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Einleitung.

Die Desmidiaceen gehoren neben anderen Siifwasseralgen zu
den beliebtesten Versuchsobjekten der Algenforscher. Sie stellen
heute eine in systematisch-morphologischer Hinsicht iiberaus gut
hearbeitete Gruppe dar. Ihre zellphysiologische Erforschung lag
jedoch viele Jahre hindurch noch recht im argen. Erst in jlingerer
Zeit, vor allem seit Cholnoky und Hofler (1950) darauf
hinwiesen, dafl Hochmooralgen ein ausgezeichnetes Material fiir
vergleichend zellphysiologische Studien darstellen, werden die
Desmidiaceen nun auch einem intensiven zyvtologisch-physiologi-
schen Studium unterworfen.

Schon friih erweckten die Gipskristalle der Endvakuolen von
Closterien die Aufmerksamkeit der Forscher. Mit diesen beschiif-
tigten sich de Bary (1858), Fischer (1884), Steinecke
(1926) und vor allem Kopetzky-Rechtperg (1931). Letz-
terer untersuchte auch ausfithrlich die von Nigeli (1849),
de Bary (1858), Low (1878) und Fischer (1884) bhe-
schriebenen ,,Zersetzungskorperchen®, die hiiufig bei Pleurotaenien
und anderen Desmidiaceen-Gattungen auftreten, und schligt statt
Zersetzungskorperchen den Ausdruck ,,Gallertkorperchen® vor.

Uber die Zellwand mit ihrem Porenapparat liegen ausfiihr-
liche Arbeiten von Hauptfleisch (1888), Liitkemiillier
(1894, 1902, 1917) und von van Wisselingh (1912) vor. Mit
den Gallerten, die KX rieger nach ihrer Funktion in Hiill-, Be-
wegungs-, Befestigungs- und Verbindungsgallerten einteilt, be-
schéftigten sich weiters Klebs (1885, 1887), Liitkemiiller
(1902), Schroder (1902), Hauptflecisch (1888) und Kol
(1927). Ho f1er (1926) beschreibt lokale Eisenspeicherung in der
Zellwand der Desmidiaceen. Kinzel (1953) berichtet ausfiihrlich
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iiber die Chemie und Physikochemie der Gallertbildung von Siif3-
wasseralgen, und H6fler und Schindler (1952) beschreiben
das Verhalten der Algengallerten bei Vitalfirbung.

Untersuchungen iiber die Plastiden der Desmidiaceen fiihrten
Litkemiiller (1883), Lutman (1910, 1911), West (1916)
und besonders Carter (1919 und 1920) durch. Weber (1937),
Kiister (1937) und Menk e (1934) untersuchten an Closterien
die Doppelbrechung der Chloroplasten. I£ib1l (1939 a, 1939 c,
1941) fiithrte Zentrifugierungsversuche an Micrasterias rotata
durch, wobei er vor allem die Restitution des zentrifugal verlager-
ten Chloroplasten ausfiihrlich beschreibt. Unter anderem zeigt er,
daB allein das stromende Zytoplasma den Chloroplasten wieder zu
seiner normalen Gestalt ausspannt, der Chloroplast selbst sich
dabei vollkommen passiv verhiilt. Er konnte weiter zeigen, daf} die
Form der Plastiden im entscheidenden MafBle vom Protoplasma
bestimmt wird. Vor Eibl stellte schon Andrews (1915) bei
Zentrifugierungsversuchen an Closterium moniliferum fest, daB
sich der Chloroplast zentrifugal verlagert und nach einiger Zeit
sich wieder riickverlagern kann. An d re w s beschreibt aullerdem
schaumige Plasmastrukturen, die durch das Zentrifugieren deut-
lich sichtbar werden. Jiingst berichtete Krebs (1951) iiber die
Plastidenkonsistenz verschiedener Desmidiaceen-Arten.

Uber die Protoplasmatik der Desmidiaceen liegen Arbeiten
von Wills (1880) und S chum ann (1875), die iiber die Plasma-
bewegung bei Closterium lunula berichten, vor. Kopetzky-
Rechtperg (1932, 1938) beschreibt bei Netrium digitus streifen-
formige Verdickungen des Wandplasmas. Krebs (1951, 1952)
bestimmt bei einer groBen Anzahl von Desmidiaceen-Arten den
osmotischen Wert und die Permeabilitit fiir Nichtleiter. Hofler
(1951) behandelt Desmidiaceenproben mit hypertonischen Soda-
losungen und stellt fest. daf sie normal plasmolysieren und oft
tagelang ihren Protoplasten intakt behalten, wihrend Gewebs-
zellen von Bliitenpflanzen gegeniiber Sodaldsungen bedeutend
empfindlicher sind und sehr bald Tonoplastenstadien liefern.
Loub (1951) stellte bei Resistenzversuchen mit Algen gegeniiber
Vitalfarbstoffen unter anderem fest, dafl die Mesotaeniales (Netrivum
und Cylindrocystis) gegeniiber den Desmidiales bedeutend empfind-
licher sind. Unter den Desmidiales zeigte sich lediglich Closterim
lunula gegeniiber Farbstoffen stark empfindlich.

Uber die Vak uolen der Desmidiaceen ist bisher noch wenig
bekannt. Barg (1942) findet zwischen den ILeisten des Chloro-
plasten von Closterium moniliferum eine groBe Anzahl von
eirunden oder kugeligen Vakuolen, die am unbehandelten Material
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schr gut sichtbar sind, und L 6 fler (1942) beobachtet an Pleuro-
taenium noduloswuin eine Unterteilung des zentralen Vakuoms in
cinzelne ,,Wabenkammern*.

Grundlegend Neues iiber die Vakuolen der Desmidiaceen
brachten Vitalfdrbestudien. Cholnoky und Hoéfler (1950)
stellten fest, dafl basische Farbstoffe, wie Neutralrot oder Neutral-
violett, bei entsprechendem p,-Wert die Zellséfte iiberaus deutlich
anfirben. Hierbei lieff sich beobachten, daff die Endvakuolen von
C'losterium libellula stets stark und, gegeniiber dem iibrigen Zell-
saft, metachromatisch verschieden gefirbt waren. Nach lingerer
Firbedauer trat bei den meisten Zellen eine Vakuolenkontraktion,
verbunden mit einer starken Vakuolenzerschniirung, ein.

Nach Cholnoky H6fler unterscheidet diese sich jedoch
wesentlich von der Vakuolenkontraktion, wie sie K iister (1926)
und Weber (1930) an Zellen von Gewebepflanzen feststellten:
Wihrend bei letzteren das Plasma stets stark aufquillt, kann bei
Algenzellen keine sichtbare Plasmaquellung festgestellt werden,
sondern die mikroskopische Beobachtung spricht fiir die An-
nahme, daBl die Vakuolenwénde bei den Algen sich vom Plasma-
wandbelag 16sen und daf farblose Fliissigkeit den Raum zwischen
Tonoplasten und Wandplasma einnimmt*. Somit stellt die Vakuolen-
kontraktion der Desmidiaceen ein, in gewisser Hinsicht grundsitz-
lich neues zytologisches Phinomen dar Jiingst konnte Hirn
(1953) bei Vitalfarbeversuchen mit Toluidinblau und Brillant-
kresylblau feststellen, daf der GroBteil der Desmidiaceenarten die
beiden Farbstoffe mit violettem Farbton speichert, eine kleine
Gruppe von Algen dagegen, zu der die Cosmarien vom Cosmariuin-
cucurbita-Typ gehoren, im Plasma griinblaue Kiigelchen erkennen
lassen. Hir n konnte weiter zeigen, daB sich die Arten mit violetter
Inhaltstarbung erst im hochalkalischen Bereich, das heiB3t oberhalb
des Umschlagspunktes der Farbstoffe, anfdrben, wihrend die Arten
vom Cosmarium-cucurbita-Typ sowie Cylindrocystis Brebissonii
den Farbstoff auch schon aus stark dissoziierten Farblosungen
speichern. Ahnliches hatten Hoflerund Schindler (1951) bei
Vitalfdrbeversuchen mit Toluidinblau in gestufter Wasserstoffionen-
konzentration gefunden.

Gegenstand der vorliegenden Arbeit sollen Untersuchungen
liber die Vakuolen der Desmidiaceen und deren Verhalten bei
Zentrifugierung und bei Vitalfirbung sein. In einem Kapitel wird
auch iiber Vitalfirbeversuche an vorher zentrifugierten Zellen be-
richtet werden.

Ritzungsberichte . mathem.-naturw. KL, Abt. 1, 163, Bd., 3. Helt, 12b
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Es sei gestattet, dem Vorstand des Pflanzenphysiologischen
Institutes der Universitiit Wien, meinem verehrten Lehrer Herrn
Professor Dr. Karl Hofler, fiir die Anregung zu dieser Arbeit
und die stindige Hilfe und Unterstiitzung meinen ergebensten
Dank auszusprechen.

Material und Methodik.

Das fiir meine Versuche verwendete Material stammte aus den
verschiedensten ésterreichischen Hochmooren. Vor allem waren es
Algenproben aus der Ramsau bei Schladming am Siidfufie des
Dachsteins®. Von diesen sind das Hochmoor in der Nihe des Gast-
hauses Karlwirt, kurz RMK (Ramsauer Moor beim Karlwirt)? ge-
nannt, und das Heimerlmoor, als RT (Ramsauer Torfmoor)' be-
zeichnet, die ergiebigsten Algenfundorte.

Uberaus reiches Algenmaterial stammte ferner aus Hoch-
mooren bei Tamsweg im Lungau. Hier dehnen sich noérdlich der
Strale Tamsweg—Sauerfeld groBe Moorkomplexe aus. Anlédfilich
einer algenotkologisch-soziologischen Exkursion, die Dr. W. Loub,
Dr.W. Url], Dr. K. Hilmbauer, A. Diskus und O. Kier-
mayer im Sommer 1952 in dieses Gebiet unternahmen, wurden
besonders die Moore in der Umgebung der Uberlingalm einer
genauen Untersuchung unterzogen (Loub 1953). Es stellte sich
heraus, daf die dortigen Moore und Schlenkenkomplexe alle Uber-
giange vom Flach- zum Zwischenmoor und schlieBlich zum extrem
sauren Hochmoor zeigen und daB jedes der Moore eine fiir sich
charakteristische Algengesellschaft beherbergt. Diesem giinstigen
Umstand war es zu verdanken, daf die dort gesammelten Algen-
proben iiberaus artenreich waren. Auch in Osterreich seltene Des-
midiaceen-Arten, wie Micrasterias americana und Docidivum undu-
latum, konnten in den dortigen Mooren oft massenhaft vorge-
funden werden.

Bestes Versuchsmaterial stand mir ferner aus Mooren bei
Karlstift* im Waldviertel zur Verfiigung. Die von dort stammen-
den Algenproben zeichnen sich vor allem durch ihren ungemeinen
Individuenreichtum aus. Besonders Micrasterias rotata, M. denti-
culata, M. Thomasiana var. notate und das groBe Closterium lunula
waren massenhaft und vielfach rein vertreten. Die genannten Arten
bildeten in den Algenflischchen, in denen sie weiterkultiviert

b Legit Prof. Dr. K. Héfler, Doz. Dr. H. Schindler, Dr. L. Krebs.
Vgl Hofler-Sehindler (1951); die Kartenskizze bei Chol-
noky-Schindler (1951); Krebs (1951); Hofler (1953).

* Legit Frl. cand. phil. T. Tollerian.



Die-Vakuolen der Desmidiaceen: 179

wurden, oberhalb oder auch unterhalb der Detritusschicht eine,
oft mehrere Millimeter dicke griine Lage, von der sich aus nach
oben zu kleine ,,Algenbdumechen‘ bildeten. Solche Algenbdumchen
sind sehr leicht mit der Pipette aufzusaugen und stellen dann ein
ideales, vollkommen detritusfreies Versuchsmaterial dar.

Das Aufsammeln der Algenproben im Moor geschah auf die
Weise, daB die meist schon mit freiem Auge am Grunde der seich-
ten Schlenken sichtbare griine Algenlage mittels eines groBen
Loffels vorsichtig abgehoben und, mit reichlich Standortswasser
versehen, in ein Algenflischchen von 50 bis 100 cem gebracht
wurde. Die Algenflischchen wurden sorgfiiltig etikettiert und gut
verschlossen nach Wien gebracht. Dort wurden sie zum Teil in den
grofen Nord- und Siidfenstern des Pflanzenphysiologischen Insti-
tutes oder im FlieBwasserbecken des Glashauses aufgestellt. Um
der Luft freien Zutritt zu gewihren, durften die Korkstopsel nur
lose aufgelegt werden. Es wurde ferner stets darauf geachtet, dafl
die Algenflischchen nie einer zu starken Sonnenbestrahlung aus-
gesetzt waren, wodurch die Temperatur des Standortswassers hitte
erthoht oder die Assimilationstédtigkeit der Algen unnatiirlich ge-
steigert werden konnen.

Fiir die nachfolgenden Zentrifugierungsversuche kam eine
elektrische Zentrifuge mit einer Maximaltourenzahl von 2500 Dbis
3000 Umdrehungen pro Minute zur Verwendung. Auf ihr war die
Geschwindigkeit mittels eines Drehwiderstandes regulierbar; die
jeweilige Tourenzahl auf einem Tourenzihler abzulesen. Wihrend
die Zentrifugierungsdauer bei den Versuchen von Objekt zu Objekt
verschieden gewdhlt werden muBte, betrug die Tourenzahl stets
2500 Umdrehungen pro Minute.

Als Vitalfarbstoffe kamen vor allem Neutralrot, Neutral-
violett, Toluidinblau und Brillantkresylblau zur Verwendung. Da
es galt, eine Zellsaftfirbung zu erzielen, muBten die Farbstoffe
in einer durch das Plasma leicht permeierfihigen Form geboten
werden. Dies ist bekanntlich dann der Fall, wenn der Farbstoff
molekular vorliegt. Die basischen Farbstoffe sind im sauren Be-
reich dissoziiert, im basischen Bereich dagegen in Form von Mole-
killen vorhanden. Neutralrot und Neutralviolett konnten dank
ihres niederen Umschlagspunktes schon im Wiener Leitungswasser
(g um 7,8) gelost verwendet werden. Dagegen muBten Toluidin
blau und Brillantkresylblau, die einen viel héheren Umschlags-
punkt haben, in Pufferlosungen zur Verwendung kommen. Als
Puffer dienten Phosphatpuffer in den iiblichen Gewichts- und
Mischungsverhiltnissen. Die Farbstoffkonzentration war bei den
einzelnen Versuchen verschieden. Bei sehr empfindlichen Objekten

12b*
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kam der Farbstoff meist in einer Verdiinnung von 1 10.000, bei
resistenteren Objekten dagegen auch bei 1 2500 bis 1:5000 zur
Verwendung.

Die Fédrbung der Algen wurde in der von Cholnok y und
Hotler (1950) angegebenen Art durchgefiihrt: Die mittels einer
Pipette aus dem Algenfliischchen entnommene, moglichst detritus-
freie Probe wurde auf einen Objekttriger gebracht und mit einem
Streifen Filtrierpapier das fiir Firbeversuche schédliche Moor-
wasser griindlichst abgesaugt. Darauf wurde die Probe mit einem
groBen Tropfen der jeweiligen Farblosung versetzt und je nach
Versuch 3 bis 10 Minuten stehengelassen. Nach dieser Zeit wurde
die iiberschiissige Farblosung wieder abgesaugt, das Priparat
mittels eines Deckglases bedeckt und die mikroskopische Beob-
achtung begonnen. Bei Priiparaten mit wenig oder gar keinem
Detritus erwies es sich als vorteilhaft, nach der Einfirbung die
Farblosung griindlich abzusaugen und an ihre Stelle farblose
Pufferlésung (bzw. Leitungswasser bei Einfirbung mit Neutralrot
oder Neutralviolett) zuzugeben.

Dies hat den Vorteil, daf durch iiberschiissige Farblosung
keine Uberfirbung und damit Schidigung des Versuchsmaterials
eintreten kann. Bei Priparaten mit reichlich Detritus ist das
Durchsaugen einer reinen Pufferlosung nicht unbedingt notwendig,
da der GroBteil des iiberschiissigen Farbstoffes von den Detritus-
teilchen gebunden wird und es dadurch zu keiner Uberfiirbung der
Algen kommen kann. Auch bei den spiter beschriebenen Ver-
suchen iiber Entfirbeerscheinungen durfte aus methodischen
Griinden die iiberschiissige Farblosung nicht durch eine reine
Pufferlosung ersetzt werden.

Die mikroskopische Untersuchung der gefirbten Priparatc
erfolgte stets bei Tageslicht ohne jede Filterung. Die wiihrend der
Untersuchung gemachten Beobachtungen wurden mit genauer Zeit-
angabe protokolliert. Die Zeichnungen wurden auf Grund genauer
mikrometrischer Abmessungen hergestellt.

Die Vakuolen der Desmidiaceen sind an lebenden, unbeein-
fluBten Zellen ihres farblosen Zellsaftes wegen nur schwer fest-
stellbar. AuBerdem besitzt jede Zelle noch einen oft méchtigen
und kompliziert gebauten Chloroplasten, der bei mikroskopischer
Betrachtung die Vakuolenverhiltnisse weitgehendst undeutlich
macht. So sind wir also, wenn wir iiber Grofe und Lage der
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Vakuolen Klarheit haben wollen, gezwungen, entweder ideal
giinstige Zellen, d. h. solche mit schwach ausgebildeten Plastiden,
zu untersuchen oder die Zellen von auBlen her zu Dbeeinflussen.
Letzteres kann entweder durch Fiarbung der Vakuolen mittels
Vitaltarbstoffen oder auch durch Zentrifugierung der Zellen, wobei
sich der Chloroplast zentrifugal verlagert und die Vakuolenriume
sichtbar werden, geschehen. Freilich muff man aber stets darauf
bedacht sein, daf bei genannten Methoden, auch wenn sie noch
so schonend angewendet werden, Veridnderungen der Vakuolen
gegeniiber denen von unbeeinfluften Zellen auftreten, die uns dann
Anlafl zu falschen Schliissen geben konnten. Man kann daher aus
Vitaltirbe- bzw. Zentrifugierungsbildern nur mit Vorsicht auf die
tatsiichlichen Verhéltnisse bei unbeeinfluften Zellen schliefen.

Einige Vertreter der Gattung Closterium und FPleurotaenium
offenbaren uns jedoch schon vollkommen unbeeinflut ihren
Vakuolenbau. So erkennt man bei den groflen Closterium-Arten
(Cl. lunula, Cl. libellula) neben den in der Literatur wegen ihrer
Kristalle so oft beschriebenen ,,Endvakuolen auch noch eine
groflere Anzahl von Vakuolen zwischen den Leisten des rippen-
walzenformigen Chloroplasten (vgl. Barg 1942 bei CIl. Ehren-
bergii). Diese Vakuolen sind in den Polen der Zelle, also dort, wo
der Raum zwischen den Chloroplastenleisten sehr eng ist, nur
klein, werden jedoch gegen die Zellmitte zu, wo die Zwischen-
riume der Chloroplastenleisten bedeutend gerdumiger sind, immer
grifer. Die Form und Gestalt der Chloroplastenleisten wird durch
diese Vakuolen bestimmt. Die Vakuolen sind voneinander durch
teine, vollkommen hyaline, mikrosomenfreie und nicht
stromende Plasmalamellen getrennt. Diese plasmati-
schen Vakuolenwanderungen unterscheiden sich vom wandstéin-
digen, stark strémenden und durch viele Mikrosomen deutlich
granulierten Plasma sehr wesentlich. Die einzelnen Vakuolen
liegen bei ungeschiidigten Zellen so eng nebeneinander, dafy zwi-
schen ihnen kein Raum frei bleibt. Sie verkleinern sich dagegen
bei pathologischen Veréinderungen der Zelle, werden kugelig oder
elliptisch und isolieren sich voneinander (Tonoplastenbildung).
Die Chloroplastenleisten passen sich in solchen Fillen den abge-
rundeten Vakuolen an und nehmen einen wellig gewundenen Ver-
lauf. AuBer in den Endvakuolen konnte ich sehr hiiufig auch in
den Vakuolen zwischen den Chloroplastenleisten Kristalle vor-
finden. In kleinen Vakuolen lag meist nur ein Kristall, in den
groferen dagegen hiufig auch mehrere.

Bei Pleurotaenium truncatum und Pl. Ehrenbergii ist das
zentrale Vakuom ebenso wie bei Plewrotaenium nodulosum
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(Czurda 1937, Hofler 1942, 1951) in einzelne groBe Waben-
kammern gegliedert. Ich moéchte den von Hofler fiir die zen-
tralen Vakuolen von Pleurotaenium nodulosum verwendeten Aus-
druck ,,Wabenkammern‘ oder ,,Wabenvakuolen* auch bei meinen
Arbeiten weiterhin verwenden. Diese sind meist von rechteckiger
Gestalt und voneinander ebenso wie die Wabenvakuolen der be-
schriebenen Closterien nur durch feine, hyvaline Plasmalamellen
getrennt. Zu dem System der zentralen Wabenvakuolen stehen
auch die beiden Endvakuolen in Beziehung. Sie unterscheiden
sich duBerlich von den zentralen Wabenvakuolen nur durch ihre
stets runde Gestalt und den Gehalt an groBen, prismenformigen,
untereinander oft zu einem Kiumpen verklebten Kristallen
(Kopetzky-Rechtperg 1931). AuBer diesen Vakuolen 148t
sich aber knapp iiber, zwischen oder unterhalb der peripheren
Chloroplastenbinder ein System von kleinen, mehr oder minder
polygonalen Vakuolen erkennen. Man kann daher an Plewrotae-
nium truncatum und Pl. Ehrenbergii innerhalb einer Zelle zweierlei
untereinander zusammenhingende Vakuolensysteme feststellen:
Ein zentrales System von groBen, nahezu rechteckigen
Kammern, in welches auch die runden Endvakuolen mit einbe-
zogen sind, und ein peripheres System, bestehend aus
kleinen polygonalen Wabenvakuolen. Diese Anordnung der Vaku-
olen ist fiir den inneren Bau der Zellen sehr vorteilhaft: Durch
den Turgordruck der zentralen Vakuolen werden die Chloro-
plastenbénder wandwérts gedriickt. Diesem Druck von innen wirken
die peripheren Wabenvakuolen oberhalb der Chloroplastenbénder
entgegen. Auf diese Weise liegen diese zwischen den zentralen
und den peripheren Wabenvakuolen elastisch eingebettet und
werden von letzteren zu ihrer bandférmigen Gestalt mit relativ
groBer Oberfliche plattgedriickt.

Am 30. Jinner 1952 untersuchte ich Algenmaterial, das im
Sommer 1951 in der Ramsau gesammelt und nach Wien gebracht
worden war. Im folgenden Winter froren einige Proben davon
leicht ein, tauten jedoch schon kurze Zeit darauf wieder auf. Das
leicht eingefrorene Algenmaterial enthielt Pleurotaenium minutum
(= Penium minutum) nahezu rein. An den Zellen dieser Art
zeigten die Vakuolen eine eigenartige Ausbildung: In jeder Zelle
waren drei grofle, runde oder ovale Vakuolen sichtbar. Eine davon
lag stets in der Mitte der Zelle, die anderen zwei rechts und links
in den Halbzellen. Jede dieser Vakuolen war stark mit kleinen
braunen Kornchen (Kopetzky’sche Gallertkorperchen) erfiillt.
Durch solche Kornchen erschienen die Vakuolen meist dunkel-
braun und von einer kompakten Masse erfiillt. In zahlreichen
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7ellen waren die drei genannten Vakuolen zwar deutlich sichtbar,
enthielten jedoch keine oder nur ganz spérlich Koérnchen. Diese
wenigen Kornchen bewegten sich in {iberaus lebhafter BMB, was
auf die geringe Vikositidt der Fliissigkeit innerhalb der Vakuolen
hinweist. In 0,9 mol Traubenzucker gaben die Zellen eine voll-
kommen normale Konvexplasmolyse, bei vorsichtiger Deplasmo-
lvee mit abgestuft sinkenden Traubenzuckerkonzentrationen nahm
der verkleinerte Protoplast wieder seine urspriingliche Lage ein;
die drei Vakuolen waren auch nach Deplasmolyse wieder deutlich
sichtbar.

Nach diesen Beobachtungen an frischen, unbeeinfluBBten
Zellen von Closterium lunula und CI. libellula sowie Pleurotaeniin
truncatum, Pl. Ehrenbergii und Pl. minutum schienen Zentri-
fugierungsversuche an diesen sowie an anderen Desmidiaceen-
Arten von Interesse.

I. Zentrifugierungsversuche.

Closterium lunula zeigte nach einer Zentrifugierungszeit von
10 Minuten bei 2500 Touren allgemein eine starke Verlagerung
des Chloroplasten. Die zentripetale Endvakuole mit ihren Gips-
kristallen war meist verschwunden. Dafiir fanden sich iiberall im
Zellraum eine groBere Anzahl von Kristallen. Selbst der wand-
stindige Plasmastrom fithrte mehrere Kristalle mit sich. Die
zentrifugale Endvakuole war stets normal erhalten und enthielt
eine groBe Anzahl von Kristallen. Das Vakuom an Stelle des ver-
lagerten Chloroplasten ist durch feine, hyaline Plasmalamellen in
zahlreiche groBere und kleinere Wabenkammern unterteilt. Knapp
unter dem wandstédndigen, in feinen Fiden stromenden Plasma
liegen kleine, mehr oder minder rundliche periphere Waben-
vakuolen, darunter wieder die groflen zentralen Wabenvakuolen.
Ein deutliches Wabenwerk ist jedoch nicht an allen Zellen ciner
zentrifugierten Probe zu sehen. Sehr hiufig ist an Zellen mit
stark verlagerten Chloroplasten an Stelle des Wabenwerks nur
ein groBer, einheitlicher Vakuolenraum festzustellen.

Gleiche oder #hnliche Verhdltnisse nach Zentrifugierung
konnten auch an Closterium acerosum, Cl. striolatum und
Cl. libellula festgestellt werden. Bei Closterium libellula und
Cl. striolatum verlagerten sich die Endvakuolen zusammen mit
den Chloroplasten, wobei sie ihre runde Gestalt beibehiclten. Bei
Closterium libellula ist das aus polygonalen Vakuolen bestehende
Wabenwerk ganz besonders deutlich sichtbar.

Bei Zentrifugierung (25 Minuten bei 2500 Touren) tritt auch
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bei Pleurotaeniwmn truncatum und Pl. Ehrenbergii eine starke
Verlagerung des Chloroplasten ein. Sowohl bei Léings- als auch
bei Seitenverlagerung des Chloroplasten wird das Wabenwerk
sehr deutlich sichtbar (Abb.1). Man kann wiederum eine
Gliederung in grofle, rechteckige, zentrale und kleine, polygonale,

A
Abb. 1. Abb. 2. ADD. 3.

Abb. 1. Pleurotaenium truncatum. Der Chloroplast nach Zentrifuge stark
lings verlagert. Im chloroplastenfreien Raum die Wabenvakuolen deutlich
sichtbar.

Abb. 2. Pleurotaenium truncatumn. Die mit Brillantkresylblau gefidrbten Va-
kuolen beginnen sich zu entfdrben.

Abb. 3. Pleurotaenium truncatum. Die Entfirbung ist weiter fortgeschritten;
nur mehr die groBe Wabenvakuole in der Zellmitte schwach gefirbt.
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periphere Wabenvakuolen treffen. Bei der zentrifugalen Verlage-
rung des Chloroplasten reien oft kleine Teile desselben ab und
liegen dann als griine, ,,zungenformige* Stiicke zwischen den
Vakuolen eingebettet. In den kleinen peripheren Wabenvakuolen
heobachtet man sehr hiufig eine grofle Menge von kleinen bis
kleinsten Kornchen in lebhafter BMB. Es handelt sich dabei um
,junge Gallertkérperchen, aus denen sich spiter die grofien,
dunkelbraunen, meist in den zentralen Vakuolen gelegenen
Klumpen von Gallertkorperchen bilden. Die braunen Klumpen
verlagern sich bei Lingszentrifuge und liegen dann, zu einer
braunen Masse zusammengepackt, am #duBersten zentrifugalen
Ende der Zelle (Kopetzky-Rechtperg 1931). Bei Seiten-
zentrifuge finden sie sich zu kleinen Portionen reihenweise an der
zentrifugalen Léngsseite. Die Endvakuolen sind nach Léngs-
zentrifuge meist nicht mehr festzustellen. Sie bleiben jedoch bei
seitlicher Verlagerung des Chloroplasten normal erhalten. Bei
einer in schriger Richtung zentrifugierten Zelle war auch die
zentripetale Endvakuole verlagert. Diese war im untersten Drittel
der Halbzelle als runde, von den iibrigen Wabenvakuolen deutlich
abgegrenzte und mit einer grofen Anzahl von Kristallen erfiillte
Vakuole sichtbar.

Micrasterias rotata (ebenso M. Thomasiana var. notata,
M. denticulata, M. americana, M. apiculata, M. lruncata) hatte
nach 15 Minuten Zentrifuge bei 2500 Touren den Chloroplasten
miBig stark bis stark zentrifugal verlagert (vgl. Eibl 1941).
Vom Chloroplasten ziehen feine, kérnchenreiche. stark stromende
Plasmafiden wandwirts. Das an Stelle des verlagerten Chloro-
plasten sichtbare Vakuom wird nur von stromenden Plasmafiden
durchzogen, erscheint sonst aber vollkommen einheitlich. Nur bei
Micrasterias rotata, M. denticulata und M. Thomasiane kann man
manchmal in den Enden der Seitenlappen ein Netz aus feinen
Plasmafiden beobachten. Anders verhilt sich dagegen Micrasterias
truncata: Hier zeigt sich bei Zellen mit schwach ausgebildetem
Chloroplasten nach Seitenzentrifuge an Stelle des verlagerten
Chloroplasten ein deutliches Waben werk (Abb. 4). Die plas-
matischen Wandungen der grofien polygonalen Wabenvakuolen
sind hyalin, mikrosomenfrei und nicht strémend. Die Vakuolen-
wandungen unterscheiden sich demnach von den am Chloroplasten
inserierten und wandwirts stromenden Plasmafiden (Eib1 1939)
sehr deutlich und sind mit solchen kaum zu verwechseln. Das
Wabenwerk kann bei Micrasterias truncata mehr oder weniger
deutlich auch noch oberhalb des verlagerten Chloroplasten weiter
verfolgt werden. So wie bei Closterium lunule kann man auch hier

Sitzungsherichte d. mathem.-naturw, Kl., Abt. I. 163. Bd., 3. Heft. 13
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nur bei einer geringen Anzahl von Zellen eines Priparates das
Wabenwerk sehen. Der groBere Teil der zentrifugierten Zellen zeigt
ein einheitliches Vakuom.

Bei Euastrum oblongum und Euwastrum ansatum zeigte sich
nach Zentrifuge kein Wabenwerk. Bei Euastrum Didelta dagegen
konnte ich einmal ein solches andeutungsweise feststellen
(Abb. 5).

Abb. 4.

Abb. 4. Micrasterias truncata. Chloroplast durch Schleuderung seitlich ver
lagert; ein groBmaschiges Wabenwerk wird sichtbar.

Abh. 5.

Abb.5. Euastrum Didelta. Chloroplast nach Zentrifuge seitlich verlagert. In
der einen Zellhédlfte ein Wabenwerk andeutungsweise zu erkennen.
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Auch bei Tetmemorus granulatus erkennt man nach ldngerer
Zentrifuge (30 Minuten bei 2500 Touren) ein deutliches und schon
ausgebildetes Wabenwerk. Uberaus elegant war eine wabige
Kammerung bei Spirotaenic condensata nach lingerem Zentri-
fugieren festzustellen. Hier ist das zentrale Vakuom, welches
durch die Verlagerung des schraubenbandférmigen Chloroplasten
deutlich sichtbar wird, in regelmidfig rechteckige
Kammern gegliedert.

Zusammenfassend kann somit gesagt werden, daBl das Vor-
kommen von Wabenvakuolen bei den Desmidiaceen nicht nur auf
die Gattung Closterium oder Pleurotaenium beschrinkt ist, son-
dern daBl auch bei Micrasterias truncata, Evastrum Didelta, Tetme-
morus granulatus sowie Spirotaenia condensata ein solches aus-
gebildet ist. Wabenvakuolen koénnen daher nicht als spezifisches
Merkmal einer bestimmten Gattung angesehen werden.

Am schonsten war das Wabenwerk nach Zentrifugierung
stets bei Pleurotaenien und Spirotaenia zu sehen. Bei Closterien
(Cl. lunula im besonderen) kann man ein solches nach starker
Zentrifuge (30 Minuten bei 2500 Touren) nicht mehr feststellen.
Bei Micrasterias truncata zeigten nur Zellen mit schwach ent-
wickelten Chloroplasten und mifBliger Verlagerung ein Waben-
werk. Endlich konnte ich bei Ewastrum Didelta, welches einen
starken Chloroplasten besitzt, nur ein einziges Mal, und da nur
andeutungsweise, ein wabiges Vakuom feststellen. Es ist wahr-
scheinlich, daB bei Verlagerung eines massiven Chloroplasten (wie
z. B. bei Euastrum Didelta oder bei Micrasterias truncata) die feinen
Plasmalamellen der Wabenvakuolen zerreiBen, ein Wabenwerk
daher nicht mehr feststellbar ist. Die diinnen peripheren Chloro-
plastenbinder der Pleurotaenien dagegen konnen sich bei Zentri-
fuge aus den Wabenvakuolen, zwischen denen sie eingebettet
liegen, zuriickschieben, ohne dabei das Wabenwerk selbst zu zer-
storen*. Ahnlich wie bei den Pleurotaenien verhilt sich auch der
schraubenbandfsrmige Chloroplast von Spirotaenia condensata.

Nach dieser Uberlegung scheint es moglich, daB auch andere
Desmidiaceenarten, bei welchen bisher noch kein Wabenwerk fest-
gestellt werden konnte, ein solches ausgebildet haben, dal jedoch
die feinen Plasmalamellen desselben bei der zentrifugalen Ver-
lagerung des massiven Chloroplasten zerrissen und so nicht mehr
festeestellt werden konnen.

"*Gicklhorn und Moschl (1929) fanden bei Zentrifugierungs-
versuchen an Chladophora, daB sich dort der (periphere) Chloroplast ohne
das Wabenwerk zu zerstoren verlagern kann.

18+
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II. Vitalfdrbeversuche.

Wie Cholnoky Hofler (1950) zeigten, stellen die Des-
midiaceen ideale Versuchsobjekte fiir Vitalfarbestudien dar. Da,
wie vorne beschrieben, bei einer Anzahl von Algen eine deutliche
Ausbildung von ,,Wabenvakuolen* festgestellt werden konnte,
schien es von besonderem Interesse, diese auf ihr Verhalten bei
Vitalfarbung zu priifen. Dabei sollen auch die Endvakuolen ver-
schiedener Closterien- und Pleurotaenien-Arten hinsichtlich ihrer
Farbstoffspeicherung vergleichend untersucht werden.

Closterien.

Im Februar 1952 stand sehr schones Closterien-Material aus
Karlstifter Hochmooren zur Verfiigung. Es waren daher Vertreter
dieser Gattung, mit denen ich die Vitalfarbestudien begann. Be-
sonders reichlich war die groBe Art Closterium lunula vorhanden.
Durch die GroBe und die zarte unskulpturierte Zellwand erschien
mir gerade diese Art fiir Féarbeversuche besonders geeignet. Da
es galt, das komplizierte Vakuolensystem zu studieren, kamen fiir
die folgenden Versuche nur basische, leicht permeierfihige Farb-
stoffe, wegen der groBen Empfindlichkeit (Loub 1951) vor allem
Neutralrot, zur Verwendung. Die Farbstoffkonzentration war bei
den verschiedenen Versuchen verschieden hoch und bewegte sich
zwischen 1:2500 bis 1:10.000. Neutralrot wurde ungepuffert in
Wiener Leitungswasser (py um 7,8) geboten.

Im Vitalfdrbeversuch zeigte sich Closterium lunula als ein
sehr dankbares Objekt. Mit Neutralrot ergal sich schon nach
wenigen Minuten Firbedauer, nach einer anfinglich schwach
roten Membranfirbung eine deutliche Metachromasie (vgl
Cholnoky-Hoéfler 1950) in der Farbung der Wabenvakuolen
und der Endvakuolen. Wihrend letztere sich stets rosa anfidrbten,
waren die Wabenvakuolen rétlichviolett gefirbt. Die Bildung von
intensiv roten Entmischungskugeln konnte sowohl in den End-
vakuolen wie auch in den Wabenvakuolen festgestellt werden. Die
GroBe der Entmischungskugeln stand meist in einem direkten
Verhiltnis zur GroBle der Wabenvakuolen, in denen sie lagen. So
fanden sich gegen die Enden der Zelle zu viele kleine, gegen die
Mitte zu dagegen oft sehr grofie rote Kugeln. Die Endvakuolen
enthielten meist eine, seltener zwei groBe rote Kugeln.

Bei Verwendung einer hoheren Farbstoffkonzentration konnte
man verhéiltnismiBig rasch den Beginn einer Vakuolen-
kontraktion feststellen. Diese begann stets an
den Polen der Zelle (Abb. 6). Dort rundeten sich die
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Abb. 6. Closterium lunula. Mit Neutralrot geféirbt. End-

vakuolen gegeniiber den anderen Wabenvakuolen stirker

und metachromatisch verschieden geférbt. An den Polen
beginnende Vakuolenkontraktion.

kleinen rotlichviolett gefidrbten Wabenvakuolen
ab und wurden diinkler rosa. Sie verloren den
violetten Farbton vollkommen. Die grofien
mittleren Wabenvakuolen kontrahierten sich
erst viel spiiter. Mit zunehmender Firbedauer
wurden die Endvakuolen immer stirker rot
und glichen in Farbton und Intensitdt der Fér-
bung vollkommen den kontrahierten Waben-
vakuolen. Die Endvakuolen zeigten niemals
Vakuolenkontraktion. Aufféllig war, daf letztere
nach lingerer Firbedauer ihre runde Gestalt
verloren und eine mehr kegelférmige annahmen.

Nach sehr langer Firbedauer waren die
meisten Zellen eines Priiparates von intensiv
dunkelroten, kontrahierten Wabenvakuolen er-
fullt. Die Endvakuolen blieben dagegen auch
bei stirkster [Farbstoffspeicherung unkontrahiert
und zeigten iiberraschenderweise eine wesent-
liche VergroBerung ihres urspriinglichen Volu-
mens. Um die zeitlichen Verdnderungen wéihrend
der Farbung zu zeigen, soll im folgenden eines
der Versuchsprotokolle wiedergegeben werden:

Material: ,Karlstift®.
Farbstoff: Neutralrot 1: 3000, gelost in Wiener
Leitungswasser. Closterium lunula.

19. Februar 1952:

130 17" Farblosung dem Priparat zugesctzt.

130 19 Schwach rote Membranfirbung. Die Waben-
vakuolen sind rotlichviolett, die Endvakuolen
rosa gefirbt. Innerhalb aller Vakuolen Bildung
von intensiv roten Koérnchen. In den Endva-
kuolen je eine grofie dunkelrote Kugel.

13h 26’ Beginn einer Vakuolenkontraktion an den Polen der
Zellen. Die Wabenvakuolen runden sich dort ab und werden diinkler
rosa. Endvakuolen stirker rot gefirbt.

131 31" Die Endvakuolen zeigen auffallende Gestaltsverinderungen. Sie
nehmen eine kegelformige Gestalt an.

134 40’ Die Vakuolenkontraktion hat sich nun auch auf die mittleren Ab-
schnitte der Zelle erstreckt. Die kontrahierten Wabenvakuolen sind

Abb. 6.
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hier jedoch bedeutend groBer und weniger zahlreich als an den
Polen. Diese mittleren Vakuolen zeigen gegeniiber den polaren
noch eine deutlich rotlichviolette Farbung.

13h 49’ Die Endvakuolen sind sehr formverdinderlich. Sie strecken sich
manchmal spitzkegelformig in die Linge, gehen aber gleich wieder
in eine breite, flachgedriickte Iform {iber.

14h 08" Die Vakuolenkontraktion hat sich weiterhin verstirkt. In den Zell-
polen liegen zwischen den Chloroplastenleisten reihenweise kleine
bis kleinste dunkelrote Vakuolen, die scheinbar durch Zerfall von
vorher groBeren Vakuolen entstanden sind. Die groBlen mittleren
Vakuolen haben den violetten Farbton verloren und sind diinkler
rot gefirbt. Die Endvakuolen zeigen die gleiche Farbung wie die
mittleren kontrahierten Wabenvakuolen.

14h 18’ In vielen Féllen kann man eine deutliche Lageverinderung der End-
vakuolen feststellen. Eine um 18" 26" beobachtete Zelle hat die
Wabenvakuolen vollkommen entfédrbt. Nur die mitt-
leren groBen Vakuolen zeigen noch eine schwach rosa Tédrbunge.
Die Endvakuolen sind kegelformig stark formverdnderlich und
schwach rosa gefirbt.

141 35" Neuerliche Zugabe einer Farblosung.
20. Februar 1952:

110 15" Alle Zellen der Probe lebend. (Normale Plasmastrémung.) Bei den
meisten Zellen sehr starke Vakuolenkontraktion. Polare und mittlere
Wabenvakuolen gleich intensiv rot gefirbt. Die Endvakuolen sind
kegelformig und stark vergroBert. In der TFirbung gleichen sie
vollkommen den kontrahierten Wabenvakuolen. In einigen TFillen
nur geringe Kontraktion (Wabenvakuolen rosa), die Endvakuolen
dagegen stark vergrofert und intensiv leuchtend kardinalrot.

11h 49" Zugabe von Leitungswasser.

21. Februar 1952:

14h 05" Die Hiilfte der Zellen abgestorben. Die iibrigen zeigen noch deutliche
Plasmastromung, machen jedoch einen allgemein nekrotischen Ein-
druck. Die Endvakuolen sind riesig vergrofert, kegelformig und
intensivst rot. Zwischen den Leisten des Chloroplasten liegen
intensiv rot gefdrbte kontrahierte Vakuolen. Die Chloroplasten-
leisten haben sich den Formen der Vakuolen weitgehendst angepaBt.
Eine Anzahl von Zellen zeigt einen auffallend anderen
Typusinder Anfdrbung: Hier liegen zwischen den Chloro-
plastenleisten ziegelrot gefirbte, nur schwach Xkontrahierte
Wabenvakuolen. Auch die Endvakuolen waren hier nur schwach
ziegelrot gefdrbt. Mit der Plasmastromung werden kleine ziegel-
rote Vakuolen mitbewegt. Bei einer Zelle ist die Endvakuole in
drei kleinere ziegelrote Teilvakuolen zerfallen. Nach zirka 4 Minuten
fusionierten diese drei Teilvakuolen, und es entstand daraus wieder
eine ziegelrote, runde, nach auflen hin vollkommen normale End-
vakuole.

Nach den Neutralrotfarbungen an Closterium lunula schicn
es von Interesse, vergleichende Firbeversuche auch mit anderen
Closterienarten und mit anderen Farbstoffen durchzufithren. Im
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Herbst 1952 stand herrliches, frisches Algenmaterial aus Rams-
auer und Tamsweger Hochmooren zur Vertiigung.

Schon die ersten Firbeversuche zeigten auch bei anderen
Closterienarten deutlich metachromatische Farbebilder. So fiarbten
sich bei einer Farbstoffkonzentration von 1 10.000 nach kurzer
TFiarbedauer die Endvakuolen von Closterium libellula deutlich
violettrot an (vgl. Cholnoky-Hofler 1950), wihrend das
iibrige Vakuom nur schwach hellrot, in vielen Féllen sogar voll-
kommen farblos blieb. Gleiche und #hnliche metachromatische
Firbebilder lieferten auch Cl. navicula und Cl. abruptum. Bei
anderen Arten, so bei Cl. acerosum und Cl. parvwlum speichert
die Endvakuole im zeitlichen Férbeverlauf den Farbstoff zwar
schneller und intensiver als das Vakuom, eine deutliche Ver-
schiedenfirbbarkeit bestand jedoch nicht. Closterium striolatum
hlieb bei Versuchen im Oktober 1952 stets ungefdrbt (Hofle -
Schindler 1953). Es war daher auffallend als Hirn (1953)
feststellte, dal3 sich Closterium striolatum nur in den Winter-
monaten fdrbt. Tatséchlich gelang es auch mir, Ende November
1952 nach lidngerer Férbedauer die Vakuolen von CI. strio-
{atum mit Neutralrot zu fiarben. Auch hier speicherten die End-
vakuolen den Farbstoff zeitlich schneller und intensiver als das
itbrige Vakuom, Metachromasie war jedoch nicht zu beobachten.
Auch Closterium didymotocum blieb in den Versuchen sehr héufig
ungefirbt oder speicherte nur ganz schwach. Closterium rostratum
tarbte das Vakuom bis in den duBersten Endzipfel hinein einheit-
Iich rot. Hier war eine deutliche Unterscheidung zwischen End-
vakuole und iibrigem Vakuom nicht moglich.

Die Bildung von Entmischungskugeln und Kérnchen war all-
gemein zu beobachten. Die grofien, intensiv rot gefdarbten Kugeln
entstanden stets durch Fusion vieler kleiner roter Kriimel, die sich
sehr rasch nach Firbebeginn bildeten. Bei Closterium libellwlu
fand sich h#ufig eine stark gefirbte Endvakuole ohne Ent-
mischungskugel, dagegen lagen in den ungefirbten Wabenvaku-
olen groBe, intensiv rote Kugeln. Bei einer Closterium-navicula-
Zelle waren die Endvakuolen zu grofien roten Entmischungskugeln
geworden.

Noch deutlichere Fiarbebilder als bei den beschriebenen Neu-
tralrotfirbungen erreichte man bei Verwendung von Brillant-
kresylblau in einer Verdiinnung von 1:5000 oder 1:10.000. Da
der Farbstoff erst im hoheren alkalischen Bereich molekular vor-
liegt und durch das Plasma permeieren kann, wurde fiir die fol-
genden Untersuchungen eine auf py 9 bis p, 10 gepufferte Farh-
stofflosung verwendet.
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Closterium lunula, CL. libellula und Cl. navicula zeigten auch
hier eine eindeutig metachromatische Anf&rbung
der Endvakuolen gegeniiber dem Vakuom. Und
zwar speicherten bei den genannten Arten die Endvakuolen den
Farbstoff stets mit rotlichviolettem Farbton, wihrend
sich die Wabenvakuolen hellblau anfirbten. Besonders stark
war dieser Unterschied bei Closterium libellula zu beobachten.
Hier waren die Endvakuolen stets dunkelrotviolett, das Vakuom
hingegen nur ganz schwach hellblau oder auch vollkommen un-
gefdrbt. In den hellblauen Wabenvakuolen lagen meistens zahl-
reiche blaue Koérnchen oder Kriimel. Bei Closterium lunula trat
schon nach kurzer Firbedauer an den Polen der Zellen V ak u-
olenkontraktion ein. Die kleinen polaren Wabenvakuolen
rundeten sich ab, verloren ihren blauen Farbton und nahmen einen
rotlichvioletten, gleich dem der Endvakuolen an. Auch diese
kontrahierten Wabenvakuolen standen in einem deutlichen Farb-
gegensatz zu den iibrigen unkontrahierten Vakuolen. Ein kurzes
Versuchsprotokoll soll die zeitliche Anfarbung veranschaulichen:

Material Tamsweg (7a”) und Karlstift.
Farbstoff Brillantkresylblay, py 10,8, Konzentration 1:10.000.

29. Oktober 1952:

11h 53" Farbung.

12h 05" Closterium lunula: Allgemein schwach blaue Membranfirbung. In
einigen Fillen Endvakuolen schwach rotlichviolett gefédrbt, das
iitbrige Vakuom noch vollkommen farblos.

12h 09" Closterium lunula: Endvakuolen rétlichviolett gefirbt, das Vakuom
deutlich hellblau. Beginnende Vakuolenkontraktion an den Polen
der Zellen; und zwar liegen dort viele kleine, abgerundete Vakuolen
zwischen den Chloroplastenleisten, die die gleiche rotviolette IMér-
bung zeigen wie die Endvakuolen.
Closterium navicula: Die Endvakuolen sind rotviolett, das Vakuom
dagegen hellblau.
Closterium parvulum: Endvakuolen leicht rétlichviolett, das Vakuom
vollkommen farblos.
Closterium libellula: Die Endvakuolen sind auffallend stark rot-
violett gefdrbt. Die Wabenvakuolen sind hcllblan und enthalten
zahlreich intensiv blaue Farbkérnchen.

12h 35" Closterium lunula: Sehr deutlicher Unterschied in der Firbung der
Endvakuole zum Vakuom. Die kleinen kontrahierten Wabenvakuolen
in den Polen zeigen die gleiche Farbe wie die Endvakuolen,

Auch Toluidinblau, bei dem der Umschlagspunkt noch héher
liegt (vgl. Hofler-Schindler 1951, Hirn 1953), eignete
sich im hochalkalischen Bereich (py 12,5) gut zur Farbung der
Closterien-Vakuolen. Bei (. abruptum und Cl. navicula firbten
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gich hdufig nur die Endvakuolen an, wihrend das iibrige Vakuom
farblos blieb. Bei Cl. abruptum konnte man oberhalb der rotviolett
gefirbten Endvakuole einen vollkommen ungefidrbten Saftraum
teststellen, der, vom strémenden Plasma modelliert, stark gestalts-
verinderlich war. In dieser ungefirbten Vakuole bewegten sich
wenige 2—3 u grofe blaue Kornchen in starker BMB. Bei
('losterium striolatwm konnte man sehr hiufig oberhalb der nur
schwach rotviolett gefirbten Endvakuole eine oder zwei grofe,
intensiv violette kontrahierte Vakuolen feststellen. Die End-
vakuolen erschienen sehr klein, kugelrund und kompakt. Auch
bei Cl. acerosum fanden sich oberhalb der Endvakuolen hiufig
eine oder mehrere kleine, gefirbte und abgerundete Vakuolen.

Pleurotaenien.

Fiir die folgenden Versuche stand sehr gutes Material aus
Ramsauer Hochmooren (RMK)® zur Verfiigung. AuBerdem wurde
auch noch Pleurotaenien-Material, das im Jahre 1951 in der
Ramsau (RMK)® gesammelt und in Wien weiter kultiviert wurde,
verwendet. In diesem Material hatten sich die Zellen stark ver-
mehrt, zeigten jedoch gegeniiber den Zellen des Frischmaterials
deutliche Unterschiede. Vor allem fanden sich in jedem Praparat
eine grofle Anzahl von abnormal geformten, als Forma clavata be-
kannten Zellen. Ein weiterer Unterschied war der, dafl die Chloro-
plasten stets sehr massig und intensiv dunkelblaugriin waren.
Im zentralen Vakuom, das hier so wie bei Zellen des frischen
Materials in einzelne Abschnitte (Wabenvakuolen) gegliedert war,
fanden sich eine grofle Anzahl von dunkelbraun gefirbten Korn-
chen (Kopetzky’sche Gallertkorperchen). In den kleinen peri-
pheren Wabenvakuolen bewegten sich stets eine Menge von
kleinen bis kleinsten Kornchen in lebhafter BMB. Vielfach waren
solche Vakuolen von diesen Kornchen vollkommen erfiillt. In den
Endvakuolen lagen stets groBe, ovale bis sidulenformige, schein-
bar untereinander verklebte Kristalle, die sich von den Kérnchen
der Wabenvakuolen deutlich unterschieden. Durch diese grofen
und in ihrer Form anders gestalteten Korper sowie durch die
meist pralle Rundung tritt die Endvakuole gegen die anderen
Vakuolen stets deutlich unterschiedlich hervor.

Fiir die nachfolgenden Firbeversuche erwies sich vor allem
Pleurotaenium truncatum, daneben auch noch Pl. Ehrenbergii und

Legit Prof. Dr. K. Hofler und Doz. Dr. H. Schindler.

Legit Prof. Dr. K. Hofler, Doz. Dr. H. Schindler und
Dr.T. Krebs.
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Pl. trabecula als ausgezeichnetes Versuchsobjekt. Pleurotaenium
truncatum besitzt wie die meisten anderen Pleurotaenien nach
Carter (1919 und 1920) einen parietalen, aus einzelnen Bindern
bestehenden Chloroplasten, der je nach dem allgemeinen Zustand
der Zellen entweder dick-massig, undurchsichtig und dunkelgriin
oder aber auch nur aus diinnen, schmalen und lichtgriin durch-
sichtigen Bindern aufgebaut ist. Fiir meine Untersuchungen eig-
neten sich naturgemifl ganz besonders solche Zellen mit einem
diinnen, arm entwickelten Chloroplasten. An solchen erkennt man
sowohl zentrale als auch periphere Wabenvakuolen sehr deutlich.

Vitalfarbeversuche wurden mit Neutralrot, Neutralviolett.
Brillantkresylblau und Toluidinblau in einer Verdiinnung von
1 5000 bei entsprechender Pufferung durchgefiihrt.

Mit Neutralrot (1 5000, gelost in Wiener Leitungswasser)
zeigte sich schon nach kurzer Firbedauer, bei einer anfinglich
schwach roten Membranfirbung, wodurch vor allem die Gallert-
poren sehr deutlich sichtbar wurden, eine diffuse, hellrote Vaku-
olenfdrbung. Auffallend gegeniiber der Farbung bei Closterien
war jedoch, daf sich die Endvakuolen der Pleuro-
taenien weder durch ein schnelleres mnoch
durch ein intensiveres Anfdrben gegeniiber
den Wabenvakuolen unterschieden. Auch Meta-
chromasie trat nicht auf. Bei Pleurotaeniuin truncatwm farbten
sich die grofien zentralen Wabenvakuolen innerhalb der Chloro-
plastenbéinder rosa an. Die Endvakuolen zeigten entweder gleiche
oder etwas schwiichere Anfirbung als die Wabenvakuolen. So war
bei einer Zelle die Endvakuole der einen Zellhilfte stark rot
gefidrbt, die daranschlieBenden Wabenvakuolen dagegen nur
schwach rosa. Die Endvakuole der anderen Zellhdlfte war voll-
kommen farblos, die daranschlieBenden Wabenvakuolen dagegen
diinkler rosa. In vielen Fillen waren in ein und derselben Zelle
auch die Wabenvakuolen untereinander verschieden stark gefirbt.
Die in den.zentralen Wabenvakuolen sehr zahlreichen Kopetzky-
schen Korperchen waren niemals gefirbt.

Nach lingerer Firbedauer trat bei den meisten Zellen Vaku-
olenkontraktion ein. Auffallenderweise kontrahierten sich nur
die peripheren Wabenvakuolen oberhalb der
Chloroplastenbidnder. Die zentralen Vakuolen firbten
sich nur rosa an und blieben unkontrahiert. Die peripheren
Wabenvakuolen rundeten sich mit zunehmender Kontraktion
immer mehr ab, isolierten sich voneinander und wurden intensiv
rot. (Abb. 7). Der Raum zwischen den kontrahierten Waben-
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vakuolen und dem wandstindig stromenden Plasma erschien
ehenso wie bei den Closterien optisch leer. Einc Aufquellung des
Plasmas erfolgte nicht. Die Endvakuolen verhielten sich genau
so wie die zentralen Wabenvakuolen, das lieit, sie waren nur
rosa gefarbt und blieben stets unkon-
trahiert. Bei einigen extrem stark ge-
firbten Zellen konnte man auch eine
leichte Kontraktion der zentralen Wa-

Abb. 7. Abb. 8.

Abb. 7. Plewrotaenium truncatum. Mit Neutralrot gefirbt. Endvakuole und
zentrale Wabenvakuolen hellrot und unkontrahiert. Oberhalb <~ Chloro-
plastenbénder starke Vakuolenkontraktion.

Abb. 8. Pleurotaeniopsis turgidus. Mit Neutralrot gefirbt. Zentrales Vakuom
einheitlich rot geféirbt, oberhalb der Chloroplastenbinder viele intensiv ge-
firbte und kontrahierte Vakuolen.

benvakuolen feststellen. Ob es sich aber bei derartig intensiver
Farbstoffspeicherung nicht schon um prid- oder postmortale Ver-
dnderungen handelte, kann nicht mit Bestimmtheit gesagt werden.
Auch bei Pleurotaeniopsis turgidus ergaben sich sehr deutliche
Kontraktionsbilder: Oberhalb des Chloroplasten lagen eine groBere
Anzahl von intensiv roten und kontrahierten Vakuolen. Die groBe
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zentrale Vakuole ist einheitlich, hellrot und unkon-
trahiert (Abb. 8). Die genannte Zelle konnte mehrere Tage
hindurch beobachtet werden, ohne daf sich irgendwelche Verédnde-
rungen zeigten.

Auch Féarbungen mit Neutralviolett (1 : 5000, gelost in Wiener
Leitungswasser) lieferten gleiche Ergebnisse wie Neutralrot, so
daB auf eine genaue Schilderung derselben verzichtet werden kann.

Ein Versuchsprotokoll mit genauer Zeitangabe soll den zeit-
lichen Verlauf der Neutralrotfirbung zeigen.

Material: Ramsau RMK 14 P (1952).
Farbstoff Neutralrot, gelést in Wiener Leitungswasser; Ver-
diinnung 1: 5000.

10. November 1952:

112 05" Férbung.

11h 21" Leitungswasser durchgesaugt.

11h 24" Pleurotaeniwm truncatum: Endvakuolen und Wabenvakuolen all-
gemein rosa gefdrbt. In einigen Féllen ist die Endvakuole stérker
gefirbt als die Wabenvakuolen, in anderen wieder nahezu farblos.
Eine Zelle: Die eine Endvakuole ungefirbt, das daranschliefende
Vakuom (Wabenvakuolen) rosa. Die andere Endvakuole stark rot,
das daranschlieBende Vakuom hellrosa gefirbt.

12h 05" Pleurotaenium truncatum: Allgemein Vakuolenkontraktion. Bei den
meisten Zellen sind die Endvakuolen rosa gefirbt. Sie haben die
gleiche FFirbung wie die unkontrahierten zentralen Wabenvakuolen.
Die peripheren Wabenvakuolen sind vereinzelt abgerundet und
kontrahiert, Sie sind 6—10 « im Durchmesser und intensiv rot ge-
farbt.

11. November 1952:

10h 48" Plewrotaenium truncatum: Wabenvakuolen oberhalb der Chloro-
plastenbiinder kontrahiert und stark dunkelrot gefidrbt. Das zentrale
Vakuom meist unkontrahiert und lichter rot gefdrbt. Bei einer
extrem stark gefdrbten Zelle auch die Wabenvakuolen innerhalb
der Chloroplastenbinder schwach kontrahiert. Die Endvakuolen all-
gemein hellrot. (Gleicher Farbton wie das unkontrahierte zentrale
Vakuom.)
Pleurotaeniopsis turgidus: Zentrale Vakuole einheitlich rosa gefirbt.
Oberhalb des Chloroplasten mehrere (12x) groBe dunkelrote Va-
kuolen.

12. November 1952;

100 00" Pleurotaenium truncatum: Der GroBteil der Zellen ist ungeféarbt.
Bei einigen noch eine schwach rosa Fiarbung der peripheren Waben-
vakuolen zu erkennen.

Pleurotaeniopsis turgidus: Die Zelle hat ihre Fiarbung gegeniiber der
des Vortages nicht verindert.

AufschluBlreiche Farbebilder zeigten sich bei Versuchen mit
Brillantkresylblau (1 5000, py; um 9). Sowohl Endvakuolen wie
auch die zentralen Wabenvakuolen von Plewrotaenium truncatum
farbten sich mit gleichem, oft intensiv blauem Farbton an
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und blieben unkontrahiert. Die peripheren Wabenvakuolen ober-
halb des Chloroplasten dagegen zeigten schon nach kurzer Firbe-
dauer Vakuolenkontraktion. Dabei rundeten sich einzelne Waben-
vakuolen ab und wurden deutlich rotviolett. Diese Ver-
schiedenfirbbarkeit zwischen den unkontrahierten hell- oder
dunkelblauen zentralen Wabenvakuolen (und Endvakuolen) und
den rotvioletten, kontrahierten peripheren Vakuolen war ein-
deutig festzustellen.

Uberraschend war die Feststellung, daf sich die inten-
siv blau gefidrbten zentralen Wabenvakuolen
innerhalb weniger Minuten vollkommen ent-
farbten. Die peripheren Wabenvakuolen behielten ihre Fér-
bung noch lingere Zeit bei, wurden dann aber auch farblos. Die
Versuche wurden mehrmals wiederholt und stets trat nach kurzer
Zeit iiberall eine Entfirbung ein. Beim neuerlichen Durchsaugen
einer Farblosung fiarbten sich die Vakuolen wieder an, um sich
nach wenigen Minuten erneut zu entfirben.

Die zentralen Wabenvakuolen entfdrbten sich nicht gleich-
zeitig auf einmal. Vielmehr behielten einzelne Vakuolen ihre Fér-
bung noch lingere Zeit bei, andere, unmittelbar an solche gefiirbte
Vakuolen angrenzende Waben waren dagegen schon vollkommen
farblos. Die Entfirbung begann regelmiflig an den mittleren
Wabenvakuolen jeder Halbzelle oder auch bei den Endvakuolen.
Die Wabenvakuolen in der Zellmitte blieben stets am lingsten
gefarbt. Die Endvakuolen verhielten sich genau so wie zentrale
Wabenvakuolen. Auch bei ihnen trat Farbung und Entfirbung in
der besagten Weise ein.

Abb. 2 und 3 zeigen den typischen Verlauf der Entfarbung.
In Abb. 2 sind die beiden Endvakuolen sowie zwei grofere
Vakuomabschnitte noch intensiv gefirbt. Das {ibrige Vakuom zeigt
bereits nur mehr eine ganz schwache Anfiarbung. In Abb. 3 sind
auch die beiden Endvakuolen sowie die vorerst noch stark ge-
farbten Vakuomabschnitte nur mehr schwach blau, lediglich die
mittleren Wabenvakuolen sind noch stirker gefirbt. Das iibrige
Vakuom ist vollkommen farblos.

Ein Versuchsprotokoll soll den zeitlichen Verlauf von Firbung
und Entfiarbung zeigen:

Material: RMK 14 P (1952).
1‘50018211'bst0ff: Brillantkresylblau, py 9,00 (gepuffert), Verdiinnung
12, November 1952:

11 02" Firbung.
11h 21" Pufferlgsung durchgesaugt.
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11t 49" Pleurotaenium truncatum: Die zentralen Wabenvakuolen und End-
vakuolen sind dunkelblau gefirbt. Die peripheren Wabenvakuolen
sind kontrahiert und rotviolett. Wiahrend der mikroskopischen
Betrachtung tritt eine Entfirbung ein. Binnen 5 Minuten sind die
zuerst stark gefirbten Wabenvakuolen farblos. Nur die Endvakuolen
zeigen noch eine schwach blaue Anfdrbung.

12h 18" Dem Priiparat wird neuerdings Farbe zugesetzt.

12h 2% Die um 11h 49" beobachtete Pl.-truncatum-Zelle, die sich vollkommen
entfdarbt hatte, zeigt wieder ein blau gefarbtes Vakuom. Die einzel-
nen groBlen Wabenvakuolen sind jedoch nicht einheitlich, sondern
verschieden stark gefdrbt. In jeder Zellhdlfte erkennt man in der
Mitte eine grofle, intensiv dunkelblau gefirbte Vakuole. Rechts und
links derselben liegen je eine hellblau gefidrbte Vakuole. Oberhalb
der Chloroplastenbiinder erkennt man die ungefdrbten peripheren
Wabenvakuolen. Die Endvakuolen sind nur schwach blau.

12h 28" Die dunkelblaue Vakuole jeder Halbzelle entfirbt sich wieder und
ist nur mehr hellblau.

12h 82" Die Zelle ist wieder vollkommen entfirbt.
121 34" Dem Préparat wird neuerdings Farbe zugesetzt.

12h 35" Eine andere Zelle: Die zentralen Wabenvakuolen firben sich wieder
wie bei der vorher beobachteten Zelle an. Wieder ist in jeder Zell-
hilfte eine Vakuole stirker blau gefdrbt. Die Endvakuolen sind
hellblau, die peripheren Wabenvakuolen farblos.

12h 43" Die Zelle hat sich weitgehend entfirbt. Nur mehr die zentralen
Wabenvakuolen in der Zellmitte zeigen noch blaue Firbung. End-
vakuolen farblos.

12h 55’ Zelle vollkommen entfirbt.

Auf die oben dargelegten interessanten Entfirbeerscheinungen
wird im nachfolgenden Kapitel noch kurz zuriickzukommen sein.
Genauere Untersuchungen iiber Entfirbe- und Umfirbungserschei-
nungen gefirbter Desmidiaceen-Vakuolen sollen in einer weiteren
Arbeit behandelt werden. Erst dort wird die Rolle von eventuellen
Redoxvorgiingen erdrtert werden.

In einem anderen RMIK-Material fand sich Plewrotaenium
minutum (= Peniwmm minutum) iiberaus reichlich. Wurde diese
Art 5 Minuten mit Brillantkresylblau (1 : 5000, p; 8,4) gefirbt, so
zeigten sich eigenartige Verhéltnisse: In jeder Zellhdlfte liegt ober-
halb des Chloroplasten auler den Endvakuolen noch eine grofe,
ovale, mit einer Unzahl von Kopetzky’schen Kérnchen erfiillte,
violett gefirbte Vakuole. Der iibrige Zellsaft erscheint hellblau.
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Diese Zellen wurden mit 0,8 mol Traubenzucker behandelt und
gaben eine vollkommen normale Konvexplasmolyse (Abb. 9). Bei
vorsichtiger Deplasmolyse nahm der Protoplast wieder seine
urspriingliche Lage ein, ebenso wurden die zwei gefirbten Vaku-
olen wieder deutlich und unverindert sichtbar. Der Plasmolyse-
versuch beweist, daB es sich bei den zwei gefiirbten Vakuolen
nicht um zwei gefirbte Tonoplasten handelt, sondern daB viel-
mehr bei Pleurotaenium minutum an normal plasmolysierbaren
Zellen isolierte, mit Kornchen erfiillte Vakuolen vorkommen
konnen, welche sich bei Vitalfirbung intensiver und gegeniiber
dem tibrigen Zellsaft metachromatisch anfiarhen.

Als ich im Méarz 1953 mit dem Material RMK 12 G wieder
Firbeversuche durchfiihrte, fiel mir auf, daf sich die Vakuolen

Abb. 9. Pleurotaenium minutum. Mit Brillantkresylblau gefirbt und mit
0,8 mol Traubenzucker plasmolysiert. Zwei isolierte. metachromatisch violett
gefiarbte Vakuolen sichtbar.

der meisten Zellen mit Brillantkresylblau nicht wie bei den
fritheren Versuchen blau, sondern oft intensiv violett an-
farbten. Besonders deutliche Violettfirbung zeigte wieder Pleuro-
taenium truncatum, daneben aber auch Micrasterias pinnatifida,
M. denticulate und ein kleines, nicht niher bestimmtes Cosmariwm.
Besonders auffallend verhielt sich Desmidium Swartzii: Der GroB-
teil der Zellen hatte den Zellsaft violett gefirbt. Dagegen fanden
sich immer wieder Zellen, die ein intensiv stahlblau
gefirbtes Vakuom zeigten. Selbst Zellen ein und desselben
Fadens waren untereinander nicht gleich gefdrbt, sondern
einige waren violett, andere dagegen blau. Es konnen sich dem-
nach Zellen der gleichen Art, mit gleichem Farb-
stoff gefdrbt und bei gleichen Versuchs-
bedingungen bald violett, bald blau anférben.
Diese Blaufirbung unterscheidet sich von der blaugriinen
Farbung ,,voller Zellsiifte, wie sie Hofler und Schindler
(1951) Dei einigen Cosmarien und Euastren feststellten, sehr
deutlich.
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Micrasterien, Euastren, Cosmarien und
Xanthidien.

Bestes Versuchsmaterial stand aus Karlstift (Micrasterias
Thomasiana var. notata), vor allem aber aus Tamsweg, zur Ver-
fiigung. Neutralrot (1:3000 oder 1:5000, gelost in Wiener
Leitungswasser), Brillantkresylblau (1 10.000, p, 10,1) und
Toluidinblau (1 : 10.000, p, 12,5) dienten wieder als Féarbemittel.

Zu Beginn der Féarbeversuche waren die verschiedenen Typen
der Farbstoffspeicherung innerhalb der Zelle auffillig (vgl. Chol-
noky-Hofler 1950). So sah man bei der gleichen Algenart
nebeneinander in einem Priparat vier verschiedene Typen der
Speicherung:

1. Die Zelle hat das Vakuom einheitlich gefirbt und keine
Entmischungskugeln gebildet.

2. Das Vakuom der Zelle ist schwicher gefirbt und hat groBe,
oft symmetrisch angeordnete Entmischungskugeln gebildet.

3. Das Vakuom ist schwach gefiarbt, hat aber statt der groB3en
Kugeln nur unregelmifBig verteilte Kriimel gebildet.

4. Das Vakuom ist vollkommen ungefiarbt, dafiir liegen grofle
intensiv gefarbte Kugeln oft regelmiBig angeordnet im Vakuom.

Die genannten vier Typen konnten besonders schon bei Micra-
sterias rotata beobachtet werden.

Bei den Micrasterias-Arten fiarbte sich das Vakuom zunichst
einheitlich und ohne Differenzierung an. Bei M. rolata, M. denti-
culata und M. Thomasiana var. notata konnte man sehr hiufig
eine starke Anfirbung des Mittellappens feststellen. Diese quanti-
tativen Unterschiede diirften aber nur durch die groBere Dicke des
Mittellappens gegeniiber den Seitenlappen bedingt sein. Unter-
schiede bei den einzelnen Micrasterias-Arten konnten nur im zeit-
lichen Verlauf der Anfirbung des Vakuoms festgestellt werden.
Uberaus schnelle Vakuomfirbung zeigten Micrasterias fimbriata
und M. pinnatifida. Mittelschnell firbten sich die groBen Arten,
wie M. rotata, M. denticula und M. Thomasiana var. notata, ver-
hiltnismiBig langsam M. apiculate und M. americana.

Im folgenden soll eines der Versuchsprotokolle wiedergegeben
werden:

Material: Karlstift und Tamsweg.

Farbstoffe: Neutralrot 1:5000 in Wiener Leitungswasser gelost;
Brillantkresylblau 1:10.000, py 10,1.
27. November 1952:

12h 04" Férbung.
12h 15" Reines Leitungswasser bzw. Pufferlésung durchgesaugt.
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Neutralrotfdrbung:

19h 22’ Micrasterias rotata: Chloroplast schwach kontrahiert. Zellwand
schwach rosa, Vakuom dunkelrosa gefirbt. An den Endlappen des
Chloroplasten liegen viele rotbraune, kettenférmig zusammen-
geklebte Kriimel. Ein Grofiteil der Zellen zeigt in den Enden keine
Kriimel, dafiir liegen dort kleine oder groBere rote Kugeln. Einige
Zellen haben keinerlei Entmischungsprodukte gebildet, sondern
zeigen eine Vakuolenfirbung.

12h 49" Micrasterias denticulata: Das Vakuom ist intensiv dunkelrot gefirbt
In den Enden der Seitenlappen liegen viele kleine Kiigelchen (Teil-
vakuolen). Das Vakuom ist in der Mitte der Zelle oberhalb des
Chloroplasten abgerundet und kontrahiert.

28. November 1952;

100 59" Micrasterias denticulata: Alle Zellen der Probe lebend. Der Chloro-
plast meist stark kontrahiert. Das Vakuom stark rot gefirbt. Das
Vakuom des Mittellappens ist meist etwas stirker gefidrbt als das
der Seitenlappen. In vielen TFédllen ist das Vakuom in einzelne
groBe, dunkelrote und abgerundete Teilvakuolen zerfallen.

11h 20" Micrasterias rotata: Alle Zellen lebend. Beim Grofiteil der Zellen
ist das Vakuom einheitlich rot gefdrbt und unkontrahiert. Das
Vakuom im Mittellappen ist meist etwas stirker gefdrbt. In den
Enden der Seitenlappen liegen hiufig rotbraune, kettenformig ver-
klebte Kriimel oder oft symmetrisch angeordnete rote Kugeln. In
cinigen TIdllen ist das Vakuom zerkliiftet und zeigt schwache
Vakuolenkontraktion. Die Teilvakuolen sind alle intensiv rot gefirbt.
Bei einer Zelle ist das Vakuom in einzelne grofe Teilvakuolen zer-
fallen, die im Gegensatz zu den kontrahierten Vakuolen anderer
Zellen nur eine ganz schwache rosa Firbung zeigten.

Brillantkresylblaufarbung:

120 31" Micrasterias rotata: Chloroplast kontrahiert. Membran ungefirbt.
Vakuom zeigt einheitliche hellviolettblaue Anfidrbung. Das Mittel-
lappenvakuom erscheint etwas diinkler. In den Seitenlappen liegen
im Vakuom kleine dunkelblaue Koérnchen,

120 41" Micrasterias denticulata: Vakuom intensiv violett gefiirbt. Bei den
meisten Zellen liegen in den Enden der Seitenlappen kleine hell-
violette Teilvakuolen.

28. November 1952:

100 58" Micrasterias denticulate: Der GroBteil der Zellen ist abgestorben.
Bei den toten Zellen sind die Kerne orthochromatisch hellblau
gefidrbt. Bei einer lebenden Zelle ist das Vakuom stark kontrahiert
und intensiv blauviolett gefdrbt. In jedem Seitenlapnen liegt cine
meist violett gefdrbte kleine runde Vakuole, in der sich eine violette
Entmischungskugel in BMB bewegt. Manche dieser Vakuolen in den
Endlappen sind vollkommen farblos (Abb., 10).

12h 38’ Micrasterias rotata: Alle Zellen abgestorben.

Micrasterias truncata: Ein Teil der Zellen noch lebend. An solchen
ist das Vakuom intensiv violettblau gefirbt und zerfallen. In den
duBersten Lnden der Lappen liegen wieder farblose bis schwach
violett gefidrbte Teilvakuolen.

Ritzungsherichte d. mathem.-naturw. Kl.. Abt. I. 163. Bd., 3. Heft. 14
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Von besonderem Interesse waren Micrasterias truncata, M.
americana, Evastrum oblongum, E. Didelta, E. ansatum, E. affine,
Cosmarium botrytis, C. tetraophthalmum, kurz die Arten, die anf
ihren zentral ausgespannten Chloroplasten noch méichtige P1a-
stidenleisten entwickelt haben. Diese Leisten sind bei den
genannten Arten zwar verschieden geformt, im wesentlichen aber

Abb. 10 Abb. 11.

AbD. 10. Micrasterias denticulata. Vakuolenkontraktion nach Firbung mit
Brillantkresylblau.

Abb. 11. Euastrum oblongum. Bei Farbung mit Neutralrot wird zuerst der
mittlere Vakuomteil jeder Halbzelle deutlich angefirbt.

so angeordnet, daf sie schiisselformige Hohlrdume
bilden. So sind z. B. bei Micrasterias truncata der meist diinnen
zentralen Chloroplastenplatte beiderseits michtige Plastiden-
leisten aufgesetzt, die in jeder Zellhdlfte sechs, d. h. drei obere
und drei untere, Hohlrdume ausbilden. Diese Hohlrdume sind prall
mit Zellsaft erfiillt, wodurch wohl die Dehnung der Plastiden-
leisten zu einer mehr oder minder deutlichen ,,Schiisselform‘ zu-
stande kommt. Bei M. truncata zeigt die zentrale Chloroplasten-
platte in der Mitte jeder Zellhilfte sehr hiufiz vom Apex der Zelle
her beginnende Reduktionserscheinungen (vgl. Carter 1919,
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Barg 1942). Die Reduktion der Plastidensubstanz beginnt am
Apex der Zellen mit einer mehr oder minder grofen Einbuchtung
des Mittelabschnittes der zentralen Plastidenplatte. Da die zentrale
('hloroplastenplatte aber den ,,Schiisselgrund‘ bildet, entsteht auf
diese Weise ein Loch, durch das die obere ,,Schiissel* mit der
unteren in Verbindung steht. Die Reduktion der Plastidensubstanz
kann so weit fithren, daB in jeder Zellhilfte scheinbar zwei Chloro-
plasten liegen, die nur mehr in Isthmusnéhe zusammenhéngen.
Bei solchen Zellen bildet die mittlere obere und untere ,,Schiissel*,
hier von keiner zentralen Plastidenplatte getrennt, einen einzigen
groBen Hohlraum aus. Bei teilweiser Chloroplastenreduktion kann
die ovale Einbuchtung leicht den Eindruck einer kleinen Vakuole
(Tonoplasten) vortiuschen. Bei genauerer Beobachtung sowie
schwacher Vitalfarbung ergibt sich jedoch eindeutig, daB} das
Trughild lediglich durch die buchtenférmige Reduktion des
.Schiisselgrundes* enstanden ist.

Bei Vitalfirbung mit Neutralrot tritt zuerst Fiarbung der
schiisselformigen Hohlriume ein (Abb. 11). Erst spéter firbt
sich auch der iibrige Teil des Vakuoms. Die schiisselférmigen
Vakuomteile firben sich jedoch nie mit anderem Farbton als das
iibrige Vakuom, sondern nur stirker und schneller. Deutliche Ab-
grenzungen der ,,Schiisseln® voneinander konnten nie bheobachtet
werden. Bei Micrasterias truncate reicht jedoch der Chloroplast
(hzw. dessen Leisten) bis ganz an das Wandplasma heran, und es
scheint sehr wahrscheinlich, dafl das Wandplasma mit den Chloro-
plastenleisten in Verbindung steht. Auf diese Weise gelangt man
zu der Vorstellung, daBl es sich auch hier um einzelne .,Vakuolen-
kammern®, vergleichbar den ,,Wabenvakuolen* der Closterien und
Pleurotaenien, handelt, nur daf sie hier, den Formen und Grofen
der Chloroplastenleisten angepaBt, bedeutend groBer, daher
weniger zerteilt sind als z. B. bei den Closterien. Micrasterias trun-
cote zeigte ja auch tatsdchlich nach Zentrifuge ein deutliches.
groBmaschiges Wabenwerk.

Die Annahme, daB es sich hier um ,,Wabenvakuolen* im
weiteren Sinne handelt, wird nun dadurch verstirkt, daf diese
Vakuomabschnitte die Fidhigkeit zur Vakuolenkontraktion im
hohen MaBe besitzen. Auf Abb. 12 ist zu entnehmen, daB die
kontrahierten Vakuolen von Micrasterias truncata ein iberaus
symmetrisches Bild ergeben. In jeder durch die Chloro-
plastenleisten gebildeten ,,Schiissel liegt eine, und zwar je
nachder Formund GroBeder ,,Schiissel“ kontra-
hierte Vakuole. Niemals liegen innerhalb der
Schiissel* viele kleine kontrahierte Vakuolen.

14%
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Vergleicht man nun die Verhiltnisse mit denen bei Closterien
(z. B. bei Closterium lunula), so findet man groBe Ubereinstimmung.
Bei Cl. lunula finden sich, wie bereits gezeigt wurde, auch in unge-
farbten, unbeeinfluBten Zellen zwischen den Chloroplastenleisten
eine grofe Anzahl von Wabenvakuolen, die durch ihre pralle Zell-
saftfilllung den Verlauf der Chloroplastenleisten vielfach be-

Abb. 12. Micrasterias truncata. Starke Vakuolenkontraktion nach Neutral-
rotfirbung. Die kontrahierten Vakuolen sind symmetrisch, den Zwischen-
riumen der Chloroplastenleisten entsprechend, angeordnet.

stimmen. Bei Vitalfirbung mit Neutralrot kontrahieren sich nun
diese Vakuolen, so daB, den Rdumen zwischen den Chloroplasten-
leisten entsprechend, in den Polen der Zelle kleine, gegen die Zell-
mitte zu groBe kontrahierte Vakuolen vorzufinden sind. Es ist
daraus zu ersehen, dafl der Farbstoff bei Cl. lunula lediglich eine
Kontraktion der Wabenvakuolen, nicht aber eine
Zerteilung des Vakuoms hervorrief. Eine Zerteilung des Vakuoms
ist hier bereits durch die auch bei unbeeinflufiten Zellen vor-
handenen Wabenvakuolen schon gegeben. Damit soll die Moglich-
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keit nicht ausgeschlossen werden, daB bei extremer Farbung fall-
weise noch eine weitere, sekundére Zerteilung der Vakuolen auf
Grund der Kapillarspannung eintreten kann.

Beobachtet man nun die Verhiltnisse bei Micrasterias truncata
nach Vitalfarbung, so zeigt sich, dafl die kontrahierten Vakuolen
punkto GréBe und Form in einem direkten Verhiltnis zur GroBe
und Form der Zwischenriume innerhalb der Plastidenleisten
stehen. (Das gleiche wurde auch fiir Closterium lunula gesagt.)
Es ist deshalb auch hier dhnlich wie bei Closterien schon an
unbehandelten Zellen eine Unterteilung des Vakuoms in Form
von den Zwischenrdumen der Chloroplastenleisten entsprechend
groflen Vakuolen anzunehmen. Der Farbstoff bewirkt wahrschein-
lich auch hier nur eine Kontraktion dieser groBen Vakuolen-
kammern.

Auch Dbei den groflen Micrasterias-Arten, wie M. rotata, M.
Thomasiana, M. denticulata, kommt es nach lingerer Farbedauer
und intensiver Farbstoffspeicherung zu einer Vakuolenkontraktion.
Bei einer solchen liegen in den Seitenlappen zwischen den Chloro-
plastenwiilsten abgerundete oder sackférmige, intensiv geférbte,
manchmal kompakt erscheinende Vakuolen. Im mittleren Teil
einer jeden Halbzelle beobachtet man dagegen meist eine grofe,
tiinflappige Vakuole, die in die Seitenlappen hineinragt. Wihrend
bei Micrasterias truncata eine Unterteilung des Vakuoms in einzelne
Wabenkammern wahrscheinlich schon vor der Farbung vorliegt,
erfolgt hier eine Zerkliiftung des Vakuoms erst bei starker
Vakuolenkontraktion auf Grund eines lokal bestimmten kapillaren
Zerfalls.

Die Farbeversuche an Xanthidium armatum (Abb. 13), X. cri-
statum und X. antilopeewm sowie an einigen Cosmarien zeigten
nichts wesentlich Neues, sondern bestdtigten nur die bei Clo-
sterien, Pleurotaenien und Micrasterien gefundenen Versuchs-
ergebnisse.

Die Versuche mit Brillantkresylblau sowie Toluidinblau er-
gaben gegeniiber den Neutralrotfirbungen nicht wesentlich andere
Ergebnisse, so daB auf ihre Besprechung im einzelnen verzichtet
werden kann. Auffallend war nur, dal Micrasterias fimbriata auler
einer blauen Vakuolenfirbung auch im hoch alkalischen
Bereich (p,;12,5) stets die Zellwand blauviolett
gefdrbt hatte. Cosmarium pseudopyramidatum und Euastrum
obesum zeigten im Vitalfdrbeversuch mit Brillantkresylblau und
Toluidinblau stets eine griinblaue Vakuolenfirbung, gegen-
liber der violetten Zellsaftfirbung der meisten anderen Desmidia-
cecn-Arten. Die beiden genannten Arten verhalten sich vital-
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Abb. 13. Xanthidium armatum. Mit Neutralrot gefirbt. Inneres Vakuom
einheitlich hellrot, oberhalb des Chloroplasten Vakuolenkontraktion.

Abb. 14. Micrasterias pinnatifida. Starke Chloroplastenreduktion. Mit Brillant-
kresylblau Violettfarbung des einheitlichen Vakuoms.

firberisch demnach so wie Netrium digitus und scheinen so wie
dieses einen vollen, d. h. speicherstoffiihrenden Zellsaft zu be-
sitzen (vgl. dariiber die ausfiihrlichen Arbeiten von Héfler und
Schindler 1951 und Hirn 1953). Bei Micrasterias pinnatifida
war der Chloroplast hiufig stark reduziert, wodurch das unge-
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gliederte Vakuom sichtbar wurde (Abb. 14). Mit Brillantkresylblau
tirbte sich der Zellsaft dunkelviolett an. Vakuolenkontraktion
konnte ich an Zellen mit extremer Chloroplastenreduktion nicht
heobachten.

III. Vitalfarbeversuche an zentrifugierten
Desmidiaceen-Zellen.

Da an zentrifugierten Desmidiaceen-Zellen die Vakuolen sehr
deutlich zutage treten, schien es von Interesse, an solchen Vital-
tirbestudien durchzufithren. Als Farbstoff diente Neutralrot
1:5000, gelost in Wiener Leitungswasser.

Closterium lunula, Cl. Dianae und Cl. libellula zeigten schon
nach wenigen Minuten Férbedauer und einer anfiinglich schwach
rosa Membranfirbung eine allgemein hellrote Firbung des Zell-
saftes. Die Wabenvakuolen sind alle einheitlich rosa und treten
im getidrbten Zustand weniger deutlich hervor. Die zentrifugale.
noch erhaltene Endvakuole ist meist etwas stirker gefirbt. Nach
15 Minuten zeigen sich oberhalb des verlagerten
Chloroplasten eine groBe Anzahl von mittelgroBen, runden,
kontrahierten und intensiv rot gefirbten Vakuolen. Die Vaku-
olenimchloroplastenfreien Raumsinddagegen
weiterhin schwidcher rot gefédrbt und zeigen
keineKontraktion (Abb. 17). Auch nach langer Farbedauer
konnte ich in den meisten Fillen keine Vakuolenkontraktion im
chloroplastenfreien Raum feststellen.

Auch bei Pleurotaeniumn truncatum trat nach ldngerer Firbe-
dauer nur oberhalb des verlagerten Chloroplasten eine
Vakuolenkontraktion ein. Die kontrahierten Vakuolen waren auch
hier dunkelrot und abgerundet. Sowohl zentrale wie auch periphere
Wabenvakuolen im chloroplastenfreien Raum sind einheitlich rot
und zeigen keine Kontraktion. Bei einigen Zellen war ein Plastiden-
stiick vom {iibrigen Chloroplasten bei der Verlagerung abgerissen
und lag nun als kleine ,griine Zunge‘ zwischen den Waben-
vakuolen. Nur oberhalb dieser Chloroplastenzunge lagen
einige rote Vakuolen, wihrend die iibrigen Vakuolen unkontra-
hiert und schwiicher gefiirbt blieben (Abb. 15).

Die Beobachtung, dafl oberhalb des verlagerten Chloroplasten
meist kontrahierte, stark gefirbte Vakuolen liegen, die Vakuolen
im chloroplastenfreien Raum dagegen schwicher gefdrbt und
unkontrahiert blieben, konnte noch an anderen untersuchten Ob-
jekten festgestellt werden. So an Xanthidium armatum, Pleuro-
taeniopsis turgidus, Tetmemorus granulatus (Abb. 16), Cosmarium
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tetraophthalmum (Abb.18). Micrasterias rotata, M. denticulata,
M. apiculata (Abb. 19) und M. truncata. Bei M. rotata, M. denti-
culata und M. truncete kann man nach sehr langer Firbedauer
und intensivster Farbstoffspeicherung auch eine Kontraktion des
einheitlichen Zellsaftraumes feststellen.

Eigenartige Vakuolenverhiltnisse zeigte eine am 23. Jidnner
1953 beobachtete Micrasterias-rotata-Zelle (Abb. 20): Diese durch
ungleich groBe Halbzellen leicht zu erkennende Zelle hatte
nach 25 Minuten Zentrifuge (bei 2500 Touren) den Chloroplasten

Abb. 15. Abb. 16. Abb. 17.

Abb.15. Pleurotaenium truncatum. Nach Schleuderung ein Stiick eines
Chloroplastenbandes abgerissen. Bei Farbung mit Neutralrot oberhalb des
Chloroplastenteilstiickes starke Vakuolenkontraktion.

Abb. 16. Tetmemorus granulatus. Zentrifugiert und mit Neutralrot gefirbt.
Nur oberhalb des verlagerten Chloroplasten Vakuolenkontraktion.

Abb. 17. Closterium Dianae. Vakuolenkontraktion nur oberhalb des ver-
lagerten Chloroplasten.
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schrig seitlich verlagert. Dieser ballte sich in der groBeren Zell-
hilfte durch das Zentrifugieren zu einer kompakten dunkelgriinen
Masse zusammen, die, keilformig eingeklemmt, nicht bis in die
Seitenlappen hinein sich verlagern konnte. Dadurch blieb in
jedem Seitenlappen ein chloroplastenfreier, von Zellsaft erfiillter
Raum iibrig. Diese Zelle wurde mijt Neutralrot (1 :5000, in Wiener
Leitungswasser gelost) gefarbt und nach 24 Stunden beobachtet:
Die eine etwas groBere Halbzelle zeigte in den Enden der zentri-
tugalen Seitenlappen, also dort, wo der Chloroplast sich nicht
mehr hinein verlagern konnte, eine stark e Vakuolenkontraktion.

AbDb. 18, Cosmarium tetraophthalmum. Nach Neutralrotfirbung nur ober-
halb des verlagerten Chloroplasten Vakuolenkontraktion.

Oberhalb des verlagerten Chloroplasten waren keine gefidrbten
Vakuolen sichtbar. Lediglich im Hauptlappen ist oberhalb und iiber
dem Chloroplasten hinaus eine stark kontrahierte und intensiv
rot gefidrbte Vakuole festzustellen. Das Vakuom im chloroplasten-
freien Raum ist schwiicher rot gefirbt und zeigt eine einheitlich
schwache Kontraktion des gesamten Vakuoms. Der Raum zwischen
dem nicht gequollenen Wandplasma und dem kontrahierten
Vakuom ist hier hellrosa gefirbt. Die andere kleinere Halb-
zelle zeigt nur eine schwache Kontraktion des gesamten Vakuoms.
Auch hier ist der Raum zwischen Wandplasma und kontrahiertem
Vakuom hellrosa gefirbt.

Uberaus interessante Firbebilder lieferten zentrifugierte
Pleurotaenien-Zellen, die, mit Neutralrot gefirbt, bei Luf t-
absechluB mehrere Tage hindurch beobachtet wurden.
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Wie Dbereits berichtet, firben sich die Vakuolen im chloro-
plastenfreien Raum rot an und bleiben unkontrahiert, wihrend
oberhalb des verlagerten Chloroplasten viele rote und kontrahierte
Vakuolen vorzufinden sind. Wird ein Priparat mit solch gefirbten
Zellen mit Vaseline luftdicht abgeschlossen, so zeigen sich schon
nach 24 Stunden typische und beim GroBteil der

Abb. 19. Micrasterias apiculate. Zentrifugiert und mit Neutralrot gefirbt;
nur oberhalb des verlagerten Chloroplasten Vakuolenkontraktion.

Zellen einheitlich ablaufende Entfdrbungs-
erscheinungen: Die zentripetalsten, d. h. die am weitesten
vom verlagerten Chloroplasten entfernten Vakuolen werden
farblos. Dann folgen in Richtung auf den Chloroplasten zu
rosa oder lichtziegelrote und schlieBlich in unmittelbarer Chloro-
plastenniihe stets intensiv rote unkontrahierte Waben-
vakuolen (Abb. 21). Mitzunehmender Entfernung der
Vakuolen vom Chloroplasten nimmt somit die
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Farbintensitdt immer mehr ab. Diese fiir die iiber-
wiegende Mehrzahl der untersuchten Zellen giiltige Regel wird
nur in wenigen Féllen durchbrochen. Und zwar 148t sich manchmal
heobachten, dal} die zentripetalsten Vakuolen noch eine deutliche
Farbstoffspeicherung zeigen, wéhrend die mehr chloroplastenwirts
gelegenen farblos sind (Abb. 22 und 23). Die Vakuolen in unmittel-

Abb. 20. Micrasterias rotata. Zentrifugiert und mit Neutralrot gefirbt; ver-
schieden starke Vakuolenkontraktion.

barer Nihe des Chloroplasten sind dagegen stets intensiv ge-
farbt®,

_ Ahnliche Entfirbeerscheinungen zeigten auch die Zellen einer
kleinen Mougeotia sp.: Der Chloroplast hatte sich beim Zentrifugieren
miflig stark verlagert. Lediglich oberhalb bzw, in unmittel-
barer Chloroplastennihe war das Vakuom stark rot
gefdrbt. Im chloroplastenfreien Raum war der Zellsaft vollkommen
fa{‘blos. In einigen TFéllen konnte man im farblosen Zellsaft ein bis zwei
groflere, dunkelrote Entmischungskugeln feststellen.
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Beobachtet man die Zellen mehrere Tage hindurch, so kann
man feststellen, daf auch die vorerst noch rosa oder ziegelrot
gefirbten Vakuolen ihre Farbe vollkommen verlieren. Lediglich
in Chloroplastenniihe bleibt die rote Fiarbung lingere Zeit hindurch
erhalten, aber auch diese kann verschwinden.

e
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Abb. 21. Abb. 22, Abb. 23.

Abb. 21. Pleurotwenium truncatum. Zentrifugiert, mit Neutralrot gefirbt

und luftdicht abgeschlossen. Beginnende Entfirbung der Wabenvakuolen:

Die am weitesten vom Chloroplasten entfernten Vakuolen sind farblos, die

daranschlieBenden hellrot; nur die Vakuolen in Chloroplastennihe intensiv
rot gefirbt.

Abb. 22 und 23. Pleurotaenium truncatum. Zentrifugiert und mit Neutral-
rot geféirbt. Bei LuftabschluB Enttirbung der Wabenvakuolen.
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Nach diesen Versuchen zu schliefen, scheint somit der Chloro-
plast wohl durch seine Assimilationstéitigkeit und der damit ver-
hundenen O,-Abgabe eine hemmende Wirkung auf die Entfarbung
der Vakuolen auszuiiben. Auf genauere Untersuchungen in dieser
Hinsicht sowie auf die Moglichkeit von Redoxvorgéingen in den
Desmidiaceen-Vakuolen soll erst in einer weiteren Arbeit ein-
gegangen werden. Doch soll das Versuchsprotokoll iiber eine durch
21 Tage hindurch beobachtete Plewrotaenium-truncatum-Zelle im
folgenden wiedergegeben werden:

Material: Ramsau RMK 12 G.
Zentrifuge: 2500 Touren; 30 Minuten.
Farbstoff: Neutralrot 1:5000, gelost in Wiener Leitungswasser.

Pleurotaenium truncatum
15. April 1953:
170 15" Férbung; die Priparate werden mit Vaseline luftdicht abgeschlossen
und kithl, bei Lichtzutritt aufgestellt.

16. April 1953:

ca, 17h Chloroplastenbinder stark zentrifugal verlagert. Die groflen zentra-
len Wabenvakuolen sind deutlich sichtbar. Die zentripetalsten
Wabenvakuolen sind farblos, die nachfolgenden rosa. Die Vakuolen
in Chloroplastennéhe stirker rot gefdrbt. Oberhalb des verlagerten
Chloroplasten einzelne rote kontrahierte Vakuolen. Das wand-
stdndige Plasma zeigt starke Stromung.

17. April 1953:

ca. 11h Wandplasma stark stromend. Zentripetalste Wabenvakuolen farblos,
die nachfolgenden rosa. Vakuolen beim verlagerten Chloroplasten
intensiv rot!

18. April 1953:

9h 37" Starke Plasmastromung. Die am 17. April noch rosa gefirbten
Vakuolen sind vollkommen farblos.

20. April 1953:

164 30" Rosa Plasmafirbung. Mit der Plasmastromung bewegen sich zahl-
reiche intensiv rote und untereinander gleichgrofle (2—3 «) Kiigelchen
mit. Vakuolenfdrbung unveriindert.

21. April 1953:

10h 45" Die roten Kugeln im Plasmastrom sind iiberaus deutlich sichtbar.
Die groBe Wabenvakuole, die am Vortag noch stirker gefirbt war,
ist vollkommen farblos. Lediglich die Vakuolen oberhalb der Chloro-
plastenbinder sind noch stark rot gefirbt.

22. April 1953:

9h 30" Stark stromendes Plasma mit roten Kugeln. Keine Riickverlagerung
des Chloroplasten. Oberhalb des verlagerten Chloroplasten mehrere
kontrahierte Vakuolen sichtbar.
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23. April 1953:

9h 25" Normale Plasmastromung. Plasmatirbung schwicher rosa; die roten
Kugeln fast verschwunden. Oberhalb des Chloroplasten stirker ge-
firbte Vakuolen. Wabenvakuolen im chloroplastenfreien Raum
farblos.

27, April 1953:

8h 35" Plasma stark strémend. Chloroplast nicht riickverlagert. Plasma
ungefirbt. Die grofe Vakuole beim Isthmus, die bereits vollkommen
entfarbt war, ist nun wieder schwach rosa gefirbt. Oberhalb des
Chloroplasten rot gefiirbte kontrahierte Vakuolen.

28. April 1953:

9h 25" Plasmastromung normal. Gegeniiber dem Vortag keine Verinderung.
Die zentrifugale Zellhdlfte mit dem Chloroplasten ist von einem
dichten Spirillensaum umgeben.

20, April 1953:

9h 34" Keine Veriinderungen.
13 25" Das Préiparat wird mittels einer Reichert-Mikroskopierlampe, vor
der ein Wasserfilter steht, stark beleuchtet.

30. April 1953:

6h 30" Die durch 20 Stunden hindurch belichtete Zelle zeigt normale
Plasmastromung. Das gesamte Vakuom ist farblos. Die Vakuolen
oberhalb des Chloroplasten sind noch ganz schwach rosa gefiirbt.
Das Préparat wird weiter belichtet.

160 15" Plasma stromt in dicken Striingen. In der Mitte der zentripetalen
Zellhilfte ist eine grofle Plasmaamdébe in starker metabolischer
Bewegung sichtbar. Alle Vakuolen der Zelle sind farblos. Die
Spirillen bilden keinen Saum, sondern schwirren ungeregelt umher.
Praparat wird weiter belichtet.

Mai 1953:

Oh 45" Plasma normal stromend. In die zentralen Wabenvakuolen reichen
lange, sich schlingelnd bewegende Plasmatentakel hinein. Die
Plasmaamobe ist verschwunden. Die grofle Vakuole beim Isthmus
ist durch feine Plasmalamellen in drei kleinere Vakuolen unterteilt.
Alle Vakuolen, auch die oberhalb des Chloroplasten, sind farblos.
Um die Zellhilfte, in der sich der verlagerte Chloroplast befindet,
wieder ein dichter Spirillensaum. Das Préparat wird verdunkelt.

4. Mai 1953:
15h 38" Plasma schwach und undeutlich stromend, sonst wie am 2. Mai.
Mai 1953:
ca.17h Keine Plasmastromung! Plasmolyse mit 1,0 mol Traubenzucker
negativ. Zelle ist abgestorben.

Im Zusammenhang mit den oben beschriebenen Versuchen sei
nochmals auf die starke individuelle Verschiedenheit der einzelnen
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Vakuolen hingewiesen, die sich uns hier wieder in schonster Weise
offenbart. Neben den oft intensiv gefidrbten Vakuolen in Chloro-
plastennéhe liegen vollkommen farblose, neben diesen wieder
solche mit Rosafdrbung. Die iiberaus feinen Plasmalamellen, die
die Wandungen der Wabenvakuolen bilden, besitzen die Fihig-
keit, die einzelnen, eng benachbarten Vakuolen derart abzu-
schlieBen, daB von einer Vakuole mit starker Farbstoffspeicherung
keine Farbdiffusion in die benachbarte farblose Vakuole statt-
finden kann®.

Die Plasmalamellen sind ferner so ,abdichtend®, daB
chemische Verdnderungen des Zellsaftes (Redox-Vorginge) inner-
halb einer Wabenvakuole nicht gleichzeitig auch eine wahrnehm-
bare Zellsaftverdnderung der benachbarten Vakuole zur Folge
haben mufl. Auch dariiber wird in einer weiteren Arbeit diskutiert
werden.

Besprechung und Zusammenfassung.

In vorliegender Abhandlung wird iiber die Vakuolen von
unbeeinfluBBten, zentrifugierten, vitalgefirbten sowie zentrifugierten
und nachtriglich gefirbten Desmidiaceen-Zellen berichtet.

An frischen Closterien- und Pleurotaenien-Zellen konnte ich
neben den schon oft beschriebenen Endvakuolen eine Unterteilung
des Vakuoms in zahlreiche ,,Wabenkammern‘ feststellen. Schon
Andrew (1915) Dbeschreibt schaumige Plasmastrukturen bei
Closterium moniliferum nach Schleuderung. Cz ur da (1937) sagt
iiber das Vakuom der Desmidiaceen, dafl es manchmal in einzelne
Kammern unterteilt sein kann. Hofler (1942, 1951) beschreibt
bei Plewrotaenium nodulosum eine Unterteilung des Vakuoms in
zahlreiche eckige ,,Wabenkammern*. Es schien nun von Interesse,
diese Wabenvakuolen neben den Endvakuolen der Closterien und
Pleurotaenien einer genaueren Untersuchung zu unterwerfen.

Zentrifugierungsversuche an den verschiedensten Desmidia-
ceen-Arten ergaben, dafl eine wabige Unterteilung des Vakuoms
nicht nur bei Closterien und Pleurotaenien, sondern auch fallweise

% Es sei in diesem Zusammenhang auf die bei Vitalfirbeversuchen
mit Pleurotaenium truncatum hiufie zu sehende verschieden starke An-
farbung der beiden Halbzellen hingewiesen, die AnlaB dazu geben kénnte,
den Halbzellen ein verschieden physiologisches Verhalten zuzuschreiben.
Wie entsprechende Versuche jedoch zeigten, ist die verschieden starke
Anfirbung durch die Einstromrichtung der Farblosung be-
dingt, Umspiilt der Farbstoft lediglich eine Zellhilfte, so kommt es nur zu
ciner Firbung der Vakuolen dieser Halbzelle, Die Vakuolen der anderen
;Lel{)hﬁlfte bleiben vermdoge ihrer groflen Selbstindigkeit vollkommen
farblos.
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bei Micrasterias truncata, Euastrum Didelta, T etmemorus granulatys
und Spirotaenia condensata durchgefiihrt ist. Bei Zellen ein und
derselben Art kann nach Zentrifuge einmal eine Unterteilung
festgestellt werden, ein andermal jedoch nicht. Es liegt daher die
Vermutung nahe, daf entweder bei Zellen mit einem dicken mas-
siven Chloroplasten das Wabenwerk durch das Schleudern zer-
reift und somit nur mehr ein einheitlicher Saftraum festgestellt
werden kann oder daB nicht alle Individuen einer Art ein Waben-
werk ausgebildet haben.

Bei Pleurotaenien konnte ich eine Schichtung der Vakuolen
in grofe, meist rechteckige zentrale Wabenvakuolen
innerhalb der Chloroplastenbinder und in kleine, polygonale
periphere Wabenvakuolen oberhalb, knapp unterhalb
oder zwischen den Plastiden beobachten. Bei Desmidiaceen mit
zentral rippenwalzenférmigem Chloroplasten (Closterien) liegen die
Wabenvakuolen zwischen den Chloroplastenleisten und spannen
diese zu ihrer charakteristischen Gestalt.

Die plasmatischen Wandungen der Wabenvakuolen unter-
scheiden sich vom wandstindig stromenden, stark granulierten
Plasma sehr wesentlich: Es sind feine, hyaline, meist
mikrosomenfreie Lamellen ohne sichtbarer
Plasmastromung. Auf Grund dieser Feststellung scheint ein
Vergleich der Wabenvakuolen der Desmidiaceen mit dem ,,Plasma-
mosaik* von Heaemaria discolor (Molisch 1917) und dem
»Plasmaschaum‘ von Cladophore (Gicklhorn und Méschl
1929) berechtigt.

Sowohl bei Heemaria als auch bei Cladophora ist der
Zellsaftraum durch feine hyaline Plasmalamellen in polygonale
Kammern gegliedert. Die Haemaria-Raphidenzellen haben ein
peripheres Wabenwerk sowie ein zentrales Vakuom, in welchem
das Raphidenbiindel liegt, ausgebildet. M o 1is ¢ h spricht die Ver-
mutung aus, daBl die Ausbildung eines Plasmamosaiks irgendwie
mit der Schleimproduktion in Verbindung steht. So zeigen gerade
die Salep-Schleim produzierenden Orchideenzellen hiufig eine
Gliederung ihres Zellsaftraumes in einzelne Kammern (vgl.
Schulze 1907 bei anuren Amphibien). Da nun alle Desmidiaceen-
Arten, bei denen ein Wabenwerk ausgebildet war, auch eine reiche
Produktion an Bewegungsgallerte haben (vgl. Ndigeli 1849,
Krieger 1937), lieBe sich vielleicht mit aller Zuriickhaltung
auch hier die Ausbildung von Wabenvakuolen mit der Schleim-
bildung in Beziehung bringen. Bekanntlich schreibt Kopetzky-
Rechtperg (1931) den Vakuolen der Desmidiaceen einen
groBen Gehalt an Pcktinstoffen zu.
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Im Vitalfdrbeversuch mit Neutralrot, Brillantkresylblau und
Toluidinblau ergibt sich bei mehreren Closterium-Arten ein deut-
licher Unterschied zwischen den Endvakuolen und den Waben-
vakuolen. Cholnoky und Hofler (1950) stellten fest, daB
sich die ersteren stets schneller und intensiver, bei Closterium
libellula auch metachromatisch verschieden anfidrben. Ich konnte
diese Beobachtung bestitigen, und auBerdem bei Closterium lunula,
Cl. abruptum und Cl. navicula eine deutlich metachromatische
Anfirbung der Endvakuolen feststellen. Uberraschend war die
Feststellung, dafl sich die Endvakuolen der Pleurotaenien weder
durch ein schnelleres noch durch ein intensiveres Anfirben den
Wabenvakuolen gegeniiber unterschieden. Sie verhalten sich vital-
farberisch genau so wie die zentralen Wabenvakuolen.

Die Vakuolen der Pleurotaenien fallen im Férbeversuch durch
ihre grofe Selbstindigkeit auf. Vielfach kann man inner-
halb einer Zelle neben stark gefirbten Wabenvakuolen solche mit
ganz geringer oder gar keiner Farbstoffspeicherung finden. Ahn-
liche Verhiltnisse beschreiben auch Gicklhorn und Méschl
(1929) bei Neutralrotfirbung von Cladophora und Diskus und
Kiermayer (1953) bei Farbeversuchen mit Brillantkresylblau
an Haemaria discolor. Fiir die groBe Selbstindigkeit der Waben-
vakuolen sprechen auch Beobachtungen an Pleurotaenium
minutum: Hier lag in jeder Halbzelle in der Zellmitte oberhalb des
Chloroplasten je eine isolierte, ovale, mit braunen Gallert-
korperchen erfiillte Vakuole. Plasmolyseversuche ergaben, da@}
diese Vakuolen keineswegs Tonoplastenstadien darstellen, sondern
daB solche Zellen vollkommen normal plasmolysieren. Bei Vital-
fdrbeversuchen mit Brillantkresylblau zeigte sich in jeder Zell-
hélfte eine tingierte Vakuole, welche metachromatisch violetten
Farbton aufwies. Auch solche Zellen gaben normale Plasmolyse.
Es scheint somit moglich, daB bei v6llig normal plas-
molisierbaren Pleurotaenium-minutum-Zellen
gelegentlich selbstindige, isolierte, mit Gal-
lertkorperchen erfiillte Vakuolen vorkommen
k6nnen. Dies rechtfertigt die Feststellung Czurdas, ,,daB
einzelne Vakuolenteile bisweilen selbstéindig* sein konnen.

Vakuolenkontraktion sah ich bei geeigneten Versuchsbedin-
gungen bei allen untersuchten Algenzellen eintreten (vgl. Chol-
noky Hofler 1950), mit Ausnahme von Netrium digitus.
Lediglich bei Fiirbeversuchen an zentrifugierten Zellen verschie-
dener Desmidiaceen-Arten kommt es in dem durch das Zentri-
fugieren chloroplastenfrei gewordenen Raum fast nie zu einer
Vakuolenkontraktion. Auch die grofen zentralen Vakuolen von

Sitzungsberichte d. mathem.-naturw. KI.. Abt. I, 163. Bd., 3. ITeft. 15



218 Oswald Kiermayer,

Pleurotaenium truncatum oder das einheitliche Vakuom von
Pleurotaeniopsis turgidus zeigte keine Vakuolenkontraktion. Abge-
rundete kontrahierte und intensiv gefidrbte Vakuolen konnten
nur oberhalb des Chloroplasten festgestellt werden.
Bei Closterien liegen sie zwischen den Leisten des rippenwalzen-
formigen Chloroplasten.

Besonders deutlich war eine Vakuolenkontraktion hei Clo-
sterium lunula und Pleurotaenium truncatum, wo eine K on-
traktion der Wabenvakuolen vor sich ging, zu beob-
achten. Hierbei isolieren sich die einzelnen Vakuolen, werden rund
und intensiv gefirbt. Der Raum zwischen ihnen erscheint optisch
leer, das Wandplasma zeigt keine deutlich sichtbare Aufquellung
und stromt vollig normal.

Schon Cholnoky-Hofler wiesen darauf hin, dafl die
Vakuolenkontraktion bei den Desmidiaceen ein ,,zytologisches
Phénomen‘‘ darstellt, das ,,in gewisser Hinsicht grundsitzlich neu
erscheint’. Dies vor allem deshalb, weil bei den Desmidiaceen
»,der Raum zwischen Tonoplast und Zellwand wohl sicher nicht . .
vom gequollenen Zytoplasma erfiillt ist”, wihrend Kiister
(1926), Weber (1930) und Henner (1934) bei Gewebszellen
mit der Vakuolenkontraktion verbunden eine Aufquellung des
Zytoplasmas feststellten. Auch bei dem Aggregationsvorgang in
den Zellen der schleimsezernierenden Tentakel von Drosera
(Akerman 1917), bei dem mit der Vakuolenkontraktion auch
eine Zerschniirung der Vakuolen einhergeht, ist der Raum
zwischen den kontrahierten Vakuolen und der Zellwand vom
gequollenen Plasma erfiilllt. Cholnoky-H&ofler gelangen fiir
den Vorgang der Vakuolenkontraktion zu der Ansicht, daB ,,die
Vakuolenwinde bei den Algen sich vom Plasmawandbelag 16sen
und daB farblose Fliissigkeit den Raum zwischen Tonoplasten und
Wandplasma einnimmt*.

Bei den Algen mit einem in Wab en gekammerten Saftraum
lo6sensichbei Vakuolenkontraktion dieeinzel-
nen Wabenkammern voneinander. Sie runden sich
ab, der Raum zwischen ihnen erscheint von einer farblosen
Fliissigkeit erfiillt. Die hyalinen, mikrosomenfreien und nicht
stromenden Lamellen, die die Wabenvakuolen voneinander tren-
nen, bestehen demnach moéglicherweise aus zwei leicht beweg-
lichen kohisiven Plasmalagen, die voneinander durch ein ,,Plasma-
segel“ getrennt sind. Ein solches ,,Segel konnte fiir die grofe
Fihigkeit der Wabenvakuolen, sich voneinander zu isolieren, ver-
antwortlich gemacht werden. AuBerdem wiirde ein ,,Plasmasegel”
mit beiderseitiger Auflage von lipoider Fliissigkeit bedeutend
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schwerer durchléssig sein, als eine homogene, leicht fliissige Tono-
plastenlamelle. Letzteres wird dadurch bekriftigt, da Hofler
(1952) fiir isolierte Tonoplasten Farbionenpermeabilitit nach-
weisen konnte.

Bei Vitalférbung von Pleurotaenium truncatum mit Brillant-
kresylblau zeigten sich spontane Entfirbeerschei-
nungen. Von den einheitlich blau geffirbten zentralen Waben-
vakuolen begannen sich einige lokal bestimmte Vakuolen zu ent-
firben, wihrend andere ihre Férbung erst viel spiter verloren. Am
lingsten behielt stets die Vakuole in der Zellmitte ihre Firbung
bei. Beim neuerlichen Durchsaugen einer Farblosung firbten sich
die Vakuolen wieder an, um jedoch nach kurzer Zeit in der
gleichen, lokalbestimmten Reihenfolge farblos zu werden. Der
Farbstoff konnte nach der Entfirbung weder im Plasma noch in
der Zellwand festgestellt werden. Die Zellen erschienen vonll-
kommen farblos.

Interessante Entfirbeerscheinungen ergaben sich ferner bei
Pleurotaenium-Zellen, die durch Zentrifugierung den Chloroplasten
verlagert hatten und nachtréglich mit Neutralrot gefirbt wurden.
Bei vollkommenem Luftabschlufl zeigte sich bereits nach 24 Stun-
den eine typische Vakuolenentfidrbung. Diese war
um so stirker, je weiter die Vakuolen vom ver-
lagerten Chloroplasten entfernt waren. Stark
gefirbt blieben stets nur die Vakuolen in unmittelbarer Chloro-
plastennihe. Bei Zellen mit seitlich verlagerten Chloroplasten trat
in den meisten Fillen keine Entfirbung ein.

Auf genauere Untersuchungen iiber #hnliche Entfdrbeerschei-
nungen sowie auf die Moéglichkeit von Redox-Vorgingen in den
Vakuolen der Desmidiaceen wird in einer weiteren Arbeit ein-
gegangen werden.
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