasma der beiderseitigen Zwiebelschuppenepidermen, Vicia,
Tradescantia und Eranthis beobachtet, ebenso im Kern von Vicia
und Eranthis. Vakuolen wie Membranen fluoreszierten nach Prune-
pure-Behandlung niemals. Plasmafluoreszenz war in den Wurzel-
haaren von Trianea bogotensis, den Blittern von Elodea densa und
E. canadensis u. a. nach Prune-pure-Behandlung nicht zu beobach-
ten, wobei auch im Hellfeld das Plasma ungefirbt blieb.

2. Die Fluorenszenzfirbung des Plasmas der beiderseitigen
Zwiebelschuppenepidermen war durch Wissern nicht auswaschbar.

3. Der im Hellfeld beobachteten Umférbung von Blau nach
BlaBigelb, welche mit Prune pure gefirbte Schnitte unter Sauerstoff-
mangel zeigen, geht eine starke Zunahme der Plasmafluoreszenz
parallel. Durch Sauerstoffzufuhr wird die Plasmafluoreszenz stark
vermindert, die Blaufirbung im sichtbaren Licht tritt wieder auf.

Die Fluoreszenzfirbung des Plasmas ist an dessen Lebens-
titigkeit gebunden.

4. Die unbehandelte Farblosung (1 10.000, py 7,1) zeigt keine
Fluoreszenz, auch nicht nach Ausschiitteln mit organischen
Losungsmitteln.

Beim Erhitzen der Farblosung mit einem Reduktionsmittel
(Rongalit, Natriumthiosulfat) tritt im Hellfeld Umfirbung von
Blau nach BlaBigelb ein, wobei die nicht fluoreszierende Form des
Prune pure in die schwach fluoreszierende {ibergeht; beim Ab-
kiihlen der Losung verstirkt sich die schwache Fluoreszenz ein
wenig.

Beim Ausschiitteln der reduzierten Losung mit organischen
Losungsmitteln geht die reduzierte Form des Prune pure (im
ny-Bereich um den Neutralpunkt) quantitativ in die lipoide Phase
iiber, wobei eine enorme Steigerung der Fluoreszenzintensitiit
erfolet: der Farbton dieser Fluoreszenz entspricht dem der Fluores-
zenzféirbung des lebenden Plasmas.

*

Sitzungsberichte d. mathem.-naturw, KI., Abt. T, 160, Bd., 10. Heft. 56
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Die vorliegende Untersuchung wurde im Rahmen einer
gréfleren, noch zu verdffentlichenden Versuchsreihe iiber den Ein-
flul weiterer Vitalfarbstoffe (Chrysoidin, Rhodamin B, Akridin-

orange und Pyronin) auf die verschiedenen Plasmaeigenschaften
ausgefiihrt.

Es ergab sich fiir alle diese Farbstoffe wie fiir Prune pure, dafl
die Plasmaeigenschaften unter dem Einfluf der Vitalfirbung in
der Mehrzahl der Fille im Sinne einer Verminderung verdndert
werden, womit weder eine morphologische Verdnderung der Zellen
noch eine wesentliche Verkiirzung der Lebensdauer verbunden sein
muB. Die Farbstoffwirkung betrifft nicht immer alle untersuchten
Plasmaeigenschaften, es konnen am gleichen Objekt die einen stark
verdndert werden, die anderen unverindert bleiben.

Es scheint, da die Wirkung der (hier studierten basischen)
Farbstoffe im Plasma mehr auf Grund ihrer gemeinsamen physi-
kalisch-chemischen Eigenschaften zustande kommt als durch ver-

schiedenartige chemische Bindung mit Strukturelementen des
Plasmas.
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