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Einleitung

Seitdem sich das Interesse der Zellphysiologen den Moglich-
keiten zuwandte, die sich ihnen in Form der Vitalfirbung boten,
muBten sich die Forscher immer wieder mit der Erscheinung der
Metachromasie auseinandersetzen.

Unter Metachromasie wird bekanntlich die Tatsache ver-
standen, daB ein Farbstoff die verschiedenen Bestandteile der Zelle
in verschiedenen Farbtonen anfirbt. Ein besonderer metachro-
matischer Effekt ist der, daf} ein basischer Farbstoff in den Vakuolen
einer Zellart positiv metachromatisch (im Sinne von KiNzgrL 1958)
und in den Vakuolen einer anderen Zellart, oft von der gleichen
Pflanze, negativ metachromatisch gespeichert wird. Manche
Wissenschaftler glaubten dies mit Aciditdtsunterschieden in den
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betreffenden Zellsdften erkliren zu kénnen. HOFLER jedoch wies
der Forschung in diesem Punkt einen neuen Weg. Er konnte in
einigen Arbeiten iiber Fluoreszenzerscheinungen (1947 a, b, 1949)
belegen, dafl es sich bei den Zellséften mit positiv metachromatischer
Farbung um ,,leere’ oder speicherstofffreie und bei den Zellsiften
mit negativ metachromatischer Farbung um ,,volle‘* oder speicher-
stoffilhrende Vakuolen handelt.

In den sog. leeren Zellsiften ist die Speicherung des Farbstoffes
die Folge eines Konzentrationseffektes, der zumeist durch den
Ionenfallenmechanismus bedingt ist. Auf jeden Fall aber liegt ihr
eine Assoziation der Farbionen zugrunde (KinzeL 1958, 1959).

Das Speicherungsprinzip der sog. vollen Zellsifte hingegen ist
ein ganz anderes. Hier gehen die infolge ihrer guten Lipoidlsslichkeit
durch das Plasma permeierenden Farbbasenmolekiile eine chemische
Verbindung mit irgendwelchen Inhaltsstoffen ein. Uber die Art der
Verbindung sowie iiber die Art der Inhaltsstoffe herrschen auch
heute noch verschiedene Ansichten.

PrEFFER, der 1886 den Anilinfarbstoff Methylenblau einfiihrte
und damit zum eigentlichen Begriinder der Vitalfirbung wurde,
sprach von einer Bindung an Gerbstoffe. Auch HArTEL konnte
in einer 1951 erschienenen Arbeit mit Hilfe des von JoacuimowrTz
in die Mikrochemie eingefiihrten und von MoriscHx und TUNMANN
fiir Katechine iibernommenen Reagens p-Dimethylaminobenzal-
dehyd die Gruppe der Katechingerbstoffe als Ursache voller Zell-
sifte angeben. Den Katechingerbstoffen nahe verwandt sind die
sich ebenfalls auf dem Flavanskelett aufbauenden Flavon-
derivate (PAEcH 1950). Sie wurden daher auch in vollen Zellsaften
vermutet und konnten dort auch von verschiedenen Forschern
nachgewiesen werden (vgl. Kasy 1951, HARTEL 1953, KinzeL 1958,
BaxcuEr und HOLzL 1960).

Diesen beiden Stoffkategorien gemeinsam sind phenolische
Hydroxylgruppen, von denen man annimmst, daf sie zu den Amino-
gruppen des Farbstoffes Wasserstoffbriicken ausbilden und so zum
Aufbau einer Molekiilverbindung AnlaB geben (KinzEer 1958).

DrAWERT (1940) hatte einen besonderen Lipoidreichtum
gewisser Phasen des Zellsaftes als Grund fiir den vollen Charakter
dieser Vakuolen angenommen, wihrend RUHLAND (1912) und
LepESCHKIN (1911a) sich salzartige Verbindungen der Farbbasen
mit hochmolekularen organischen Séuren als Ursachen der negati-
ven Metachromasie vorstellten. SchlieBlich wurde auch noch ein
bestimmter Plasmazustand, der durch Gerbstoffe (siche HAUSER
1934) und Flavone als Schutzkolloide aufrechterhalten wird, als
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Erklirung der Farbstoffspeicherung in vollen Zellsiften heran-
gezogen (HARTEL 1953).

In dieser Arbeit soll nun versucht werden, das ,,volle®
Firbungsbild, das mit etlichen basischen Farbstoffen an zahlreichen
Pflanzen erhalten wurde, in Zusammenhang zu bringen zu einigen
ausgewihlten mikrochemischen Reaktionen.

Material und Methodik

a) Material:

Zu meinen Untersuchungen zog ich Freilandpflanzen heran, da Ge-
wichshauspflanzen infolge der verdnderten und sehr oft durchaus nicht
optimalen Lebensbedingungen mir kein verléBliches Bild in bezug auf ihre
Speicherstoffe zu bieten schienen. Ich habe die Pflanzen zum groBen Teil auf
Exkursionen selbst gesammelt.

Ein Exkursionsziel war das Gebiet der Hainburger Berge. Diese Land-
schaft stellt eine Grenzzone zwischen Alpen und Karpathen dar und ist
geologisch gekennzeichnet durch Jurakalke (vor allem Lias) sowie kristalline
Schiefer. Die Niederschlagsmenge von 200—225 cm bedingt den Charakter
der Vegetation. Es reihen sich pannonischer Buschwald in den tiefen Lagen,
Trockenrasen und schlieBlich Felsheide aneinander. Ein anderer Teil der
gesammelten Objekte stammte aus der Gédnserndorfer Heide, einer glacialen
Donauterrasse aus dem Jungpleistozin mit diluvialem Schotter, bedeckt
von nihrstoffreichem, feinsandigem Lehm. Weitere Exkursionen brachten
Material aus dem Wienerwald (Spatkreide — und eozéne Sandsteine) aus
dem Kalkgebiet der Thermallinie sowie aus der alluvialen Aufschittungs-
und Verlandungszone der Donauauen.

An dieser Stelle muB erwidhnt werden, daB der Standort eines Objektes
eine wesentliche Rolle im Hinblick auf das Fiarbungsbild spielt. Gleiche
Objekte von verschiedenen Standorten mit unterschiedlichen Boden-
verhéltnissen variieren oft stark in der Fihigkeit, einen Farbstoff chemisch
zu binden und zur Ausfillung zu bringen. TUNMANN weist in seinem Buch
,»Pflanzenmikrochemie* (Berlin 1931) sogar darauf hin, daB bei mikro-
chemischen Versuchen auch das Alter der untersuchten pflanzlichen Organe
sowie die Tageszeit von maBgebender Bedeutung sein kénnen. Da es mir
aber nur auf die Gegenuberstellung der mikrochemischen Reaktion und des
Farbungsbildes zu dem Zeitpunkt, da das Objekt eben diese bestimmte
Reaktion zeigt, ankam, habe ich darauf verzichtet, einen Zusammenhang
zwischen den oben erwihnten Faktoren und dem Typ der Firbung her-
stellen zu wollen.

b) Methodik:

Die meisten meiner Versuche fiihrte ich an Epidermen von der Oberseite
der Blitter aus. Gelegentlich wurden auch Idioblasten aus dem Palisaden-
oder Schwammparenchym herangezogen. Die Priparation erfolgte durch
Schnittfiihrung mit einer Rasierklinge, nie durch Abziehen der Epidermis,
da hierbei die Schidigung der Zellen sich deutlich bemerkbar macht. An-
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schlieBend wurden die Schnitte in destilliertem Wasser mit einer Wasser-
strahlpumpe entliiftet und infiltriert, um dann in die Farbstofflésungen
iibertragen zu werden. Diese wurden in der Konzentration 1:10.000 (aus-
gehend von einer Stammlosung 1:1000) angewandt. Sie waren durch Zugabe
eines Phosphatpuffergemisches auf einen bestimmten pr eingestellt. Es kam
mir dabei weniger auf die Einhaltung einer pg-Feinstufe als vielmehr nur auf
eine Wasserstoffionenkonzentration an, bei der das Dissoziationsgleichgewicht
des Farbstoffes moglichst zugunsten der Farbbasenmolekiile verschoben war.
Die beiden Farbstoffe Neutralrot und Rhodamin B wurden nicht gepuffert,
vielmehr gelangte Neutralrot in Leitungswasser und Rhodamin B in dest.
Wasser gelost (letzteres 1:5000) zur Anwendung. AuBer diesen beiden
Farbstoffen verwendete ich noch Acridinorange, Brillantcresylblau und
Toluidinblau, also insgesamt nur bereits gut bekannte Farbstoffe.

In den Farblésungen verblieben die Schnitte lingere Zeit, manchmal
sogar ein bis drei Stunden. GICKLHORN (1929) wies ja schon in einer seiner
Arbeiten darauf hin, dafl sich gewisse Firbebilder erst nach geraumer Zeit
einstellen und daB3 man daher von Kurzfirbungen noch nicht auf den end-
giiltigen Typ der Farbstoffspeicherung schlieBen konne. Dies fand ich oft
bestéitigt. Ein Objekt konnte nach einstiindigem Férben nur diffus gefiarbt
erscheinen und nach einer weiteren halben Stunde Entmischungskugeln
aufweisen.

Parallel mit den férberischen Versuchen lief die Behandlung der Schnitte
mit einigen mikrochemischen Reagentien. Auf diese sowie ihre Herstellung
und Spezifitdt soll in einem der néichsten Abschnitte eingegangen werden.
Zur Ausfithrung der Reaktionen aber muf3 bemerkt werden, daBl immer mit
den Priparaten selbst und nie mit irgendwelchen, aus ihnen gewonnenen
Ausziigen oder Sublimaten gearbeitet wurde. Die Schnitte wurden auf dem
Objekttrager direkt in einen Tropfen des jeweiligen Reagens eingetragen.
Bei dieser Arbeitsweise sind etwa auftretende Farbungen und Niederschlige
viel besser lokalisiert zu erhalten als beim Durchsaugen der Reagentien durch
das Priparat. Die Beobachtung erfolgte gleich nach dem Einlegen. Eine
Ausnahme bildete die Reaktion mit Ferrichlorid, da diese einige Zeit und
Zutritt von Luftsauerstoff zu ihrem Ablauf bendtigt. Als Lichtquelle diente
meist das Tageslicht; wurde mit Kunstlicht beobachtet, so schaltete ich ein
Tageslichtfilter vor. Nur so war es méglich, die Farbreaktionen einigermafien
sicher zu beurteilen.

Zur Morphologie der Fillungen und Entmischungen

1. Aligemeines

Die Mannigfaltigkeit der Farbeerscheinungen in vollen Zell-
siften ist gegeben durch die verschiedenen Formen, die die Ver-
bindungen der Farbstoffe mit den Zellinhaltsstoffen annehmen
konnen. Manchmal bleiben die Verbindungen in der Vakuole gelost,
wohl in kolloidaler Form. Es kann aber auch zu einer Entmischung
kommen, wenn der Farbstoff auf die Speicherstoffe einwirkt
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und diese aus dem Losungsgleichgewicht ausfillt. Viele For-
scher haben sich mit diesen Entmischungs- oder Ausfillungs-
produkten befafit. Sie kamen dabei zu der Auffassung, daB sich die
Vielfalt der Entmischungsformen im wesentlichen drei Grundtypen
zuordnen 148t, ndmlich der Bildung von Kugeln oder Tropfen, der
Entstehung von Entmischungsaggregaten, wie sie DRAWERT (1939)
nennt, und schlieBlich den kristallinen Fillungen in Gestalt von
Sphéarokristallen oder Kristallbiischeln.

Zur Bildung kugeliger Entmischungen ist jeder der bis
jetzt untersuchten Farbstoffe (der basischen vor allem) befihigt.
Es ist diese Fihigkeit also nicht fiir einen bestimmten Farbstoff
spezifisch, sondern eher als eine Funktion des betreffenden Inhalts-
stoffes und des physikochemischen und physiologischen Zustandes
der Zellen anzusprechen.

KiusTter (1956, S.566) verglich die Entmischungskugeln mit den
Koazervattropfen von BUNGENBERG DE JoNG (1932, 1940) und zog als Beweis
fiir eine gewisse Ahnlichkeit die gelegentlich beobachtete Vakuolisierung der
Entmischungskugeln heran, die zu schaumigen Strukturen oder zur Aus-
bildung von Hohlkugeln fithren kann. Eine solche Vakuolisierung wird schon
bei ErLsner (1932) fiir Entmischungstropfen mit Methylenblau erwihnt,
die bei Plasmolyse der Zellen, in denen sie ausgefallen sind, eine schaumige
Umgestaltung erfahren. Auch BaNk (1936) sprach sich fiir die Koazervat-
natur der Entmischungstropfen aus und bezeichnete die Koazervation als
reversible Entmischung, die zur irreversiblen Flockung nur einen graduellen
Uuterschied im Dispersionsgrad aufweise.

WEBER unterschied in seiner 1930 erschienenen Arbeit iiber Vakuolen-
kontraktion, Tropfenbildung und Aggregation in Stomatazellen drei Vor-
ginge, die zum Auftreten kugeliger Gebilde fithren kénnen. Er arbeitete mit
Neutralrot an den Schliezellen der Blattunterseite von Rumex acetosa und
gab an, daB entweder intensiv gefdrbte Kugeln in den dem Volumen nach
unveridnderten. Vakuolen entstehen oder die Vakuolen nach Ausbildung
einiger Kugeln sich kontrahieren und selbst Kugelform annehmen oder aber
durch Zerkliftung in mehrere Teilvakuolen das Bild einer kugeligen Ent-
mischung vortduschen. Als solche kann man jedoch nur den ersten Vorgang
ansprechen, zu dem WEBER bemerkte, dafl3 die viel stdrker tingierten Farb-
stoffkugeln entweder in sehr grofler Zahl und kleinen Dimensionen auftreten
konnen, um dann zu gréBeren zusammenzuflieBen, oder daf von Anfang an
sich groflere Kugeln (im Extremfall nur eine grofle Kugel) bilden, welchen
Fall er aber als den selteneren bezeichnete.

GICKLHORN (1929) beschrieb bei Ceratophyllum kugelige Entmischung,
die allerdings bei diesem Objekt nicht als solche erhalten blieb. Auch fiir
Cirsium oleraceum wies er miteinander verschmelzende Entmischungskugeln
nach (1932 b). FLasca konnte wéhrend ihrer Arbeit {iber die Festigkeit der
Bindung basischer Farbstoffe (1955) bei vielen ihrer Objekte sowohl fiir
Rhodamin B als auch fiir eine Reihe anderer Vitalfarbstoffe Tropfchen-
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speicherung feststellen. ELSNER hatte sich, wie schon erwéhnt, 1932 mit dem
Farbstoff Methylenblau befaft und unterschied bei seinen Versuchspflanzen
neben anderen Farbungstypen auch einen kugelbildenden Typ.

Fiir den neutralen Farbstoff Rhodamin B gab DrawrrT (1939) die
Fahigkeit zur Kugelbildung in den Zellen der AuBenepidermis von Allium
cepa an. Auch WarpaEIM (1955) hat wahrend seiner Vitalfarbestudien mit
Rhodamin B bei den verschiedensten Objekten kugelige Entmischung nach-
gewiesen.,

SchlieBlich sind an dieser Stelle noch die Beobachtungen HARTELS an
Cirsium arvense (1953) zu nennen. Wenn er Schnitte in Acridinorange firbte,
entstanden kleine Entmischungstropfen, die zundchst gelbgrin, spidter mehr
rotlich fluoreszierten. Unterwarf er die Praparate einer Dauerfarbung (iiber
Nacht), so erschienen die Kugeln leuchtend rot. HARTEL sprach in diesem
Zusammenhang die Vermutung aus, dafl sich die fir die Speicherung maf-
gebenden Stoffe in der Entmischungskuge! konzentrieren, so daf es dort zu
einer dullerst starken Farbstoffanreicherung unter gleichzeitiger Polymeri-
sation kommt.

Der Begriff des Entmischungsaggregates ist bei weitem
nicht so gut abgegrenzt und definiert wie der des Entmischungs-
tropfens.

Zur Frage nach der Entstehung solcher Aggregate erklirte GIcKLEORN
(1929), daB3 mehr oder weniger fest erscheinende Kérnchen, die in zunéchst
diffus gefdrbten Zellen (nach einem von Objekt zu Objekt verschiedenen
Zeitraum) ausfallen, sich zu diesen Aggregaten aneinander legen, ohne mit-
einander zu verschmelzen. Ebenso erwidhnte er, da3 derartige Aggregate als
mikrokristalline Féllungen angesprochen werden, jedoch keine Doppel-
brechung zeigen. Um Entmischungsaggregate diirfte es sich auch bei den von
GICRLHORN(1932b) fir Iris flavescens beschriebenen Gerustbildungen handeln,
die nach Vitalfdrbung im Zellsaft auftraten. Ebenfalls von Entmischungs-
aggregaten spricht DRAWERT in seinen Untersuchungen tiber die Rhodamine
(1939). Auch er konnte an seinem Objekt, der Innenepidermis treibender
Zwiebeln, kleine Tropfchen beobachten, die aneinander haften bleiben.
WarpaEIM (1955) hat in seiner schon genannten Arbeit derart entstandene
Aggregate als ,,Dendriten‘‘ bezeichnet, ein eigentlich recht gliicklich gewihl-
ter Ausdruck, wenn man bedenkt, da3 es sich bei diesen Aggregaten um oft
reich verzweigte Gebilde handelt.

Auch der von vielen Wissenschaftlern verwendete Ausdruck der
Krimelspeicherung ist dem Begriff des Entmischungsaggregates
unterzuordnen, denn in den meisten Fillen kann man bei starker
VergroBerung die als ,, Kriimel bezeichneten Farbstoffflocken als
winzigste Kiigelchen identifizieren, die in der geschilderten Weise
zusammenhingen. Diese kriimeligen Aggregate sind in der Regel
sehr fein und infolge ihrer zierlichen Gestalt oft als Ganzes in BMB
befindlich.
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Die Beobachtungen ELsNERs (1932), der die Bildung flockenartiger
Gebilde aus zunédchst einzeln liegenden ,,punktférmigen Fallungen‘‘ beschrieb,
sprechen ebenfalls dafiir, da8 Kriimelfdllungen auf primér kugelige Ent-
mischung zuriickgehen. Es wire aber denkbar, da es auch Krimelfdllungen
gibt, bei denen der Farbstoff nicht mehr in Kugelgestalt (wenn auch in
kleinsten Ausdehnungen) ausflockt, sondern sich aus der Vakuole in irgendwie
unregelmiaBig geformten Partikelchen abscheidet. Eine Entscheidung dar-
tber kann und soll im Rahmen dieser Arbeit nicht gefillt werden.

Sehr viel seltener als die jetzt besprochenen Arten der Farb-
stoffspeicherung und Farbstoffillung durch zelleigene Stoffe sind
mehr oder weniger gut ausgebildete Kristallformen.

Doch kann man hier schon auf eine Arbeit von PFrErrER (1886) zuriick-
greifen, der fiir Zygnema mit Methylenblau die Ausscheidung von Kristallen
und Sphériten aus diffus gefirbten Vakuolen angab. Methylenblau bildete
nach Ersner (1932) auch in den Bldttern von Beta vulgaris Tropfen, die
Sphéritcharakter annahmen, wihrend in den Zellen der Kronenblitter von
Verbascum stabchenférmige Kristalle entstanden. Drusenférmige Kristall-
aggregate erhielt GICKLHORN (1929) mit Neutralrot bei Ceratophyllum und
auch ScHWENGBERG (1949) beobachtete dhnliche Gebilde bei Funaria, die
aber auch Kristallnadeln zu fallen imstande war.

HirteL (1953) konate bei Cirsium arvense die mit Acridinorange
erhaltenen Entmischungskugeln durch Einwirkung von Schwefelsdure oder
aber bei Versuchen am Mikroheiztisch in Kristallsphérite umwandeln. Der
Vollstdandigkeit halber sei erwdhnt, dall DrRawrRT und EnprIcH (1956) auch
fiir einen sulfosauren Farbstoff, das Brillantsulfoflavin, kristalline Speicherung
in Bliitenblattzellen nachgewiesen haben.

2. Erklidrungen zur verwendeten Terminologie

Im folgenden soll eine Ubersicht iiber die in dieser Arbeit zur
Charakterisierung des Firbeaspektes verwendete Terminologie
gegeben werden. Der Begriff der Entmischungskugel oder des
Entmischungstropfens ist so eindeutig und scharf bestimmt, dafl
sich eine nihere Beschreibung eriibrigt. Hier handelt es sich, wie
schon die Bezeichnung ,,Tropfen* zeigt, durchwegs um fliissige
Entmischungsformen. Im Begriff des Entmischungsaggregates
wurde noch eine weitere Aufgliederung vorgenommen. Es werden
nun Verschmelzungsprodukte, Dendriten und Kriimel unter-
schieden.

a) Verschmelzungsprodukt: So wird eine Entmischungs-
form genannt, die das Aussehen hat, als seien mehrere griéfere bis
groBe Kugeln unvollsténdig miteinander verschmolzen, so da man
die Einschniirungen an den Ansatzstellen der einzelnen Kugeln
genau wahrnehmen kann. Gelegentlich kann eine spitere Ab-
rundung zur Kugelgestalt erfolgen.
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b) Als Dendrit wird eine Entmischungsform angesprochen,
bei der sich eine grofiere Zahl (mindestens etwa 20) von Kiigelchen
aneinanderheften, aber ohne zu verschmelzen, was das ganze Aggre-
gat in manchen Fillen wie eine dicht gereihte Perlenkette erscheinen
158t. Auch hier sind die Einschniirungen deutlich zu erkennen.

¢) Die Kriimelfdllung schlieBlich konnte als besonders
zierliche Dendritenform bezeichnet werden, bei der man die Zu-
sammensetzung aus kleinsten Kiigelchen nur mehr schwer oder gar
nicht erkennt. Selbstversténdlich gibt es zwischen diesen drei
Modifikationen des Entmischungsaggregates Uberginge und man
steht immer wieder vor der Schwierigkeit der Benennung.

Abb. 1. Schemata der Entmischungsaggregate bei Vitalfdrbung. a Verschmel-
zungsprodukt, b Dendritenfallung, ¢ Kriimelfallung.

Gelegentlich erscheint in dieser Arbeit auch die Bezeichnung
,, Kornchenfiallung. Da dieser Fillungstyp nur relativ selten vor-
kommt, soll er nicht eingehend besprochen werden. Er tritt meistens
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in stark gerbstoffhaltigen Vakuolen auf, die dann meist dicht
erfiillt erscheinen von wahrscheinlich ziemlich festen ,, Kornchen®.
Méglicherweise handelt es sich dabei in vielen Fallen um eine auSer-
ordentlich kompakte Dendritenfillung, die hier besonders reich
verzweigt und verschlungen ist.

Erginzend mochte ich an dieser Stelle erwéhnen, dall ich an
zwei Objekten die Bildung der Entmischungskugeln bzw. Dendriten
unter dem Mikroskop verfolgt habe, um sicherzustellen, dafl in
beiden Fillen die Entmischung mit kleinsten Kiigelchen beginnt.

1. Kugelbildung:

Ein Schnitt der Blattoberseite von Plantago media wurde auf dem
Objekttriager in einen Tropfen Neutralrot gelegt, mit einem Deckglas bedeckt
und sofort beobachtet. Hier das Protokoll des Versuches:

15.07h  Schnitt eingelegt.

15.08 h schon tritt der erste, allerdings noch kaum wahrnehmbare diffuse
Schimmer in manchen Vakuolen auf.

15.10 h ist die Diffusfarbung deutlich als solche zu erkennen.

15.16 h sind die ersten winzigsten Kiigelchen ausgefallen und befinden sich
in auBlerordentlich lebhafter BMB. Wenn sich diese Kigelchen einander
nihern, so zittern sie zuerst noch geraume Zeit in heftiger BMB. Beriihren sie
sich dabeli, so bleiben sie aneinander kleben und verschmelzen schlieBlich zu
einer groBeren Kugel. An solchen gréBeren Kugeln heften sich die kleineren
an und flieBen in diese hinein. Zur Erkldrung dieses Vorganges kann man die
Gesetze der Thermodynamik an Phasengrenzflichen heranziehen. Bei der
Kugelgestalt ist ein Minimum an Oberfliche im Vergleich zur Masse mit einem
Minimum an partieller freier Energie verbunden. Das chemische Potential
(= die partielle freie Energie) ist in kleinen Flissigkeitskugeln (und als mehr
oder weniger fliissig miissen die Entmischungskugeln bei so leichter Ver-
schmelzbarkeit aufgefat werden) gréBer als in groen Tropfen. Beide sind
demnach nicht nebeneinander im Gleichgewicht, sondern die Energie ist
sozusagen bestrebt, sich iiber das ganze System gleich zu verteilen, was dann
dazu fithrt, daB die kleinere Kugel von der gréBeren in der geschilderten
Weise aufgesogen wird.

15.30h befinden sich in der beobachteten Zelle zwei mittelgroBe Kugeln
und sieben kleine, daneben noch eine Anzahl winzigster, kaum sichtbarer
Kigelchen.

15.35h sind neben den beiden grolen Kugeln noch vier kleine vorhanden,
die anderen drei sind bereits mit den groBen Kugeln verschmolzen.

15.37h sind nur noch drei der kleinen Kugeln iibrig. Die Diffusfirbung
verliert wihrend des ganzen Vorganges laufend an Intensitédt. Die Zahl der
winzigen Kiigelchen, die wegen der sehr raschen BMB und ihrer au3erordent-
lich geringen Dimension nicht ermittelt werden konnte, nimmt ebenfalls ab,
dafiir nehmen die Kiigelchen an Grofe zu.

16.00 h ist neben zwei recht groBen Kugeln nur noch eine kleine iibrig
geblieben. Auf diesem Stand der Farbstoff-Inhaltsstoffverteilung in der
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Vakuole hielt sich die Zelle bis 16.30 h. Dann wurde die Beobachtung abge-
brochen. Sie deckt sich gut mit den Angaben WEeBERs (1930), der ja die
Entstehung der Entmischungskugeln, wie schon gesagt, auf das Zusammen-
flieBen kleiner Trépfchen zuriickfihrte.

2. Bildung von dendritenartigen Entmischungen:

Zur Untersuchung diente ein Schnitt der Blattoberseite von Aéropa
belladonna, der mit Rhodamin B 1:5000 behandelt wurde.
13.24h Schnitt eingelegt.

13.26 h also auch hier schon nach einer Minute, tritt die erste schwache
Diffusfirbung auf.

13.26 h sind in einer SchlieBzelle die ersten winzigen Kigelchen zu be-
obachten, die in gewohnter Weise BMB zeigen.

13.25h sind in einer ganzen Anzahl von Zellen die Kiigelchen schon etwas
groBer geworden und zu Aggregaten von zirka 20 Stiick verklebt. Die Trépf-
chen kleben aneinander, ohne zu verschmelzen, man kann ihre urspriingliche
Form genau erkennen.

Bei weiterer Beobachtung konnte eine VergréBerung der Dendriten
nicht konstatiert werden. Vielmehr begann die Farbung der Zellen nach einer
Stunde wieder zu verblassen.

Es erhebt sich nun die Frage, weshalb die als erstes Ent-
mischungsergebnis auftretenden winzigen Tropfchen einmal zu
einer Kugel zusammenflieen und sich ein anderes Mal zu Dendriten
aneinanderheften? Vielleicht liegt dies daran, dafl die Kiigelchen
einmal leichter fliissig und einmal mehr zihfliissig sind! Dafiir
spricht die Ausbildung der schon erwihnten Verschmelzungs-
produkte. Dann miiite man wohl die Viskositéit der Entmischungs-
tropfen fiir die Ausprégung der endgiiltigen Gestalt der Entmischung
verantwortlich machen.

Die angewandten Reagentien

Bevor auf die eigentliche Gegeniiberstellung des Firbebildes
und der auf Grund mikro- oder besser histochemischer Versuche als
Inhaltsstoffe wahrscheinlich gemachten aromatischen Verbindungen
eingegangen werden kann, missen die verwendeten Reagentien
noch néher besprochen werden.

Im Verlauf der Untersuchungen wurden die Schnitte der
Versuchspflanzen neun verschiedenen Reagentien ausgesetzt. In
welcher Weise diese Behandlung geschah, wurde schon im ein-
leitenden Kapitel iiber die Methodik ausgefithrt. Nicht alle neun
Reagentien ergeben gleich gut deutbare Reaktionen, es sind daher
auch nicht alle gleich wichtig, eine Eigenschaft aber haben alle
gemeinsam: Sie sind nicht fiir einen bestimmten sekundéiren Pflan-
zenstoff spezifisch, sondern eigentlich nur Gruppenreagentien.
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Thre Reaktion deutet demnach nicht auf das Vorhandensein einer
Verbindung, sondern vielmehr nur auf die Anwesenheit einer
gewissen funktionellen Gruppe hin. Diese Tatsache erschwert das
histochemische Arbeiten natiirlich sehr, aber es ist eben leider nicht
moglich, spezifische makrochemische Reaktionen ohne weiteres
in die Histochemie zu iibernehmen.

Schon in der Einleitung wurde erwidhnt, daf hauptsichlich
Gerbstoffe und Flavone als Erreger der negativ metachromatischen
Farbung und somit des ,,vollen’ Charakters der Zellsifte in Frage
kommen (PFErFFER 1886, HARTEL 1951, Kasy 1951, KiNzEL 1958).
Nach dieser Erkenntnis wurden bei den vorliegenden Unter-
suchungen die verschiedenen Reagentien ausgewdhlt. Beide,
Flavone und Gerbstoffe sind durch den Besitz von phenolischen
Hydroxylgruppen ausgezeichnet, die in gesetzmiBiger Weise am
jeweiligen Grundskelett angeordnet sind.

Die Gerbstoffe wurden definiert als Pflanzenstoffe, die die Eigenschaft
haben, tierische Haut zu gerben, d. h. in Leder {iberzufiihren. Diese Fahigkeit
ist vielen Verbindungen eigen, die keine konstitutionelle Verwandtschaft
aufweisen, und daher umfa3t der Begriff der,,Gerbstoffe’ naturgemif3 auch
heute noch eine Gruppe von Stoffen, deren genaue chemische Konstitution
und biogenetische Entstehung vielfach noch nicht ermittelt sind. Maver
(1958) teilt die Gerbstoffe nach ihrer Reaktion mit S&uren ein in:

A. Hydrolysierbare Gerbstoffe und B. Kondensierte Gerbstoffe.

Diese Einteilung findet sich auch bei SceEMipT (1955), der sich darin
FrEUDENBERG (1932) anschlieBt. Die hydrolysierbaren Gerbstoffe, die sich
leicht in ihre Bausteine zerlegen lassen, werden weiter unterteilt in die Gruppe
der Gallotannine und die Gruppe der Ellagengerbstoffe. Die Gallotannine
sind als Ester der Gallussdure, der Digallussdure und einiger anderer &hn-
licher Phenolcarbonsiuren mit verschiedenen Zuckern, vor allem Glucose
aufzufassen. Die Zucker treten hier als mehrwertige Alkohole auf. Die
Ellagengerbstoffe hingegen stellen hydrolysierbare Glukoside der Ellagsiure
dar. Als Beispiel fur den prinzipiellen Aufbau eines Gallotannins ist das
chinesische Gallotannin geeignet. Es hat die Zusammensetzung einer Penta-
digalloylglukose (ScEMIDT 1955).

—
CHOR
H(:JOR /OH
- _o-/ N\ _
RO(llH R - »—oH /OH
HCOR \O o/ N\ OH
| I \=<
HCO— 0 OH

[ Digalloyl
H,COR (nach MAYER)



280 Erira Boray,
Ein Vertreter der glukosidischen Gerbstoffe ist das Corilagin:
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Diesen leicht spaltbaren Gerbstoffen stehen die kondensierten gegen-
tber, die wohl hauptséchlich der Catechingruppe angehéren. Man nimmt an
(FrREUDENBERG 1932, ScEMIDT 1955, MAYER 1958), daB sie durch Dehy-
drierung und Kondensation aus dem Catechin oder Gallocatechin oder &hn-
lichen Grundkérpern entstehen.
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Woeitere Kondensation der Catechingerbstoffe fithrt zu den intensiv
gefirbten Phlobaphenen. Die Tatsache, da8 die Catechine Phenolderivate
des Flavans sind, stellt sie in die unmittelbare Nachbarschaft der Flavone
und Anthocyane, denn auch diese bauen sich auf dem Flavanskelett auf:
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Dieses Flavanskelett leitet sich vom Benzopyron, dem Chromon, ab.

( \/ O H
\/\ ’ H Chromon
O

Bei Ersatz des H-Atoms in 2, Stellung durch einen Benzolring entsteht
Flavon, die Muttersubstanz aller Flavone und Flavonole (3-Oxyflavone),
wihrend ein Benzolring in 3, Stellung zu den Isoflavonen fihrt. Flavanone
endlich, zu denen das Hesperidin gehért, sind als in 2, und 3, Stellung hy-
drierte Flavone aufzufassen. Alle diese Stoffe kommen in den Pflanzen
meist als Glykoside vor, doch sind auch die Aglykone anzutreffen.

Die Reagentien:

1. Ammoniak: Er gibt mit allen Polyphenolen, die zu den
Flavonen, Flavanonen und Xanthonen gehdren, eine Gelbfirbung
(GEISSMAN 1955). Xanthone kommen aber in Pflanzen nur duBerst
selten vor. Die Ammoniakreaktion als Hinweis auf den Flavon-
gehalt eines Gewebes wurde schon friihzeitig angegeben (vgl.
Morisca 1913). Auch SHiBATA (1916) benutzte Ammoniak zum
Nachweis von Flavonen. G. Krnein (1922) dagegen wandte zur
histochemischen Identifizierung Halogenséiuredimpfe an und erhielt
so die Flavone kristallin.

Man setzt die zu priifenden Schnitte den Ammoniakddmpfen
am besten so aus, dafl man sie in einem Tropfen Wasser auf den
Objekttrager bringt und diesen iitber den Hals einer Flasche mit
konzentriertem Ammoniak legt.

Nach AF KLERCKER (1888) reagiert Ammoniak aber wie die
Alkalien auch mit Gerbstoffen unter Bildung eines feinkérnigen
Niederschlages, der sich spéter zusammenballen kann.

2. Bariumhydroxyd: Es ist nach ROSENTHALER (1937) ein
Reagens auf Kaffeesdure und bildet in Zellsiften, die Kaffeesiure
enthalten, sofort einen griinen Niederschlag, so z. B. bei Clematis
vitalba. Aber auch Flavone reagieren mit Ba(OH),. Sie werden nach
TuNnMaNN und RosENTHALER (1931) dunkelgelb bis briunlich.
Dieses Reagens wurde in gesittigter, wilriger Losung angewandt.

3.Eisenchlorid: Eisenverbindungen sind seit jeher am meisten
zum Nachweis von Gerbstoffen benutzt worden. Man hat sogar die
Gerbstoffe nach der Firbung ihrer Reaktionsprodukte in eisen-
blduende und eisengriinende eingeteilt. Blaue Eisenférbungen ent-
stehen aber auller mit den Pyrogallolderivaten auch noch mit



282 Erixa Boray,

anderen Phenolabkémmlingen, so z. B. mit Vanillin, Morphin usw.
Die Eigenschaft, mit Eisen(I1I)-salzlgsungen griine Verbindungen
zu liefern, ist den Catechingerbstoffen eigen. Trotzdem ist diese
Einteilung nicht sehr gliicklich getroffen, das zeigt der Umstand,
daB gleichzeitig in den betreffenden Zellséften anwesende organische
Sduren wie etwa Zitronensiure die Firbung sehr veridndern, selbst
blaue Farbe in Griin umwandeln konnen. Auflerdem erhilt man
grine bis griinschwarze Eisenfirbungen auch mit Flavonen, die
mehrere Hydroxylgruppen besitzen.

Fir die Ausfithrung der Reaktionen wurde eine 10%ige FeCl,-
Lésung verwendet. Die Schnitte kamen in einen Tropfen der Losung
und wurden unbedeckt eine bis mehrere Stunden liegen gelassen.
Die Risen(III)-chloridlésung darf nicht in zu groBem UberschuB
zugesetzt werden, da sich sonst die amorphen Eisensalze besonders
der ,,eisengrunenden Gerbstoffe leicht 16sen. Mit einer Losung von
wasserfreiem Eisen(III)-chlorid in wasserfreiem Ather zu arbeiten,
wie sie MOLLER (1888) empfahl, verbot die grole Anzahl der unter-
suchten Objekte und der Umstand, daf eine solche Losung nur
einmal zu verwenden und daher bei jedem Versuch neu anzusetzen ist.

Zu erwihnen ist noch, dal auch Chlorogensiure eine griine
Eisenreaktion zeigt, die aber auf Zusatz von NaHCO,; in blau
umschligt (FREUDENBERG 1920).

4. Ammonmolybdat: Es wurde von GARDINER (1884) ein-
gefithrt und gibt in gerbstoffhaltigen Zellen gelbe Niederschlige.
Diese Niederschlige losen sich in Wasser und verdiinnten Sduren
leicht. Vaxn WissELiNnGH (1915) modifiziert den Nachweis dahin-
gehend, dafl er als Reagens nicht eine reine Ammonmolybdat-
l6sung, sondern ein Gemisch aus 25 %iger Ammonmolybdatlésung,
5%iger Ammonchloridlosung und dest. Wasser zu gleichen Teilen
gebraucht. In den vorliegenden Versuchen wurden die Losungen
gesondert aufbewahrt und erst auf dem Objekttriger gemischt.
Die durch das Eintragen der Schnitte entstehende Bewegung in
dem Flissigkeitstropfen erwies sich als ausreichend fiir die Ver-
mischung. Der Nachteil dieses Reagens’ ist aber die gute Loslich-
keit der Niederschlige in Wasser und S#uren. Deshalb schlug
BraeMER (1889) das Natriumwolframat vor (Abb. 2).

5. Natriumwolframat: Es wird mit Natriumazetat versetzt
angewandt und zwar gibt man auf 10 ccem Wasser 1 g Natrium-
wolframat und 2 g Natriumazetat. Dieses Reagens schligt Gallus-
sdure aus saurer oder ammoniakalischer Losung braun nieder,
Gallussidurederivate dagegen strohgelb. Beide Reagentien, Natrium-
wolframat und Ammonmolybdat haben den Nachteil, daB sie



Die Vitalfarbung voller Zellsifte usw. 283

auch mit Stoffen, die sich auf Grund der anderen Gerbstoffreak-
tionen nicht eindeutig den Gerbstoffen zuordnen lassen, sondern
sich eher unter die Flavonderivate einzureihen scheinen, oft recht
intensive Gelbfirbung zeigen.

6. p-Dimethylaminobenzaldehyd als Reagens auf Cate-
chingerbstoffe wurde 1917 von JoACHIMOWITZ angegeben und seit-
her immer wieder mit Erfolg benutzt (vgl. Moriscr 1923, S. 147,
HArTEL 1951). Bereitet wird das Reagens durch Versetzen einer
Losung von 0,5 g p-Dimethylaminobenzaldehyd in 8,5 g Schwefel-
siure mit 8,5 g Wasser. Eine Rot- bis Rotviolettfirbung entsteht
sofort mit Catechin, Phloroglucin und den meisten seiner Derivate.
Sehr oft bildet sich auch ein roter Niederschlag.

7. Koffein: Diese Purinbase zeichnet sich ebenso durch ihre
auBerordentlich hohe Permeationsgeschwindigkeit wie auch die
Unschidlichkeit fiir das Plasma aus. Mit allen bisher erwihnten
Reagentien werden die Zellen geschiadigt, meist sogar getdtet.
Koffein jedoch erlaubt den Nachweis von Gerbstoffen in Zellen, die
ihre Lebenstétigkeit unverdndert beibehalten. Diese ,,Lebend-
fallung®, die auch andere Alkaloide ergeben, ist schon von Loew
und BoxrorNy (1888) studiert worden. OVERTON arbeitete 1899
mit 0,25—0,5%igen Koffeinlosungen und vaxy WisseLiNGH (1910)
machte zum Nachweis von Gerbstoffen in Algen Gebrauch von
19%igen Losungen. Die vorliegenden Untersuchungen wurden mit
dieser Konzentration vorgenommen.

8. Vanillin — Salzséure: Sie wurde von LinDT (1885) als
Reagens auf Phloroglucin eingefiihrt. Er empfahl eine Mischung von
0,005 g Vanillin, 0,5 g Alkohol, 0,5 g Wasser und 3 g konzentrierte
Salzsidure. WAAGE zeigte 1890, dafl auBler Phloroglucin und Orein
auch Resorcin und Pyrogallol unter hell- bis violettroter Firbung
reagieren. ROSENTHALER (1905) gelangte auf Grund seiner Versuche
an dtherischen Olen zu der Uberzeugung, daB die Vanillin-Salz-
sdurereaktion ganz allgemein den Phenolen und Ketonen zuzu-
schreiben sei. Trotzdem ist das Reagens auf Catechingerbstoffe eine
gute histochemische Probe, da nach HarrwicHE und WINCKEL
(1904) die nicht glykosidischen Tannoide keine Reaktion geben,
wihrend mit s@mtlichen Phloroglykotannoiden (Catechingerb-
stoffen) eine Reaktion eintritt.

9. Vanillin — Schwefelsdure: ARNouLD und Goris haben
1909 ihre Einwirkung auf die verschiedensten Substanzen gepriift
und sind zu dem Ergebnis gekommen, daf} eine Losung von 0,25 g
Vanillin auf je zwei Teile Wasser und konzentrierte Schwefelsdure
bei Rotfirbung Phenole anzeigt, (vor allem auch wieder die Cate-
chingerbstoffe), indes eine gelbe Farbung auf stickstoffhaltige
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Korper (speziell auf die NH,-Gruppe) hinweisen soll. Violette
Farbung schlieBlich kidme nach ihren Angaben den zusammen-
gesetzten Terpenen zu.

Bei den im nachfolgenden Kapitel beschriebenen Versuchen trat
oft der Fall ein, daB mit Vanillin-Schwefelsdure sowie mit der stark
schwefelsauren Losung des p-Dimethylaminobenzaldehyd eine
intensive Gelbfarbung zu beobachten war. Diese Erscheinung ist
wohl darauf zuriickzufiihren, daB konzentrierte Schwefelsiure
manche Flavone und Flavonderivate sowie Flavonole mit gelber
Farbe 16st, so z. B. das Quercetin und hesperidinartige Glykoside.
In dieser gelben Losung sind die erwédhnten Verbindungen vielleicht
in Form ihrer Oxoniumsalze enthalten.

Aus dem eben Ausgefiithrten geht klar hervor, dal man einen
Inhaltsstoff mit einiger Sicherheit erst dann als Gerbstoff oder
Flavon ansprechen kann, wenn mehrere Reaktionen darauf hin-
deuten.

Versuchsergebnisse

Die Hauptaufgabe der vorliegenden Arbeit war es, moglichst
viele volle Zellsifte einerseits mit Hilfe von mikrochemischen
Reaktionen auf ihre Inhaltsstoffe zu priifen, andrerseits mit ver-
schiedenen basischen Farbstoffen vital zu firben und durch Ver-
gleich der Ergebnisse den Einflull der jeweiligen Inhaltsstoffe auf
das Vitalfarbebild zu studieren. Um die Vielzahl der untersuchten
Pflanzen iiberblicken zu konnen, erwies sich eine Einordnung in
verschiedenen Gruppen als zweckméfBig. Als iibergeordnetes
Ordnungsprinzip bot sich die Einteilung in gerbstoffiihrende und
gerbstofffreie Objekte. Als untergeordnete Kategorien waren die
einzelnen morphologischen Typen der Vitalfirbung gut zu ver-
wenden. Dabei erwies es sich oft als storend, dafl an ein- und dem-
selben Objekt mehrere Farbungstypen nebeneinander vorkommen
kénnen. Deshalb wurde als Kriterium fiir die Zugehorigkeit zu der
einen oder anderen Gruppe eben das am hiufigsten aufscheinende
Vitalfarbungsbild gewahlt. Die so vorgenommene Einteilung ergibt
auch gewisse Parallelititen zwischen Farbungstyp und Art des
Inhaltsstoffes, die sich bei Objekten, die auBer der Farbung keinen
anderen Einfliissen ausgesetzt waren, mehr oder weniger deutlich
abzeichneten. Zum besseren Verstéindnis sollen hier schon einige
Versuchsergebnisse, die zu Aufdeckung dieser Parallelitaten fiihrten,
kurz angedeutet werden.

Zunichst mufBl vorausgeschickt werden, daf eigentlich alle
Epidermen wechselnde Mengen Flavone und Flavonderivate
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enthalten. In sehr vielen Fillen meiner Versuche zeigte sich, daf
ein histochemisch nachgewiesener Flavongehalt der Zellen konform
ging mit einer kugeligen Entmischung nach Vitalfirbung. Zellen,
die Gerbstoffe enthielten, neigten hingegen mehr zur Ausbildung
von Dendriten oder Kriimelfdllungen, welche manchmal sehr dicht
waren.

Neben den Pflanzen mit kugeliger oder dendritenartiger gab
es Fille kristalliner Entmischung, und schlieflich wurden noch
zwei Gruppen abgetrennt, die sich nur diffus firbten und von denen
die eine gerbstoffhaltig, die andere flavonhaltig war. Alle Objekte,
die sich nicht in diese Unterteilungen einordnen lieen, weil ihr
Firbebild uneinheitlich war, wurden in einer letzten Gruppe
zusammengefalt. Es darf nicht verwundern, dafl gerade in dieser
letzten Gruppe eine grofle Mannigfaltigkeit an Farbungserscheinun-
gen zu finden ist. Es gibt da Objekte, die fast mit jedem Farbstoff
einen anderen Entmischungstyp bemerken lassen.

Im folgenden sollen nun die einzelnen Gruppen besprochen
werden. Es wird dazu das Versuchsprotokoll eines fiir die betreffende
Gruppe besonders charakteristischen Objektes angegeben. Eine
Tabelle soll dann den Uberblick iiber die anderen gleichsinnig
reagierenden Pflanzen vermitteln.

1. Gerbstofffreie Pflanzen

a) Kugelige Entmischung:
Ailanthus glandulosa scheint als Beispiel sehr gut geeignet. Die
Epidermiszellen der Blattoberseite zeigten folgende Reaktionen:

Mit Vanillin-Schwefelsdure ist eine sofortige Gelbfirbung zu
beobachten. Vanillin-Salzsdure zeigt nur eine ganz schwache Gelb-
farbung. Die Einwirkung von Coffein hat keinen sichtbaren Erfolg.
p-Dimethylaminobenzaldehyd liefert eine kréftige Gelbfarbung.
Bringt man einen Schnitt in einen hingenden Wassertropfen iiber
den Hals einer Ammoniakflasche, so erhilt man ebenfalls eine recht
kriftige Gelbfirbung.

Mit Bariumhydroxyd entsteht nach wenigen Minuten ein fein-
korniger, dunkelolivgriiner Niederschlag.

Natriumwolframat firbt manche Epidermiszellen schon gelb.
Ebenso reagieren eine Anzahl Zellen mit Ammonmolybdat. Mit
Eisenchloridlgsung ist die Farbung der Epidermiszellen nach einiger
Zeit, in der das Priparat dem Luftsauerstoff ausgesetzt war,
dunkelgrin. Ubertragt man den Schnitt in 10%ige Natrium-
bikarbonatlésung, so schligt die Firbung nach schwarzbraun um.

Sitzungsberichte d. mathem.- naturw, Kl., Abt. I, 169. Bd., 7. und 8. Heft 20
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Der Verlauf dieser Reaktionen schliet einen Gerbstoffgehalt
einwandfrei aus und weist auf einen Gehalt an Flavonoiden hin.
Farbungen:

Féarbt man einen Schnitt der Blattoberseite zwei Stunden in
einer Neutralrotlosung 1:10.000 in Leitungswasser, so kann man
eine intensive Diffusfirbung und daneben noch sehr grofe Ent-
mischungskugeln in den Zellen beobachten.

Mit Brillantcresylblau pm 8,3 bietet sich im wesentlichen das
gleiche Bild bei gleicher Farbedauer. Neben einer starken Diffus-
farbung sind ansehnliche Kugeln aufgetreten.

Auch mit Toluidinblau pgr 11,2 bilden sich am Rand sehr grofe,
allerdings etwas degeneriert und triib aussehende Kugeln aus. In
diesen ganz randnahen Zellen, die offenbar schon geschidigt sind,
fehlt die im Schnittinnern neben der kugeligen Entmischung noch
vorhandene Diffusfarbung.

Mit Rhodamin B in dest. Wasser ist die Diffusfirbung nach
einer Stunde Fiarbedauer nicht sehr ausgeprigt, aber in jeder Zelle
sind viele kleine Kugeln ausgefallen, die oft auf einem Haufen,
manchmal aber auch in einer kettenférmigen Reihe, jedoch unver-
schmolzen, nebeneinander liegen.

Nach eineinhalbstiindiger Farbung mit Acridinorange pg 11,2
fluoreszieren die Zellen der Schnittmitte diffus gelbgrin. Die
Randzellen leuchten mehr olivfarben und enthalten groBe rote
Entmischungstropfen.

Ailanthus glandulosa stellt ein besonders schénes und ein-
deutiges Beispiel fiir die kugelige Entmischungsform der Vital-
farbung und die gleichzeitige Anwesenheit von Flavonen dar. In
der Tabelle scheinen indes auch gelegentlich Objekte auf, die mit
dem einen oder anderen Farbstoff keine Kugeln, sondern Ver-
schmelzungsprodukte ausbilden. In Kapitel 2 wurde jedoch darauf
hingedeutet, da man Verschmelzungsprodukte wohl als unmittel-
bare Vorstufen der Entmischungskugeln anzusehen hat. Aus diesem
Grund wurden diese Objekte ebenfalls hier mit aufgenommen.

Bei Betrachtung der Tabelle 1, S. 288, zeigt es sich, dal} bei
negativer Koffeinreaktion immer auch die Reaktion mit Vanillin-
Schwefelsiure, mit Vanillin-Salzsdure und mit p-Dimethylamino-
benzaldehyd ohne Anzeichen eines Gerbstoffgehaltes in den be-
treffenden Zellsaften verlaufen. Die Reaktionen mit Ammon-
molybdat und Natriumwolframat gehen zwar sehr hiufig unter
Gelbfiarbung vor sich, zuweilen entsteht auch ein Niederschlag aus
kleinen gelben Kugeln und Tropfen, nirgends aber treten die
charakteristischen kaffeebraunen kérnigen Niederschlige auf, die
auf Gerbstoffe hindeuten wiirden.
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Weiter ist bemerkenswert, dal in vielen Fillen eine gewisse
Parallelitit auffillt zwischen dem Verhalten der Zellen zu konzen-
trierten Sduren, wie sie in der Vanillin-Salzsiure, der Vanillin-
Schwefelsdure und dem p-Dimethylaminobenzaldehydreagens ent-
halten sind, und dem Farbton der Eisen(III)-verbindungen. Sehr
haufig ergibt ein Objekt gerade dann eine recht dunkelgriine bis
oft schwarzgrine Eisenfarbung, wenn sich mit den Sduren eine
Gelbfirbung einstellt, die dann aus den Zellen austritt und sich
iiber das ganze Préparat in Form einer gelben Wolke ausbreitet.
Es wurde im letzten Kapitel schon darauf hingewiesen, daB sich
hesperidinartige Glykoside in konzentrierter Schwefelsiure unter
Gelbfiarbung 16sen. Doch sollen nach Rosorr (1884) auch Saponine
und deren Aglykone, die Sapogenine, konz. H,SO, zunéichst gelb
farben. Die Versuchspflanzen, bei denen auf eine Gelbfirbung mit
Schwefelsiure eine schmutziggriine oder braungriine Eisenfirbung
kommt, sind in der Minderzahl.

Aus der Tabelle geht auch hervor, dafl zwei verschiedene
Arten der gleichen Gattung oft den gleichen Inhaltsstoff haben.
Campanula patula und Campanula persicifolia reagieren histo-
chemisch genau gleich, selbst in der nicht hiufigen Eigenheit, mit
Ammonmolybdat und Natriumwolframat keine Gelbfirbung zu
liefern. Auch Lathyrus latifolius und Lathyrus tuberosus zeigen
Ubereinstimmung in ihrem histochemischen Verhalten und diirften
demnach den gleichen Inhaltsstoff besitzen. Fiir die Campanu-
laceae und viele Papilionaceae nimmt man nach den Angaben von
Happers und WEHMER (1932) ebenso wie fiir Galium mollugo
Hesperidin = 5,7,3" - Trioxy-4'methoxyflavanonglykosid als Vaku-
oleninhaltsstoffe an.

Nicht immer sind die Farbungen der Eisenverbindungen griin
oder dunkelgriin bis schwarzgriin, manchmal sind sie auch braun
oder braungriin, wie etwa bei Apium graveolens, Cirsium rivulare
und Plantago media. Nach Krauss (1885) wiirde eine solche Firbung
auf einen Gehalt an Saponarin hindeuten. Daneben enthilt Apium
graveolens noch das Apiin, ein 5,7,4’-Trioxyflavon-7-apioseglykosid
und das Apigenin, ein 5,7,4’-Trioxyflavon.

Digitalis purpurea ist nach den Angaben von TUNMANN und
ROSENTHALER (1931) saponinhaltig und erzeugt auch tatsédchlich
eine Gelbfirbung mit konz. Schwefelsiure. HADDERS und WEHMER
(1932) vermerken, dall Digitalis neben dem 5,7,3',4'-Tetraoxy-
flavon Luteolin die beiden Saponine Digitonin und Gitonin ent-
hilt. Ebenso wie Digitalis verhilt sich auch Polygala amara, fir
die F1scHER (1928) ein Saponin als Inhaltsstoff angibt. Den Nach-
weis fithrte er durch die Hamolyse von Blutgelatine.

20*
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Tabelle 1: Objekte mit kugeliger Entmischung

Farbungen

Objekt Bril-
(Blatt, Oberepidermis) Neutral | Rhod- lant- Acri- Tolu-
rot amin cresyl- din-  lidinbla;
B blau orange

Allium Scorodoprasum Df,o| K Df,o | Df, 0 Df, 0
Anthyllis vulneraria Df,o | Df, 0 Df Df, o Df
Apium graveolens Df, o | Df, 0 Df,o | Df,o0 Df, o
Asperula cynanchica ....... [ o, VP Df Df, o Df, o
Buphthalmum salicifolium Df,o0| Df, 0 Df,o0 | Df, 0 Df, o
Bupleurum faleatum Df, o | Df, o0 Df,o | Df, VP | Df, o
Campanula patula ......... o o o Df, o o
Campanula persicifolia Df,o | Df,K Df,o | Df, 0 Df, o
Centaurea Triumfetti Df,o | Df, 0 Df,o | Df, o Df, o
Centaurea cyanus Df,o | Df, 0 Df,o | Df, o Df, o
Centaurea scabiosa Df,o| Df, VP | Df,0o | Df, 0 Df, o
Cirsium rivulare ........... Df,o| o Df,o | Df, 0 Df, o
Convallaria majalis o Df Df Df, VP | Df, 0
Coronilla varia ............ Df Df, o Df,o | Df,o0 Df, o
Cynanchum Vincetoxicum Df,o | Df, 0 Df,o | Df, 0 Df, o
Cytisus ratisbonensis Df, o | Df Df,o | Df,o0
Cytisus nigricans Df,o | Df,K Df Df, VP | Df, o
Cytisus supinus Df,o| Df,D Df,o | Df, 0 Df, o
Dianthus pond. Df, o | Df Df,o | Df, 0
Digitalis purpurea Df,o | Df, VP | Df, o | Df, 0 Df, o
Epipactis latifolia Df,o | Df,D Df,o | Df,D Df, o
Eryngium campestre Df,o | VP Df, o | Df, 0 Df, o
Galium cruciatum Df,o0 | Df, 0o Df,o | Df, o Df
Galium mollugo Df,o | Df,K Df,o | Df, 0 Df, o
Genista tinctoria Df,o | Df, 0 Df, o | Df, 0 Df
Gentiana austriaca ......... Df,o | Df, 0 Df, 0| Df, 0 Df
Gentiana pneumonanthe Df,o | Df, VP | Df,0 | Df, 0 Df, o
Gentiana Clusii ............ Df,o | Df, 0 Df,o | Df, 0 Df, 0
Globularia Willkommii Df Df, 0 Df Df, o Df
Impatiens parviflora Df,o| D Df,o | Df, 0 Df, o
Iris pumila ............... Df Df, o Df Df, o Df
Iris Kaempheri Df,o | Df,D Df,o | Df, 0 Df, o
Jurinea mollis ............. Df,o | Df, 0 Df, o | Df, 0 Df, o
Knautia arvensis Df,o0 | Df, 0 Df,o | Df, 0 Df, o
Lathyrus tuberosus Df,o| VP Df,o | Df, o Df, 0
Lathyrus latifolius Df,o | Df,VP | Df,o | Df, 0 Df, o
Lathyrus pratensis Df,o | Df, K Df,o | Df, 0 Df, o
Lathyrus vernus Df,o | Df Df,o | Df Df, o
Linum flavum Df,o | Df, VP | Df,o | Df, 0 Df, o
Listera ovata Df,o | Df, o0 o Df, o Df, o
Medicago sativa Df,o | Df, 0 Df,o | Df, 0 Df, 0
Plantago media, ........... Df,o | Df, VP | Df,o | Df, 0 Df, o
Polygala chamaebuxus Df,o | Df,o0 Df, o | Df Df
Polygala comosa Df,o0 | Df,0 Df, o | Df, 0 Df, o
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Reaktionen
bt Ammonmolyb Natri
1;:%](1)-. 2:_)};)123‘1_ NH, FeCl, Ba(OH), " odat v woa}fg,mt
aldehyd '
— — +gelb braungrim | N! oliv —_ —
golb | gelb +gelb schwarzgriin| N'! ocker gelb gelb
— | gelb +gelb schwarzbr, | N! griingelb — gelb
gelb gelb +gelb schw.griin N! griingelb schw.gelb | gelb
golb | gelb + +gelb schwarzgriin| N'! ocker schw.gelb | schw.gelb
— — + +gelb griin N'! griingelb schw.gelb | schw.gelb
gelb — +N1gelb | braungriin | N'! gelbgriin — —
— — +N1tgelb | schwarzgriin| N! oliv — —
— — + +gelb griin gelb gelb
gelb — ++gelb braungriin gelb gelb
gelb — + +gelb schwarzgriin| N'! griin gelb gelb
— — N! griin | braungriin,o| N! oliv gelb —?
— — +gelb grin N'! griingelb gelb —?
gelb | gelb | + +gelb schwarzgriin gelb gelb
— — +gelb braungriin | N! oliv gelb gelb
+ +gelb schwarzgriin gelb gelb
— — + +gelb griin N'! ocker gelb gelb
gelb | gelb +N! gelb | schwarzgriin| griingelb gelb gelb
gelb | gelb +gelb griin gelb gelb
gelb | gelb | + +gelb schwarzgriin| gelbgriin — —
— — +gelb griin gelbgriin gelb gelb
gelb | gelb +gelb schwarzgriin| N! griingelb — schw.gelb
gelb — +gelb griin gelb schw.gelb
gelb | gelb +gelb schwarzgriin| N! oliv gelb gelb
gelb — + +gelb schwarzgriin| N! oliv gelb gelb
— gelb +N'! gelb | schwarzgriin| N! griingelb | +gelb gelb
gelb | gelb +gelb schwarzgriin| N! oliv +gelb gelb
gelb | gelb +gelb schwarzgriin| N! oliv +gelb gelb
gelb | gelb + +gelb schwarzgrin +gelb gelb
gelb — +gelb griin N'! griingelb eelb schw.gelb
gelb [ gelb +gelb schwarzgriin gelb gelb
— + +gelb schwarzbr, gelb gelb, N'!
gelb | gelb | ++gelb schwarzgrin gelb gelb
gelb | gelb | ++gelb braungriin | N!oliv gelb gelb
gelb | gelb | ++gelb schwarzgriin| N! ocker gelb, N'! gelb, N'!
— — +gelb, N! | griin N'! ocker gelb gelb, N'!
— — +gelb, N! | schwarzgriin| N! oliv gelb gelb, N'!
— — +gelb braungriin | N! griingelb — —
gelb | gelb + +gelb schwarzgrin| N! oliv gelb gelb
— | gelb | ++gelb schwarzgriin| N! griingelb — —
gelb | gelb +gelb, N'! | braungriin | N!oliv —7 schw.gelb
— — +gelb braun, o N'! griingelb schw.gelb | schw.gelb
— — +gelb schwarzgriin| N! gelbgriin | +gelb gelb
gelb | gelb +gelb schwarzgriin gelb, o gelb, o
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Farbungen

Objekt Bril

(Blatt, Oberepidermis) Natural-| Rhod- lal;t: Acri- Tolu- |Kof-| Van-

rot amiR | cregyl- | 4iD- iginblau| fein | HCl

. blau orange

Polygala amara Df,o | Df, 0 Df Df, o Df —_ —
Potentilla erecta Df,o| K Df, o | Df, 0 Df,o| — | —
Rumex acetosa .......... Df,ol o Df,o | Df, 0 Df,o| — | —
Sgorzonera, austriaca Df,o| o Df Df, o Df,o| — | —
Silene nutans Df, 0| o, VP Df,o | Df, o Df,o| — | gelb
Solanum dulcamara Df,o | Df,D Df, o | Df, 0 Df,o| — | —
Sorbus aria ................ Df, 0 | Df Df, o0 | Df Df, 0l — | gelb
Teucrium chamaedrys Df Df, 0 Df Df, o Df,o | — | gelb
Trt.a.go'pogon orientalis Df,o | Df, VP | Df,0 | Df, 0 Df,o| — | gelb
Trifolium pratense Df,o | Df, o Df, 0| Df, 0 Df,o| — | —
Trifolium montanum Df, 0| Df, 0 Df,o| Df, o Df,o} — | —
Trifolium fragiferum Df,o | Df, 0 Df, 0| Df, 0 Df,o| — | —
Vaccinium Myrtillus Df, o | Df,0 Df, o | Df Df,o| — | —
Veratrum album o Df, o Df, o | Df, 0 Df,o| — | —
Verbascum austriacum Df, o | Df, 0 Df,o | Df,0 Df,o | — | gelb
Veronica officinalis Df,o | Df, o Df,o | Df,0 — | —
Vfar.onic.a.' Teucrium Df, o | Df, 0 Df, o | Df, 0 Df,o| — —
Vicia pisiformis Df,o | Df,0 Df, 0o | Df — | gelb
Vicia sepium Df,o | Df, VP | Df, 0 | Df, 0 Df,o| — | —
Zea Mays Df,o | K Df,o | Df, 0 Df,o| — | gelb

Erklarungen zu den Tabellen:

o = Entmischungskugeln
D = Dendriten

VP = Verschmelzungsprodukte
K = Kriimelfillung

Kn = Kérnchenfallung

Kr = Kristalle

Noch eine ganze Anzahl der Angaben von HADDERS und
WEHMER (1932) decken sich mit den hier besprochenen Versuchen.
Von den Flavonen kommt das Luteolin nicht nur in Digitalis
purpurea, sondern auch in Genista tinctoria vor. Als Vertreter der
Flavonole (3-Oxyflavone) findet sich das Isoquercitrin, ein 3,5,7,3',4’-
Pentaoxyflavon-3-glykosid zusammen mit Quercetin, dem 3,5, 7,8',4'-
Pentaoxyflavon in Zea Mays. Das letztere ist auch in Caliha
palustris und Adlanthus glandulosa, der daneben auch noch unbe-
kannte Flavone beinhaltet, nachzuweisen. Weitere Flavone unbe-
kannter Art werden auch in 7'rifolium montanum, Anagallis arvensis,
Gentiana austriaca, Galium cruciatum und Cynanchum Vince-
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Abb. 2. Colchicum autumnale: Blatt, Oberseite, behandelt mit Ammonmolybdat.
Es entstehen kugelige Gebilde!

Abb. 3. GQalium cruciatum: Blatt, Oberseite. Kugelige Entmischung nach Farbung
mit Rhodamin B 1:5000.
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Sp = Spharite
Df = Diffusfarbung
N! = Niederschlag
+ gelb = hellgelb

++ gelb = kriftig gelb

schw. gelb = schwach gelb
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Reaktionen
p-Dime- .
S|, weon | vaom, | Ammommobb | Neiu,
aldehyd

gelb | gelb +gelb grin —? schw.gelb

— — +gelb, N'! | griin graugrin — gelb
gelb | gelb Nt schwarzgrin schw.gelb | schw.gelb
gelb | gelb +gelb griun N! oliv — —
gelb | gelb ++gelb braungriin | gelbgriin gelb gelb

— — +gelb schwarzgriin| N! gelbgriin gelb —
gelb — + +gelb schwarzgriin| N! gelbgriin gelb
gelb | gelb +gelb griin N1t oliv gelb gelb
gelb | gelb +gelb schwarzgriin| N! oliv schw.gelb | schw.gelb
gelb | gelb N'! ocker| schwarzgriin| N! oliv +gelb gelb
gelb | gelb +gelb schwarzgriin| griingelb schw.gelb | schw.gelb
gelb +gelb schwarzgriin| griingelb schw.gelb | schw.gelb
gelb [ gelb oclier schwarzgrin| N! oliv +gelb gelb, N'!

— — +gelb griin, o Nt griingelb — —
gelb | gelb | ++gelb schwarzgriin| N! ocker +gelb gelb
gelb + +gelb schwarzgrin +gelb N'! gelb
gelb — + +gelb schwarzgriin| N'! griingelb gelb schw.gelb
gelb | gelb +gelb schwarzgriin gelb gelb

— = +gelb griin gelb gelb
gelb | gelb N!oliv | schwarzgrun| N! oliv gelb, N'! gelb, N'!

toxycum vermutet. Alle diese Objekte scheinen in der Tabelle auf,
und zwar als unbedingt flavonhaltig nach den im Rahmen dieser
Arbeit vorgenommenen mikrochemischen Reaktionen.

b) Kristalline Entmischung:
Obwohl die Vertreter dieses Typs der Farbstoffspeicherung

nicht allzu héufig sind, sollen hier doch zwei davon ihren Farbungen
und Reaktionen nach beschrieben werden. Die kristalline Ent-
mischung kann némlich auf zweierlei Weise erfolgen. Entweder
scheiden sich in einer diffus gefirbten Vakuole einzelne Kristall-
nadeln aus, die sich dann zu gréferen Biischeln vereinigen, oder es
fallen Entmischungskugeln aus, die sich im Laufe der Zeit zu
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Sphiriten umwandeln. Diese beiden Arten der kristallinen Ent-
mischung koénnen sich nur mit einem Farbstoff (Mehrzahl der
Fille) oder mit mehreren einstellen.

1. Polygonatum officinale:

Es gehort zu den Versuchspflanzen, die oft recht umfang-
reiche Biischel von Kristallen ausbilden und zeigt folgende Reak-
tionen in den Epidermiszellen der Blattoberseite:

Vanillin-Schwefelsdure ruft eine sich bald iiber das ganze
Priparat hinziehende Gelbfiarbung hervor.

Vanillin-Salzsdure zeigt keine erkennbare Reaktion.

Auch die Koffeinreaktion verlduft ergebnislos.

Mit p-Dimethylaminobenzaldehyd entsteht das gleiche Bild
wie mit Vanillin-Schwefelsdure, iiber den ganzen Schnitt breitet
sich eine gelbe Wolke aus, die offensichtlich aus irgendwelchen, in
Schwefelsiure mit gelber Farbe 16stichen Stoffen besteht.

Die Dimpfe des konz. Ammoniak rufen in den Zellen der
Epidermis eine zitronengelbe Farbung hervor, die allerdings nicht
sehr intensiv, aber doch deutlich wahrnehmbar ist.
Eisen(I1I)-chlorid liefert eine braune bis braungriine Farbung der
durch die Einwirkung der Losung merkwiirdig verformten und
geschrumpften Vakuolen.

Mit Ammonmolybdat und Ammonchlorid ist hingegen keine
eindeutige Reaktion zu erhalten.

Ebensowenig eindeutig verlduft die Behandlung mit Natrium-
wolframat. Nur einige wenige Zellen sind ganz schwach gelb ge-
farbt.

Féarbungsversuche:

Mit Neutralrot 1:10.000 in Leitungswasser kann man nach
2 Std. Farbedauer kriftige Diffusfirbung beobachten, in einzelnen
randnahen Zellen sind auch Entmischungstropfen aufgetreten.
Verlangert man die Farbedauer bis auf 13 Std., so dndert sich das
Bild nicht wesentlich, in fast allen Zellen kann man nur eine diffuse
Vakuolenfarbung konstatieren.

Brillantcresylblau 1:10.000 pg 8,3 fiarbt nach 21/, Std. die
Vakuolen diffus blau, aber nicht sehr intensiv. Belif3t man einen
Schnitt 13 Std. im Farbbad, so ist trotzdem keine Entmischung
zu sehen. Ganz dhnlich verhélt sich Toluidinblau 1:10.000 pg 11,2,
Man erzielt nur Diffusfarbung und diese ist relativ schwach.

Nach diesem nicht gerade auffillig ,,vollen Verhalten der
Zellsifte erstaunt ihre Affinitét zu den beiden Farbstoffen Rhoda-
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Abb. 4. Polygonatum multiflorum: Blatt, Oberseite. Kristalline Entmischung nach
Farbung mit Rhodamin B 1:5000.

Abb. 5. Polygonatum officinale: Blatt, Oberseite. Auch hier entsteht nach Farbung
mit Rhodamin B 1:5000 die Entmischung in kristalliner Form.



©Akademie d. Wissenschaften Wien; download unter www.biologiezentrum.at



Die Vitalfarbung voller Zellsafte usw. 293

min B und Acridinorange. Letzteres ergibt nach zweistiindiger
Einwirkung gleiendgrine Fluoreszenz, was also auf einen be-
trachtlichen Speicherstoffreichtum hindeutet, zumal in den rand-
nahen Zellen, die mehr olivfarben fluoreszieren, oft recht groBe
Kugeln ausgefallen sind.

Fiarbt man einen Schnitt in Rhodamin B 1:5000 in dest.
Wasser, so sind die Zellen diffus gefirbt, allerdings nicht sehr
kraftig, dafiir liegen in vielen Zellen schon ausgebildete Kristall-
biischel, die fast kreisformig sind und sich darin von den ebenfalls
mit Rhodamin B entstehenden Kristallbiischeln bei Polygonatum
multiflorum unterscheiden. Diese haben ndmlich hantelférmige
Gestalt, d. h. von einem Punkt aus strahlen die Kristallnadeln
bevorzugt in der Richtung der Lingserstreckung der Zelle aus.
Wahrscheinlich beruht dieser Unterschied der Kristallformen nicht
auf einer Verschiedenheit der Inhaltsstoffe, da Polygonatum multi-
florum ja auch gleiche Reaktionen zeigt, vielmehr diirfte er durch
riumliche Verhéltnisse bedingt sein. Die Kristallnadeln bei Poly-
gonatum multiflorum sind sehr lang, infolgedessen konnten sie gar
nicht senkrecht zur Lingserstreckung der Zelle stehen. Die viel
kiirzeren Einzelkristalle bei Polygonatum off. dagegen sind nicht
linger als der kleinere Durchmesser der Zellen und kénnen sich
daher ungehindert anordnen.

Es war nun interessant, einmal unter dem Mikroskop die
Bildung eines solchen Kristallaggregates zu verfolgen. Dazu wurde
ein Schnitt in einem Tropfen Rhodaminlosung auf den Objekt-
triger gebracht und beobachtet. Schon nach 5 Minuten kann man
eine Diffusfirbung erkennen. Nach 10 Minuten treten die ersten
kleinen, oft nur aus 3—4 Einzelkristallen bestehenden Biischelchen
auf. Sie sind noch recht farbschwach und befinden sich in BMB. An
diese Kristallisationskerne legen sich andere Kristallnadeln an, die
Gebilde werden immer dichter und buschiger, natiirlich auch farb-
stdrker und nach 20 Minuten sind sie eigentlich voll ausgebildet.
Die Vakuolen sind jetzt nur noch sehr schwach, manchmal eben
andeutungsweise diffus gefarbt. Im UV leuchten die Zellen diffus
gelb, wihrend die Kristallbiischel sich als rote Korper abzeichnen.
In Alkohol und Benzol sind die Kristalle innerhalb weniger Sekun-
den I6slich, auf dem Schnitt liegen dann mehr oder weniger abge-
rundete rote Tropfen und Trépfchen.

2. Sphirite entstehen, wie schon erwihnt, durch einen, man
kénnte vielleicht sagen, ,,Alterungsprozef3* von Entmischungs-
kugeln. Als Beispiel soll hier Campanula rapunculoides angefiihrt
werden. Die Epidermiszellen der Blattoberseite zeigen mit Vanillin-
Schwefelsdure keine sichtbare Reaktion.
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Auch Vanillin-Salzsdure wirkt nicht unter Bildung irgend-
welcher gefirbter Reaktionsprodukte ein.

Ebenso ergebnislos verlduft die Behandlung mit 1%iger
Koffeinlésung.

p-Dimethylaminobenzaldehyd ruft die Ausbreitung einer
dullerst schwachen blaBgelben Wolke hervor.

Setzt man den Schnitt den Démpfen konz. Ammoniaks aus,
in der schon 6fter geschilderten Weise, so firben sich die Vakuolen
nach kurzer Zeit hell zitronengelb.

Bariumhydroxyd veranlaBt eine sehr schwache gelbgriine
Farbung, keinen olivgriinen Niederschlag, wie das bei vielen anderen
Objekten der Fall ist.

Das Gemisch aus Ammonmolybdat und Ammonchlorid firbt
einige wenige Zellen gelb.

Natriumwolframat dagegen erzeugt keine Reaktion.

Die Eisen(IIl)-verbindungen zeichnen sich durch einen recht
intensiv schwarzgrinen Farbton aus.

Farbungen:

Beldfit man einen Schnitt 21/, Std. in einer Neutralrotlosung
1:10.000 in Leitungswasser, so sind die Zellen im Schnittinnern
nur diffus tingiert. In den Zellen am Schnittrand dagegen oder in
seiner Nihe, kann man keine oder nur sehr schwache Diffusfirbung
wahrnehmen. Dafiir sind aber hier oft sehr grofie Kugeln auf-
getreten. In einzelnen Zellen haben sich diese Entmischungskugeln
schon zu Sphiriten umgewandelt. Diese Sphirite sind hidufig von
einem violettroten Saum umgeben. Vielleicht handelt es sich bei
diesem ,,Hof*‘ um die ehemalige Begrenzung der Kugel, denn der
wahrscheinlich durch Wasserabgabe entstehende Sphérit nimmt
natiirlich nicht das gleiche Volumen ein wie der mehr oder weniger
flissige und wasserreiche Entmischungstropfen. Lifit man den
gefirbten Schnitt einige Zeit liegen, so kann man bei erneuter
Beobachtung feststellen, daf3 die Zahl der Sphirite auf Kosten der
Zahl der Entmischungskugeln zugenommen hat. Es diirfte sich
also doch wohl um eine gewisse Alterung der Tropfen handeln.
Brillanteresylblaulésung 1:10.000 py 8,3 ruft nach 3 Std. im
Schnittinnern Diffusfirbung, am Schnittrand auch Entmischungs-
kugeln hervor.

Im wesentlichen das gleiche Farbebild zeigt sich bei Eintragen
eines Schnittes in Toluidinblau 1:10.000 pg 11,2.

Die Fluoreszenz der Epidermiszellen ist mit Acridinorange
nach dreistiindiger Férbedauer im Innern des Schnittes gelbgriin.
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Abb. 6. Carlina vulgaris: Blatt, Oberseite. Kristalline Entmischung nach Farbung
mit Rhodamin B 1:5000.

Abb. 7. Campanula rapunculoides: Blatt, Oberseite. Kugelige, langsam kristallin
werdende Entmischung nach Farbung mit Neutralrot 1:10.000 in Leitungswasser.
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Die Randzellen fluoreszieren hier rein griin und weisen rote Ent-
mischungskugeln auf.

Rhodamin B weicht im Féarbungstyp ab, es bildet nach 1 Std.
neben schwacher Diffusfarbung recht hiibsche, zierliche, aber noch
nicht als kriimelig anzusprechende Dendriten.

Die Tabelle 2, S. 296, zeigt, dafl auller Neutralrot und Rhod-
amin B auch noch andere Farbstoffe zu kristallinen Fillungen be-
fahigt sind.

Bei Dianthus Carth. und Lathyrus niger kristallisiert ebenso
wie bei Polygala major eine Verbindung Inhaltsstoff-Brillant-
cresylblau aus in Form von Kristallbiischeln. Polygala und Dianthus
zeigen auch eine recht gute Uberelnstlmmung in ihrem mikro-
chemischen Verhalten. Eventuell besitzen sie den gleichen Inhalts-
stoff. Abweichend verhdlt sich Lathyrus niger. Mit Rhodamin B
bildet auBler den Polygonatum-Arten auch Carlina vulgaris kristalline
Fallungen aus, allerdings nicht in Form von Kristallbiischeln,
sondern in Gestalt von Sphériten. Interessanterweise zeigt dieses
Objekt auch in den anderen Firbungen sowie in den mikro-
chemischen Reaktionen groBe Ahnlichkeit mit Polygonatum. Mit
Acridinorange schlieBlich fallen bei Centaurea jacea Sphirite aus.
In allen diesen Fillen entstehen jeweils nur mit einem Farbstoff
kristalline Entmischungsprodukte. Sedum maximum ist ein Beispiel
dafiir, daB eine kristalline Entmischung auch mit mehreren Farb-
stoffen erfolgen kann. Es bildet sowohl mit Neutralrot als auch mit
Acridinorange und Toluidinblau Sphérite aus.

Als Inhaltsstoffe werden auch bei diesen Objekten irgendwelche
Flavonderivate in Frage kommen. Bei Ausbreitung einer gelben
Wolke nach der Behandlung mit schwefelsiurehaltigen Reagentien
ist anzunehmen, daB es sich um hesperidinartige Glykoside handelt.
Speziell fiir die Caryophyllaceae geben HADDERS und WEHMER (1932)
das 5,7,3'-Trioxy-4'-methoxyflavanonglykosid an, wihrend sie
Potentilla reptans in der Reihe der Pflanzen anfiihren, die ein Flavon
unbekannter Art enthalten sollen.

¢) Diffusfarbung:

Bis jetzt wurden Objekte besprochen, die Entmischungsformen
zeigen, Daneben gibt es aber auch Pflanzen, deren Inhaltsstoff mit
dem Farbstoff nur losliche Verbindungen eingeht (Loslichkeits-
speicherung), so daf es selbst bei lingerem Liegen der Schnitte in
der Farblosung nur zu Diffusfirbung kommt. Dabei ist die Tat-
sache, daB es sich um ,,volle‘‘ Zellsifte handelt, stets am ,,negativ
metachromatischen‘ Farbton der gefirbten Vakuolen zu erkennen
(blaugriine Farbung mit den blauen Farbstoffen, violettrote Far-
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Tabelle 2: Objekte mit kristalliner Entmischung

Farbungen
Objekt Bril-

(Blatt, Oberepidermis | Neutral- [Rhodemin| lant- Acri- Tolu- |Kof- | Van-
ot B cresyl- din. idinblau | fein | HCI

blau orange
Anagallis arvensis ....... Df,Sp| Df, o Df, o Df, o Df — | —
Campanula rapunculoides Df, Sp | Df, D Df, o Df, o Df, o —_— —
Carling vulgaris Df Df, Kr | Df Df, o Df — | —
Centaures jacea ......... Df, o Df, VP | Df, o Df,Sp | Df, o — | —
Dianthus Carthusianorum . | Df Df, o Df, Kr | Df — | —
Lathyrus niger .......... Df,o | Df,o0 Df, Kr | Df, 0 Df, o — | —
Polygonatum multiflorum . | Df, o Df, Kr | Df Df, o Df, o — | —
Polygonatum officinale Df,o | Df, Kr | Df Df, o Df — | —
Polygala major Df, o Df, o Df, Kr | Df, o0 — | —
Potentilla reptans Df, Sp | Df Df Df,Sp | Df — | —
Sedum maximum Df,Sp| K Df, o Df,Sp | Df,Sp | — | —

Abkiirzungen wie in Tabelle I, S. 290.

bung mit Neutralrot, grime Fluoreszenz mit Akridinorange). In
manchen Fillen und vor allem im Dauerversuch (iiber Nacht) bilden
sich doch bei dieser langdauernden Einwirkung des Farbstoffes
Kugeln aus, vor allem in randnahen Zellen. Diese Erscheinung kann
man aber dann bei demselben Objekt nicht mit allen Farbstoffen
beobachten. Im einzelnen gibt die Tabelle 3, S. 298, dariiber Auf-
schluBl. Als Beispiel ist Teucrium montanum seiner ausschlieflichen
Diffusfirbung wegen gut geeignet und wurde deshalb ausgewihlt.
Die Epidermiszellen der Blattoberseite entlassen mit Vanillin-
Schwefelsdure eine gelbliche Wolke.

Auch mit Vanillin-Salzsdure firben sich die Zellen blaBigelb.
Koffein reagiert in keiner erkennbaren Weise.

Dagegen liefert p-Dimethylaminobenzaldehyd, wie nach der
Reaktion mit Vanillin-Schwefelsiure eigentlich zu erwarten war,
eine gelbe Wolke. Man kann direkt beobachten, wie sich die Gelb-
farbung aus den Zellen 16st und das ganze Praparat iiberschwemmt.

Bei Einwirkung von Ammoniak-Dimpfen tritt in den Epi-
dermiszellen eine kriftig eigelbe Fiarbung auf.

Bariumhydroxyd fillt den Inhaltsstoff in Form einer dichten,
kérnigen, oliv-ockerfarbenen Verbindung mit deutlich briunlichem
Stich. Mit Natriumwolframat erscheinen viele Zellen gelb und be-
inhalten auch einen gelblichen Niederschlag.
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Reaktionen

p-Dime- i
oo | oens | NE, FeCl, Ba(0H), motybaat woltramat
aldehyd
gelb | gelb +gelb schwarzgriin N!oliv — schw.gelb
— — +gelb schwarzgriin griingelb gelb —
gelb | gelb +gelb braungriin N1 oliv geolb schw.gelb
— — | N!+gelb schw.griin N! oliv gelb schw.gelb
gelb | gelb | ++gelb schwarzgriin N!oliv gelb gelb
— — +gelb schw.griin schw.gelb
— gelb +gelb braungriin — schw.gelb
— gelb +gelb braungriin — schw.gelb
gelb . gelb | ++gelb schwarzgriin gelb gelb
— — +gelb schw.gelb schw.gelb
— — +gelb schwarzgriin griingelb gelb gelb

Ein ebensolcher Niederschlag tritt in manchen Zellen nach
Behandlung mit dem Gemisch Ammonmolybdat-Ammonchlorid
auf, die meisten Zellen sind jedoch nur gelb gefirbt.

Die Eisen(11T)-verbindungen sind kriftig grimschwarz gefirbt.

Fiarbungen:

Nach dreistiindiger Einwirkung erzeugt Neutralrot 1:10.000
in Leitungswasser eine ausgesprochen kriftige Diffusfarbung, in
ganz wenigen randnahen Zellen ist daneben noch eine kugelige
Entmischung eingetreten.

Mit Brillantcresylblau 1:10.000 pg 8,3 erhilt man auch nach
31/, Stunden nur kriftige Diffusfarbung.

In Toluidinblau 1:10.000 pg 11,2 kann man einen Schnitt
4 Std. belassen und doch ist nur Diffusfirbung zu beobachten.

Mit Rhodamin B erhilt man nach 4 Std. nur Diffusfarbung.

Der mit Acridinorange 1:10.000 py 11,2 gefirbte Schnitt zeigt
eine deutliche Zonierung. Die Zellen des Schnittinnern fluores-
zieren nach 4 Std. schén griin. Daran schlieft eine Zone mit rot
fluoreszierenden Zellen an, und ganz aulen am Schnittrand sind
in den olivfarbenen Zellen groBe rote Kugeln ausgefallen.

Bei allen Versuchen an diesen Pflanzen zeigt sich, wie aus der
Tabelle 3, S. 298, ersichtlich, wieder eine bis auf wenige Aus-
nahmen frappante Parallelitiat der Gelbfarbung mit Schwefelsdure
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Tabelle 3: Gerbstofffreie Objekte mit Diffusfirbung

Farbungen
Objekt Bril-
(Blatt, Oberepidermis) Neutral-| Bhod- | Jant- | Acri- | Tolu. | Kof- | Van.
Tot amin | cregyl- din- ligipblau| fein | HCI
B blau orange

Allium ursinum Df Df Df | Df Df — | —
Allium vineale Df Df Df | Df Df,o| — | —
Atropa Belladonna Df Df, D Df | Df Df — | —
Daphne Cneorum Df Df Df | Df Df — | —
Dictamnus albus .............. Df Df Df | Df Df,o| — | —
Globularia cordifolia Df Df Df | Df Df —_ —
Homogyne discolor Df, o | Df Df | Df,o | Df — | —
Lycium halimifolium Df, o | Df Df Df Df,o| — | —
Melampyrum arvense Df Df Df | Df Df,o| — | —
Muscari racemosum Df Df Df | Df Df — | —
Muscari comosum ............. Df,o | Df, 0 Df | Df Df — | —
Onobrychis viciaefolia Df Df Df | Df Df — ] —
Orchis incarnata ............... Df Df Df | Df Df — | —
Phyteuma spicatum Df Df Df | Df,o | Df — | —
Plantanthera bifolia Df Df Df | Df Df —_ —
Primula auricula Df Df Df | Df,K | Df — | —
Primula veris ..........c.o00n... Df Df Df | Df Df — | —
Rhamnus saxatilis Df Df Df | Df Df — | —
Scrophularia nodosa Df Df Df | Df,o | Df — | —
Teucrium montanum Df, o | Df Df Df, o Df — | —
Viburnum Lantana Df Df Df | Df Df — | —

Abkiirzungen wie in Tabelle I, S. 290.

und einem kriftig schwarzgriinen Ton der Eisenfarbung. In Uber-
einstimmung damit steht auch bei einer recht beachtlichen Anzahl
von Objekten eine ockerfarbene Fillung mit Bariumhydroxyd.
Wenn nun, wie in manchen Fallen (z. B. Lycium halimifolium oder
Homogyne discolor) zu dieser ockerfarbenen Reaktion mit Ba(OH),
eine dunkelgelbe Farbung mit Ammoniak dazukommt, so wird man
wohl auf die Anwesenheit eines Oxyflavons oder Derivates schlieBen
diirfen, denn nach TuNMANN und ROSENTHALER l6sen sich Oxy-
flavone ja in Ammoniak mit tiefgelber Farbe.

Einige der in dieser Tabelle aufscheinenden Objekte sind auch
in der schon mehrfach zitierten Arbeit von HADDERS und WEHMER
(1932) verzeichnet. So wird fiir Teucrium-Arten das Scutellarin,
eine 5,6,7,4'-Tetraoxyflavonglukuronsiure angegeben. Scrophularia
nodosa soll das Diosmin, ein Luteolinmethyldther-Rhamnosid ent-
halten. In Dictamnus albus gilt Hesperidin = 5,7,3'-Trioxy-4’-
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Reaktionen

p-Dime-
o |t |, FeCly BaOH: | molybdat | weiteem:
‘ aldehyd
|
} — +gelb schwarzgriin — schw.gelb
— — +gelb griin N! oliv schw.gelb schw.gelb
gelb | gelb +gelb schwarzgriin N! oliv gelb gelb
— +gelb schwarzgriin — —
gelb | gelb +gelb braungriin schw.gelb
gelb | gelb + +gelb schwarzgriin N'! ocker gelb N gelb
gelb | gelb + +gelb schwarzgriin Nt ocker gelb gelb
gelb [ gelb +gelb schwarzgriin N! ocker schw.gelb schw.gelb
— — +gelb griin N! oliv schw.gelb schw.gelb
— — +gelb braungriin gelb gelb
—- — +gelb braungriin N'! gelbgriin — gelb
gelb | gelb ++gelb schwarzgriin N! oliv gelb gelb
— gelb +gelb schwarzgrin Nt ocker gelb gelb
— — +gelb, N! | braungriin Nt oliv — —
— gelb +gelb schwarzgriin N'! oliv gelb schw.gelb
— | gelb +gelb schwarzgriin schw.gelb
— +gelb grin — gelb
— — +gelb schwarzgriin schw.gelb
gelb | gelb +gelb schwarzgriin N'! gelbgriin — —
gelb | gelb | ++gelb schwarzgriin N! oliv gelb gelb
gelb | gelb | ++gelb schwarzgriin N! oliv — gelb

methoxyflavanonglykosid als nachgewiesen. Die Epidermis von
Primula auricula schlieBlich soll nach FIscHER (1928) saponinhiltig
sein und bei Rhamnus saxatilis wire ein Gehalt an Xanthorhamnin
denkbar, der ja fiir die Friichte sichergestellt ist.

d) Verschiedene:

Die letzte Gruppe der gerbstofffreien Versuchspflanzen bilden
die Objekte, die sich in die bisher genannten Kategorien der Farb-
stoffspeicherung nicht einreihen lassen, weil ihr Farbungsbild nicht
einheitlich ist. Eine sehr gute Illustration ist dazu Inula ensifolia;
verwendet wurden Schnitte der Blattoberseite. Die Epidermiszellen
zeigten dabei folgendes mikrochemisches Verhalten: Mit
Vanillin-Schwefelsdure tritt kriaftige Gelbfirbung ein und es bilden
sich in den Zellen gelbe Schollen, grifiere und kleinere Kugeln und
Koérnchen. Spiter entweicht die Gelbfirbung in Form einer gelben
Wolke, die das Priparat umgibt.
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Auch bei Einlegen eines Schnittes in Vanillin-Salzsiure ent-
steht eine Gelbfirbung.

Eine 1%ige Losung von Koffein ergibt keine Reaktion.

Dagegen entsteht mit p-Dimethylaminobenzaldehyd augen-
blicklich eine dunkelgelbe Fiarbung unter Ausfallen eines gelben
Niederschlages aus Tropfen und Kérnchen wie bei Vanillin-Schwefe]-
sdure. Also ist diese Tropfenfillung wahrscheinlich auf die Gegen-
wart der konz. Schwefelsdure zuriickzufiihren.

Bariumhydroxyd féllt einen sehr dichten, kornigen, tief ocker-
farbenen Niederschlag, indes mit Ammoniak nur eine diffuse, aller-
dings starke Gelbfirbung erhalten werden kann.

Auch das Gemisch von Ammonmolybdat und Ammonchlorid
bewirkt in den meisten Zellen Gelbfirbung, in manchen jedoch
Braunfirbung und gelegentlich Auftreten eines Niederschlages.

Natriumwolframat hingegen fillt keine Verbindungen mit dem
Inhaltsstoff aus, es reagiert lediglich unter recht intensiver gelber
Firbung in manchen Zellen.

Mit Eisen(III)-chlorid erhilt man eine tief schwarzgriine Fir-
bung. Ubertrigt man den Schnitt nun in eine 10 %ige NaHCO,-
Losung, so erfolgt ein Umschlag der Farbe zunichst nach rein
schwarz, spiter nach tief schwarzbraun.

Die Farbungen zeigten recht unterschiedliche Erschei-
nungen.

Mit Neutralrot 1:10.000 in Leitungswasser war nach 13/, Std.
im Schnittinnern Diffusfirbung aufgetreten. In den Zellen fallen
auch im ungefirbten Zustand stark lichtbrechende Tropfen auf, die
in den gefirbten Zellen hell und ungefirbt erscheinen. Sie stellen
also nicht den Stoff dar, der fiir die Farbstoffspeicherung und die
,»,volle Eigenschaft des Zellsaftes verantwortlich ist. Am Rand sind
in etlichen Zellen Farbstoffkugeln ausgefallen, neben denen die
ungefirbten Tropfen noch unverindert liegen.

Bei Brillanteresylblau 1:10.000 py 8,3 erzielt man nach 2 Std.
nur Diffusfirbung, wenn man von einigen wenigen randnahen
Zellen absieht, in denen sich Verschmelzungsprodukte gebildet
haben.

Toluidinblau 1:10.000 py 11,2 zeigt im wesentlichen das gleiche
Firbebild. Uberhaupt kann man sehr hiufig feststellen, daB Tolui-
dinblau und Brillantcresylblau sich ziemlich glelchsm:mg verhalten
und meist sehr dhnliche Farbebilder liefern.

Bei 13/,stiindiger Einwirkung von Rhodamin B entstehen in
den Zellen recht unscharf umrissene blauviolette Kérnehenmassen,
die manchmal so dicht sind, daB bei schwacher VergréBerung die
ganze Zelle einheitlich fast blauschwarz erscheint.
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Die zweistindige Behandlung mit Acridinorange 1:10.000

g 11,2 fiihrt nur zu einer mattolivfarbenen Fluoreszenz. Randnahe

7Zellen zeichnen sich durch rotfluoreszierende Aggregate aus kleinen
Kiigelchen in Dendritenform aus.

Dieses Objekt weist also nur bei zwei von fiinf Farbstoffen
TUbereinstimmung im Farbungstyp auf.

Fiir einige der in der Tabelle 4, S. 302, eingetragenen Pflanzen
kann wieder die Arbeit von HaDDERS und WEHMER herangezogen
werden. Danach soll Senecio Jacobaea ein Flavon C;;H,,0, be-
inhalten. Clematis vitalba ist nach pE STEVENS und NORD in der
Epidermis kaffeeséurehaltig, was sich ja auch in der Tatsache
widerspiegelt, da mit Ba(OH), sofort ein griiner Niederschlag
ausflockt, der nach einigen Minuten recht dicht wird. Reseda lutea
enthélt natiirlich Luteolin, das 5,7,3',4'-Tetraoxyflavon, daneben
aber noch Apigenin, ein 5,7,4'-Trioxyflavon. Hepatica triloba endlich
wird als saponinhaltig bezeichnet, wihrend sich in Caltha palustris
das Quercetin, ein 3,5,7,3’,4’-Pentoxyflavon befinden soll.

Betrachtet man alle bis jetzt besprochenen Tabellen, so fillt
auf, dafl Flavone und ihre Derivate in den Epidermen
duBerst hiufig sind und eigentlich in keiner Epidermiszelle ganz
fehlen. Dieser Eindruck wird sich im weiteren Verlauf dieses
Kapitels noch verstiarken.

2. Gerbstoffiihrende Pflanzen

Sie wurden auf Grund ihrer Koffein- und Vanillinreaktionen
als gerbstoffithrend angesprochen. Bei ihnen erwies sich eine Unter-
teilung in nur zwei verschiedene Gruppen nach dem Farbungstyp
als notwendig. Es tritt ndmlich entweder Entmischung ein und dann
héufig in Dendritenform (manchmal auch als Kriimel- oder Kérn-
chenfillung), oder die Objekte firben sich nur diffus, selbst bei
langdauernden Versuchen.

a) Dendritenférmige Entmischung:

Lysimachia punctate hat in der Epidermis der Blattoberseite
felderartig verteilte gerbstoffhaltige Idioblasten, die anderen
Epidermiszellen enthalten Flavonderivate und geben daher auch
als Entmischungsform Kugeln.

Vanillin-Schwefelsdure ruft in diesen Idioblasten rasch Rot-
farbung hervor.

Mit Vanillin-Salzsdure fallt ein Niederschlag aus roten Korn-
chen aus.

Eine 1%ige Koffeinlosung bewirkt die Bildung einer dichten
grauen Fillung aus kleinen, oft zu zweien oder mehr verklebten

Sitzungsberichte d. mathem.- naturw. Kl., Abt. T, 169. Bd., 7. und 8. Heft 21
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Tabelle 4: Objekte mit uneinheitlichem Féarbungsbild

Farbungen

Objekt -
(Blatt, Ober- . ril- eri-
epidermis) Newtral- | Rhodamin | lant, G | Holw Kot | Van
blau orange
Amelanchier ovalis . | Df, o D Df Df, D Df — | —
Aristolochia
clematitis ....... Df, o Df, K Df Df, o Df — | —
Artemisia vulgaris.. | Df, D, VP| Df, K | Df, K | Df, D Df,D — | gelb
Asarum europaeum. | Df, o Df, D Df, o Df, o Df, o — | —
Berberis vulgaris ... | Df, o, D o Df, o — | gelb
Brunella grandiflora | Df, Kn Df, Kn | Df Df Df, K — | —
Bryonia dioica.. . ... Df Df Df Df, o — | —
Caltha palustris.... | Df, 0 Df, VP | Df, 0 Df, o Df, o — | gelb
Castanea sativa.... | Df, VP D Df, VP | Df, VP | Df, o — | —
Cephalanthera rubra | o D o Df, o Df, o — | —
Cerinthe minor VP Df, D VP Df Df — ! —
Chrysanthemum
corymbosum .... | Df, D Df Df, D Df,D | Df,D — | —
Cichorium Intybus . | Df, VP Df, K | Df, VP | Df,D Df, 0 — | —
Clemaiis recta . . ... Df, o K,D Df, o Df, K | Df,o — | —
Clematis vitalba Df, D Df, o Df, o Df, D Df, o —_ —
Cornus sanguinea, Df, 0, D K,D Df,X | Df,D Df, K — | —
Crepis biennis. . . . .. D, VP Df, D Df, o Df, K | Df,o — | —
Echium vulgare Df, K Df, K Df, K Df, K Df, K — | —
Evonymus europaea | Df, o K Df, 0 Df, VP | Df, 0 — | —
Geranium
sanguineum Df, VP Df Df Df, D Df — | gelb
Hepatica triloba Df, D Df,K | Df,D Df, D Df — | —
Inuls hirta ........ Df, o Df, Kn | Df, Kn | Df, Kn | Df — | gelb
Inula conyza ...... K K K Df, K | Df,K — | gelb
Lactuca scariola ... | D, VP D D, VP | Df,D | DfD — | —
Leontodon hispidus. | VP Kn VP Df, VP | Df,0, VP | — | —
Lychnis flos-cuculi.. | Df,0, K | Df,Kn | Df Df, 0 Df — | —
Melilotus officinalis. | Df, o Df, 0 Df, o Df,D | Df,o — | —
Nonea pulla ....... Df, o Df Df,D Df, D Df, o — —
Ononis spinosa K Df,Kn | Df, Kn | Kn Df, Kn — | gelb
Populus nigra, ..... Df Df, o Df Df, o Df — ' —
Pulsatilla grandis Df, D Df, Kn | Df, D Df, D Df, D — | gelb
Reseda lutea, Df Df, VP | Df Df, o Df — —
Sanicula europaes .. | Df, o Df,D | Df,o Df,D | Df, 0 — | —
Senecio Fuchsii Df, o Df,K | Df,o Df,K | Df,o — | —
Senecio jacobaea ... | Df, 0, D Df, D Df, o Df, VP | Df, o —_— =
Solidago virgaurea.. | Df, VP K o Df,K | o — | —
Stellaria holostea Df, o Df,D | Df,o Df, o Df, o — | —
Tilia platyphyllos Df, VP D,Kn | K — —

Abkiirzungen wie in Tabelle 1, S. 290.
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Reaktionen
R A -
Joas | thalemi | rect, baom, | Ammor | Nam
aldehyd -
gelb — +gelb griin N'! olivgriin — gelb
— — +gelb grin N! olivgriin | gelb goelb
gelb | gelb +gelb schwarzgriin | N! olivgriin —_ gelb
— — +gelb braungriin, o schw.gelb schw.gelb
gelb | gelb +gelb schwarzgriin N'! ocker gelb gelb
gelb | gelb + +gelb schwarzgriin N!oliv gelb schw.gelb
— — +gelb —7 N'! griingelb — schw.gelb
gelb | gelb +gelb schwarzgriin N!oliv gelb schw.gelb
— — grin N! olivgriin — —
— — +gelb schwarzgriin gelb —_ gelb
— +gelb —7? gelb gelb
gelb | gelb +gelb, N! | schwarzgriin | N!oliv gelb, N'! gelb, N'!
gelb | gelb +gelb schwarzgrin N'! griingelb — —
— — +gelb griin Nt griingelb | gelb —_
— | gelb schwarzgriin | N! griin N! braun N! griin
gelb | gelb +gelb, N! | griin N'!oliv gelb —?
grau| gelb +gelb schwarzgriin Nt griingelb | gelb —
grau | gelb + +gelb schwarzgriin N! oliv gelb schw.gelb
gelb — +gelb griin Nt oliv gelb gelb
— — + +gelb schwarzgriin | N! oliv gelb gelb
grau | grau +gelb grin N!oliv gelb —
gelb | gelb | ++gelb schwarzgriin N'! ocker gelb, N'! gelb
gelb | gelb +gelb N'! oliv —7? —1
— gelb +gelb schwarzgriin | N! griingelb — —
— — +gelb schwarzgriin N'! griingelb | schw.gelb schw.gelb
— — +gelb braun gelb — —
++gelb griin gelb gelb
— gelb +gelb braungriin griingelb — —
— — +gelb, N'! | schwarzgriin gelb gelb
gelb | gelb | ++gelb schwarzgriin N'! ocker gelb gelb
gelb +gelb, N'! | schw.griin gelb schw.gelb
gelb — +gelb schwarzgriin | N! oliv gelb gelb
gelb | gelb +gelb braungriin N! griin gelb gelb
— — +gelb schw.griin — —
gelb | gelb | ++gelb grin N! olivgriin | gelb —
— — +gelb schwarzgrim | N! olivgriin | gelb —
— +gelb —1 gelb gelb
— — N! schwarzgriin —

21%*
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Tropfchen. p-Dimethylaminobenzaldehyd verursacht eine fast
schlagartig einsetzende gelbbraune Verfirbung der Idioblasten.

Ammoniakddmpfe reagieren mit den normalen Epidermiszellen
unter Gelbfirbung. Die Idioblasten hingegen erscheinen von einem
dichten olivockerfarbenen Niederschlag erfiillt.

Auch Bariumhydroxyd liefert einen solchen sehr dichten, tief
ockerbraunen Niederschlag in den Idioblasten, wihrend es die
anderen Epidermiszellen nur gelb férbt.

Das Gemisch aus Ammonmolybdat und Ammonchlorid bildet
einen ziemlich dichten kaffeebraunen Niederschlag, wihrend Na-
triumwolframat interessanterweise keine Reaktion zeigt.

Die FEisen(I1I)-verbindungen schliefllich sind dunkel grin-
schwarz,

Farbungen:

Mit Neutralrot 1:10.000 in Leitungswasser hat sich die Diffus-
farbung in einem Teil der Zellen zu Kugeln, in einem anderen Teil,
eben den Idioblasten, zu Dendriten entmischt.

Rhodamin B 1:5000 in dest. Wasser erzeugt nach 21/, Std.
mit dem Inhaltsstoff ebenfalls Dendriten. Brillanteresylblau 1:10.000
Pu 8,3 veranlafit ebenso wie Neutralrot in einem Teil der Zellen
Kugelbildung, in den Vakuolen der Idioblasten dendritenartige
Korper.

Mit Toluidinblau 1:10.000 px 11,2 entstehen Verschmelzungs-
produkte, die aber der Dendritenform sehr nahe stehen, vielleicht
auch schon als grobe, arme (nicht reich verzweigte) Dendriten be-
zeichnet werden kénnen.

Mit Acridinorange 1:10.000 pg 11,2 fluoreszieren die Idio-
blasten nach 31/, Std. mattgrin. In ihnen liegen auflerdem noch rot
leuchtende dendritenidhnliche Verschmelzungsprodukte.

Der positive Ausgang der Koffein- und Vanillinreaktionen
berechtigt zu der Annahme, dal es sich in diesem Falle um einen
Katechingerbstoff handelt. Daf eine dendritenartige Entmischung
auch von einem ,,eisenbliuenden‘ Gerbstoff gegeben werden kann,
zeigt Potentilla reptans. Auch hier trigt die Blattoberseite Idio-
blasten, die wahllos verteilt sind. Sie reagieren, wie aus der Tabelle
ersichtlich, mit Koffein positiv, mit den Vanillin-Reagentien
negativ, bilden blauschwarze Eisenkomplexe und fillen alle Farb-
stoffverbindungen (aufler Toluidinblau) in Gestalt von Dendriten.
In den anderen Epidermiszellen besitzt Potentilla reptans ein
Flavonderivat, das mit Neutralrot und Acridinorange in Gestalt
von Sphiriten auskristallisiert.
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Abb. 8. Lysimachia nummularia: Blatt, Oberseite. Dendritenartige Entmischung
in den Idioblasten, in den anderen Epidermiszellen kugelige Entmischung nach
Farbung mit Neutralrot 1:10.000 in Leitungswasser.

)
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Abb. 9. Potentille reptans: Blatt, Oberseite. Dendritenartige Entmischung in

manchen Epidermiszellen, in anderen Sphérite nach Farbung mit Neutralrot
1:10.000 in Leitungswasser.
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Abb. 10. Cyclamen europaeum. Blatt, Oberseite. Dendritenartige Entmischung in
den Idioblasten nach Farbung mit Neutralrot 1:10.000 in Leitungswasser. In den
anderen Epidermiszellen dagegen kugelige Entmischung.

Abb. 11. Rumex sp.: Blatt, Oberseite. Sehr schéne dendritenartige Entmischung
nach Farbung mit Neutralrot 1:10.000 in Leitungswasser.
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Diese Epidermisidioblasten sind nicht auf Potentilla reptans
beschrankt. Auch Potentilla alba, P. recta, P. anserina und P. arena-
ria weisen diese Idioblasten auf, doch sind die Reaktionen erstaun-
licherweise nicht bei allen gleich. Gemeinsam haben sie die Bildung
eines Tropfchenniederschlages mit Koffein und die Féallung des jewei-
ligen Inhaltsstoffes durch Ammoniak. Diese beiden Reaktionen
werden aber von vielen Gerbstoffen verschiedener Typen gegeben,
deren ja auch mehrere nebeneinander vorkommen koénnen. Positive
Vanillin-Reaktionen sind bei P. alba, P. anserina und P. arenaria
zu erhalten, nicht aber bei P. reptans und P. erecta. Potentilla anse-
rina und Potentilla arenaria geben daher auch in Ubereinstimmung
mit ihren Vanillin-Reaktionen mit p-Dimethylaminobenzaldehyd
eine gelbbraune bis rotlichbraune Farbung. Bei P. arenaria kann
man gelegentlich auch Kristalle beobachten, die mit diesem Reagens
vorzugsweise von den Winden her aufschief3en.

Bei allen diesen Objekten war der Gerbstoff in der Epidermis
nur in gewissen Zellen lokalisiert. Dies ist auch noch der Fall bei
Cyclamen europ., Primula auricula und Lysimachia nummularia,
wahrscheinlich auch bei Rubus sp. Andere Pflanzen dagegen ent-
halten Gerbstoffe in allen Epidermiszellen, hieher gehoren Rumex
sanguineus, Rumex sp. (wahrscheinlich R. crispus), Hypericum
montanum und Dorycnium germanicum.

Bei eingehender Durchsicht der Tabelle 5, S. 306, fillt auf, daB
in Grenzfillen die Koffeinreaktion auch dann positiv ist, wenn
Vanillin-Schwefelsidure und Vanillin-Salzsiure versagen und selbst
die Fisenreaktion eine bestimmte Aussage nicht gestattet. Als Er-
klarung dafiir gibt es zwei Moglichkeiten. Entweder mull man die
Koffeinreaktion als empfindlicher als die anderen Reaktionen an-
sehen, oder man kénnte vermuten, da3 Koffein noch mit anderen,
etwa den Gerbstoffen verwandten Verbindungen reagiert. Inter-
essant ist in diesem Zusammenhang auch die Tatsache, daB in den
Fillen, wo eine positive Koffein-Reaktion mit positiven Vanillin-
Reaktionen zusammentrifft, Ammonmolybdat einen briunlichen
bis kaffeebraunen Niederschlag ergibt. In der Arbeit von HADDERS
und WEHMER (1932) sind leider keine Angaben enthalten iiber die
in dieser Tabelle aufgefiihrten gerbstoffhaltigen Pflanzen.

b) Gerbstoffhaltige Pflanzen mit Diffusfarbung:

Hierunter fallen mit zwei Ausnahmen (Sedum mazimum und
Chrysanthemum corymbosum) nur Objekte, bei denen die Gerbstoffe
in Parenchymidioblasten lokalisiert sind (entweder im Schwamm-
oder im Palisadengewebe, gelegentlich auch in beiden). Zur Charak-
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Tabelle 5: Gerbstoffhaltige Objekte mit dendritenartiger Entmischung

Farbungen
Objekt Bril-
(Blatt, Oberepidermis) | Neutral- | Rhod- lant- Acri- Tolu- | Kof- |Van-
rot amin cresyl- din- idin- fein | HCL
B blau orange blau [

Cotoneaster tomentosa, . Df, D Df, D Df, D Df, D Df, D —? | +
Cotoneaster integerrima | Df,D | D Df,D | Df Df, D + | —
Crataegus monogyna Df,Kn | D Df,D | Df,D | Df,D + | —
Cyclamen europaeum .. | Df, D Df, D Df, D Df,D Df,D + +
Doryenium germanicum | N!Kn | Df, Kn | Df, K Df Df, X + +
Helianthemum ovatum Df, D Df, D Df, D Df, o Df + | —
Helianthemum canum Df, D D Df, D Df, D Df + —
Helianthemum

obscurum .......... Df, D N!Kn | Df,D Df,D Df, D —? | —
Hypericum montanum. | Df, o Df, K Df, o Df, o Df, o + +
Impatiens parviflora... | Df, D D Df, D Df,D Df, D — | —
Lysimachia punctata Df,D | D Df,D | Df,D | Df,D + |+
Lysimachia

nummularia ........ Df,D | N!Kn | Df Df Df + | +
Potentilla reptans D D Df,D Df,D Df, D + —_
Potentilla alba........ Df,VP | Df,D | Df R By
Potentilla anserina Df, VP | Df, D Df, VP | Df,D Df, VP + +
Potentilla arenaria DfED | D Df,D | Df,D | Df + |+
Primula veris ........ Df,Kn | D Df, Kn | Df Df + +
Primula auricula . ..... Df, D D Df, D Df,D K + +
Prunus padus Df, o D Df, o Df,D Df, D + | —
Rubussp. ........... Df,D | DfD |Df,D | Df,D + | —
Rumex sp. (crispus?) Df, D Df, D Df, D Df, D Df, D + +
Rumex sanguines . . ... D D D D D + |+
Vaccinium Vitis-Idaea Df,Kn | NtKn [ N!Kn | Df, Kn | Df, Kn + +

Abkiirzungen wie in Tabelle I, S. 290.

terisierung dieses Typs eignet sich Primula auricula recht gut. Im
Blattparenchym sowohl wie in der Epidermis sind bei dieser
Pflanze Gerbstoffidioblasten anzutreffen. Doch verhalten sich die
beiden nicht gleich. Wihrend die Epidermisidioblasten sich bei
Vitalfirbung dendritenartig bis kriimelig entmischen, ist im
Parenchym ein Ausflocken der kolloidalen Gerbstoff-Farbstoff-
verbindungen nicht zu erreichen. Da also an dieser Pflanze beide
Farbungsbilder zu erkennen sind, scheint sie auch in beiden Tabellen
auf. An dieser Stelle jedoch sollen nur die Reaktionen und Fér-
bungen der Parenchymidioblasten detailliert werden.

Reaktionen:
Mit Vanillin-Schwefelsiure tritt sofort eine dunkelrote Féarbung
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Reaktionen
p-Dime- N Catei
1‘1,35110. Cabons. NH, FeCls Ba(OH), molybdat Soiframat
aldehyd

+ + gelbbr. schwarzgriin gelb gelb
—? + gelb griin N'! ocker gelb pelb

+ + N! schwarzgriin N'! griingelb | —? —?

+ + ocker schwarzgriin N! oliv gelb gelb

+ + N'! griing. schwarzgriin N'! ocker Nt braun Nt gelb
gelb | gelb | N!braun schwarzgriin | N!oliv N'! braun N! braun
gelb + N'! ocker schwarzgriir Nt oliv N! braun N'! braun
gelb + N'! braun blauschwarz gelb —?

+ + N! schwarzgriin N! oliv N! braun —?

+ gelb | gelb schwarzgriin Nt gelbgriin | gelb gelb

+ + N'! ocker schwarzgriin N! ocker N! braun —

+ + Nt ocker schwarz N'! ocker N'! braun gelb

— N! braun blauschwarz schw.gelb schw.gelb

+ NI gelbgr. gelb gelb

+ gelb | N! griin schw.gelb

+ + Nt braungriin N'! oliv N! braun N! braun

+ N'! braun blauschwarz N'! braun gelb

+ + gelb schwarzgriin N'! griingrau | gelb gelb

+ gelb schwarzgriin N! gelb

N'! braur schwarzgriin braun gelb

+ + N'! braun schwarzgriin N'! griingelb | N'! braun schw.gelb

+ + N! braun schwarzgrin N1 graugriin| N! braun

+ gelb | ocker schwarzgriin Nt ocker N! braun N! braun

auf, Vanillin-Salzsdure ruft ebenfalls gleich eine rote, bei lingerer
Einwirkung dunkel braunrote Fiarbung hervor.

Die 19%,ige Koffeinlosung schligt den Gerbstoff der Vakuolen
in Form einer duBerst dichten Tropfchenfillung nieder, so daf die
Zellen bei schwacher VergroBlerung dunkelgrau erscheinen.

p-Dimethylaminobenzaldehyd fiarbt die Idioblasten rotbraun.

Bei Einwirkung von Ammoniakddmpfen entsteht augen-
blicklich ein braungriiner bis graugriiner Niederschlag.

Einen dhnlichen Niederschlag erzielt man durch Einlegen eines
Schnittes in Bariumhydroxyd. Er ist dicht und intensiv graugriin.

Eisen(I1I)-chlorid fiarbt die Idioblasten kraftig grimschwarz.
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Tabelle 6: Gerbstoffhaltige Objekte mit Diffusfirbung

Farbungen
Objekt
(Idioblasten im Parenchym, Bril-
bei Chrys. und Sed. max. Neutral-| Rhod- | jan¢. | Acri- Cpg}u- Kof- | Van-
in der Epid.) rot ar]r;m c{)?;ﬂl- ordal,?l-ge 1]3]‘3?1; fein | HCI
Anagallis arvensis ................ Df Df Df Df + | +
Chrysanthemum corymbosum Df Df Df Df Df + | —
Coronilla varia ................. Df Df Df Df Df + +
Doryenium germanicum Df Df Df Df Df | + | +
Lotus siliquosus. . . .. Df Df Df Df Df + | +
Lotus corniculatus ....... Df Df Df Df Df + | +
Onobrychis viciaefolia Df Df Df Df | + | +
Primula auricula Df Df Df Df Df + |+
Sedum album..................... Df Df Df Df Df | + | +
Sedum maximum Df Df Df Df Df + | +

Abkiirzungen wie in Tabelle I, S. 290.

Mit dem Gemisch Ammonmolybdat und Ammonchlorid be-
handelt, erscheinen die Idioblasten schén gelbbraun, indes sie mit
Natriumwolframat mehr graugelb mit leichtem griinlichem Stich
anmuten.

Féarbungen:
Neutralrot 1:10.000 in Leitungswasser ruft nach 1!/, Std. schéne
violettrote Diffusfarbung hervor. Diese entmischt sich auch bei
18stiindiger Versuchsdauer nicht, danach aber sind die randnahen
Idioblasten fast schwarz gefarbt.

Mit Brillantcresylblau 1:10.000 pg 8,3 bieten sich die Paren-
chymzellen nach drei Stunden kriftig ultramarinblau gefirbt dar.
An diesem Firbebild andert sich auch im Dauerversuch nichts.

Toluidinblau 1:10.000 pg 11,2 verhilt sich, wie meistens,
ebenso wie Brillantcresylblau.

Rhodamin B fiihrt nach 1 Stunde ebenso wie nach 18 Stunden
nur zu Diffusfirbung. Allerdings kann man bei diesem Farbstoff
eine deutliche Differenzierung der Idioblasten wahrnehmen. Manche
von ihnen firben sich intensiv rotviolett, andere sind dunkel
blauviolett tingiert. Vielleicht koénnte diese Erscheinung mit
einer verschiedenen Gerbstoffkonzentration in den einzelnen Zellen
zusammenhéngen. Vielleicht beruht sie aber auch auf einem Unter-
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Reaktionen
v p-Dime- A x
an- | thylami- mmon- atrium-
H,SO,| nobenz- NH, TeCly Ba(0H), molybdat wolframat
aldehyd
+ + N! braun | schwarzgriin N!braungriin | N! griingr. | braun
— — Nt blauschwarz N1 oliv N'! braun graugelb
+ + N!braun | braunschwarz | N! braungriin | braun braun
+ + braun braun
+ N!braun | schwarz rotbraun
+ + N! griin braunschwarz | N! braungriin | rotbraun
N! braun | braun N! braungriin | rotbraun braun
+ + N!braun | schwarz N! graugrin gelbbraun graugelb
N! braun N! braungrin | gelbbraun
+ + N! braun | blau N'! graugriin

schied im Dispersionsgrad der kolloidalen Gerbstofflosung in den
Vakuolen.

Ein Teil der mit Acridinorange 1:10.000 pg 11,2 gefirbten
Idioblasten fluoresziert sowohl nach 3 Std. als auch nach 18 Std.
gleilend griin, andere jedoch mehr braungriin bis briunlich. Es
spiegelt sich also hier die gleiche Differenzierung wie mit Rhoda-
min B wieder.

Sedum maximum enthilt einen ,eisenbliuenden‘ Gerbstoff
der nicht mit Natriumwolframat reagiert. Sonst liefert es alle Gerb-
stoffreaktionen sehr deutlich. Sehr schon heben sich die Idio-
blasten mit Acridinorange von den gewchnlichen Epidermiszellen
ab. Diese leuchten nédmlich im Dauerversuch (nach 15 Std.) griin
und enthalten rote Kriimel, wihrend die Idioblasten — dariiber
hinaus — braun bis dunkelbraunrot fluoreszieren. Bei Farbung mit
Rhodamin B zeichnet sich deutlich die auch schon bei Primula
auricula erwihnte Differenzierung der Idioblasten ab. Wiederholt
kann man beobachten (siehe Tabelle 6, S. 308), daBl Gerbstoff-
idioblasten im Parenchym nach langdauernder Farbung mit
Acridinorange statt der gleiBendgriinen Fluoreszenz nur ein briun-
liches bis rotbraunes Leuchten zeigen. Moglicherweise deutet diese
Tatsache auf das Vorhandensein einer submikroskopischen Fallung
der Verbindung zwischen Gerbstoff und Farbstoff hin. Mit dieser
Annahme im Einklang steht die Differenzierung der Idioblasten
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durch Rhodamin B. Die Verschiebung des Farbtones von rotviolett
nach blauviolett, oder von griin nach braun, wiirde dann auf eine
Zusammenballung der kolloidal gelosten Teilchen zu submikro-
skopischen Fillungspartikeln hinweisen.

Es gibt zu denken, daf} eine Diffusfirbung, die auch im Dauer-
versuch nicht entmischt wird, speziell im Parenchym vorliegt, wo
die Zellen mit NH,; zwar keine Gelbfirbung, aber einen Nieder-
schlag aufweisen, der hochstwahrscheinlich aus Gerbstoffen besteht.
Wiére es nicht denkbar, daB in solchen Fillen, die man wohl als
flavonfrei ansprechen kann, eine Entmischung deshalb nicht erfolgt,
weil die Fahigkeit zur Bildung tropfiger Entmischung eben nur den
Flavonen und ihren Derivaten eigen ist? Es ist auffillig, daB es
sich bei den Objekten mit Dendriten um Epidermisidioblasten
handelt, wobei man bedenken muB, daB die meisten Epidermis-
zellen flavonhaltig sind. (Bei Sedwm maximum und Chrysanthemum
corymbosum allerdings liegen die Gerbstoffidioblasten auch in der
Epidermis und fiarben sich trotzdem nur diffus, doch geben beide
Objekte mit Ammoniak einen braunen Niederschlag und keine
Gelbfiarbung, diirften also flavonfrei sein.) Man koénnte nun die
Entstehung der Dendritenform auf das Bestreben der Flavone zur
Kugelbildung zuriickfithren, das im Falle der Anwesenheit von
Gerbstoffen in bestimmter Weise behindert wird, so daB es nicht
zur Vereinigung der Kiigelchen zu grofen Kugeln kommen kann.
Hiéngt diese Behinderung vielleicht unmittelbar mit der von ver-
schiedenen Forschern (vgl. z. B. Hauser 1934) beschriebenen
Eigenschaft der Gerbstoffe zusammen, an sich schwer I6sliche Sub-
stanzen, also solche, die eine Tendenz zum Ausfallen zeigen,
kolloidal in Losung zu halten? Dadurch wiirden zwei gegensinnige
Bestrebungen aufeinander einwirken, von denen jede ihren Anteil
an dem endgiiltig zustande kommenden Farbebild hitte. Es kénnte
die Behinderung der Kugelbildung auch so zustande kommen, dafl
die durch Gerbstoffe verursachte submikroskopische Fillung die
Viskositidt der kleinen Kiigelchen erhoht, die nun eben nicht ver-
schmelzen, sondern nur noch verkleben kénnen.

Mit diesen Uberlegungen steht auch keineswegs die Tatsache
im Widerspruch, daB unter den flavonhaltigen Objekten eine
Gruppe mit fast ausschlieBlicher Diffusfarbung abgetrennt wurde.
Im Dauerversuch war diese Diffusfirbung nidmlich meistens zu
entmischen, wihrend dies bei den gerbstoffhaltigen Vakuolen mit
Diffusfirbung nicht méglich war. Es wird sich also wahrscheinlich
bei der Diffusfirbung flavonhaltiger Zellsifte um eine ,,echte
Diffusfarbung‘, bedingt durch Loslichkeitsspeicherung, handeln,
wohingegen man als Ursache der Diffusfirbung in Gerbstoffidio-
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blasten das Ausflocken der schon mehrmals erwdhnten submikro-
skopischen Fillung in Anspruch nehmen kann.

Ob und inwieweit aber diese Vorstellungen der Wirklichkeit
nahekommen oder entsprechen, mull weiteren Untersuchungen zu
entscheiden vorbehalten bleiben.

Erginzende Versuche an leeren Vakuolen

Aus den systematischen histochemischen Versuchen an Pflan-
zen mit ,,vollen”“ Zellsiften kann man schliefen, dal die negativ
metachromatische Farbung solcher Vakuolen durch die in ihnen
enthaltenen Stoffe, vor allem eben durch Gerbstoffe und Flavon-
derivate, bedingt ist. Bestédtigt wird diese Folgerung noch durch
einige Versuche an Zellsiften, die positive, oder nach KinzerL (1958)
Assoziations-Metachromasie zeigen, also an ,,leeren® Zellsiften.

Das klassische Objekt fiir Vitalfarbeversuche sind die Schuppen-
blatter von Allium cepa. Kaum ein anderes Objekt ist so griindlich
in bezug auf sein vitalfirberisches Verhalten untersucht worden.
Dies hat seinen Grund wohl neben der leichten Beschaffung des
Materials nicht zuletzt darin, dal man hier die Eigenschaften
,,voller'‘ und ,,leerer‘‘ Zellsifte in einfachster Weise nebeneinander
studieren kann. Die Zellen der AufBlenepidermis sind ,,voll‘, sie
reagieren mit Ammoniak unter Gelbfarbung und geben mit zahl-
reichen Farbstoffen Entmischungskugeln. (DRAWERT und STRUGGER
1938, DrRawWERT 1939, WiksNER 1951.)Die Vakuolen der Innen-
epidermis dagegen sind als Musterbeispiel ,leerer Zellsifte zu
betrachten. Dies geht aus zahlreichen Arbeiten hervor, die sich
speziell mit der Farbstoffspeicherung dieser Zellen beschiftigen.
(DrAWERT 1937b und 1938a, Borriss 1937b, STRUGGER 1936 und
1943.) Doch koénnen die Vakuolen der Innenepidermis unter be-
stimmten Umstinden ,,voll*“ werden (DRAWERT 1937 a, BANCHER
und Horzn 1960).

Mit Acridinorange 1:10.000 pg 11,2 zeigen die normalen Innen-
epidermiszellen die fiir speicherstofffreie Vakuolen typische Rot-
fluoreszenz, wahrend sie mit Neutralrot eine erdbeerrote Firbung
geben.

Es war nun wichtig, festzustellen, wie sie bei Behandlung mit
den zur Untersuchung speicherstoffithrender Zellséfte angewandten
Chemikalien reagieren wiirden. Die durch Einritzen und Evakuieren
abgehobenen Teile der Innenepidermis wurden dazu den Reagentien
unter genau den gleichen Bedingungen ausgesetzt, wie sie bei den
im letzten Kapitel beschriebenen Versuchen geherrscht hatten. Es
ergab sich, dafl die Zellen mit keinem der neun benutzten Reagen-
tien eine sichtbare Reaktion erkennen liefen. Nicht einmal die
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Ammoniak-Reaktion auf Flavone verlief positiv, obwohl Flavone
und ihre Derivate in Epidermen eigentlich nur &ullerst selten
fehlen, eine Tatsache, die nicht nur aus den angefithrten Tabellen
hervorgeht, sondern die auch schon SaiBaTA und KisHIDA (1961)
aufgefallen war, die deshalb den Flavonen eine Schutzwirkung fiir
das Plasma gegen allzustarke Bestrahlung (speziell gegen die schéd-
liche Wirkung des UV) zuschrieben.

Zur Erginzung dieses experimentellen Befundes wurden noch
einige andere Pflanzen herangezogen, die nach FrascrH (1955) leere
Zellsifte haben sollen. Die Zellen des Stengelparenchyms von
Aspidistra elatior und Campanule rapunculoides sowie von Antir-
rhinum majus zeigten ebenfalls mit keinem der neun Reagentien
eine Reaktion, wihrend die von FLascH auch als leer angegebenen
Blattparenchymzellen von Phormium tenaz und Agapanthus umbel-
latus sich bei den von mir untersuchten Pflanzen durch Gelbfirbung
mit Ammoniak als flavonhaltig erwiesen, und dementsprechend mit
einigen Farbstoffen (Neutralrot, Brillanteresylblau und Toluidin-
blau) Entmischungskugeln aufwiesen, sowie mit Acridinorange
griin fluoreszierten.

Der Vollstandigkeit halber sei hier noch das Protokoll der Ver-
suche an den Stengelparenchymzellen von Boehmeria nivea ange-
geben, die gleichfalls zu den leeren Zellen zu zéhlen sind.

Reaktionen:

Mit Vanillin-Schwefelsdure zeigten die Zellen des Stengel-
parenchyms keine Reaktion.

Ebenso ergebnislos verlief die Behandlung des Schnittes mit
Vanillin-Salzsiure.

Auch die Einwirkung von Koffein 19, und p-Dimethylamino-
benzaldehyd verlief durchaus negativ.

Ammoniakddmpfe fithrten nicht zur Gelbfirbung und Ba(OH),
erzeugte nur in einigen Anthocyanidioblasten eine griine Féllung.

Diese letzteren firbten sich auch mit FeCl; dunkel, wihrend
Natriumwolframat und Ammonmolybdat nicht reagierten.

Auch hier wieder zeigt es sich, daf} die Zellen nicht auf die aus-
gewihlten Reagentien ansprechen.

Farbungen:

Mit Neutralrot 1:10.000 in Leitungswasser sind die Zellen nach
2 Std. schon erdbeerrot gefirbt.

Rhodamin B erzeugt keine deutliche Farbung.

Brillantcresylblau fiarbt die Zellen kobaltblau, wihrend die
Tinktion mit Toluidinblau mehr violettblau erscheint.

Acridinorange schlieflich erzeugt eine rote Fluoreszenz.
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Es fillt auch hier die gute Ubereinstimmung zwischen der
positiv metachromatischen Farbung, also dem leeren Verhalten der
Zellsifte und ihren histochemischen Eigenschaften auf.

Zusammenfassung

1. An rund 170 Arten von Blitenpflanzen wurden die Vakuolen
verschiedener Zelltypen (zumeist Epidermiszellen) einerseits mit
Hilfe einer Auswahl von basischen Farbstoffen (Neutralrot, Brillant-
cresylblau, Toluidinblau und Acridinorange) und dem neutralen
Farbstoff Rhodamin B auf Vitalfirbeverhalten gepriift, anderer-
seits mittels einiger histochemischer Reaktionen auf das Vorkommen
von Inhaltsstoffen der Flavon-Gerbstoffgruppe gepriift.

2. Fiir die bei der Vitalfirbung ,,voller Zellsifte oft auf-
tretenden Entmischungsformen wird eine Terminologie vorge-
schlagen, welche je nmach der GroBle und dem Aggregationsgrad
dieser Korper die Ausdriicke Entmischungskugel, Verschmelzungs-
produkt, Dendrit, Kriimelfdllung und Koérnchenfillung vorsieht.
Es wird vermutet, dafl diese Verschiedenheit der Ausbildung auf
eine jeweils verschiedene Viskositét der Entmischung zuriickgeht.

3. In allen Zellsiften, die sich bei Vitalfirbung als ,,voll‘‘ im
Sinne von HOFLER (1947) zeigen, lielen sich histochemisch ent-
weder Flavone oder Gerbstoffe bzw. verwandte phenolhaltige Ver-
bindungen, oder beide nebeneinander nachweisen.

4, Dariiber hinaus lassen sich aus dem Vitalfirbebild, vor allem
aus der Morphologie der Entmischungen in gewissen Grenzen
Schliisse auf die Art der Inhaltsstoffe ziehen: In allen Zellsiften,
in denen nach Speicherung der angewandten basischen Farbstoffe
Entmischungstropfen oder kristalline Abscheidung feststellbar sind,
lieBen sich Inhaltsstoffe aus den Flavongruppen nachweisen. Die
itberwiegende Zahl der Zellsifte, die mit mehr als zwei der ver-
wendeten Farbstoffe Dendriten oder Kriimel gaben, zeigten Gerb-
stoffreaktion, vor allem die mit Koffein.

5. Bei beiden Unterarten von vollen Zellsiften, nimlich sowohl
bei gerbstoffhaltigen als auch bei gerbstofffreien, gibt es Vakuolen,
die die Vitalfarbstoffe nur diffus speicherten. Es lief} sich jedoch
wahrscheinlich machen, daf es sich bei der Diffusfarbung der gerb-
stofffreien (nur flavonhaltigen) Zellsédfte um eine echte Losung des
Reaktionsproduktes Farbstoff-Inhaltsstoff handelt, wihrend bei
der Diffusfirbung gerbstoffhaltiger Objekte eine submikroskopische
Ausfillung vorliegen diirfte. Sie scheint vor allem dort vorzu-
kommen, wo Gerbstoffe allein ohne begleitende Flavone vorhanden
sind.
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