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I. Einleitung

Die Regeneration, also die Wiederherstellung eines urspriing-
lichen, vitalen Zustandes etwa durch Wachstumsvorgénge, gehort
zu den ausgeprigtesten Potenzen des Lebendigen. Der Zusammen-
hang zwischen der Fihigkeit zu wachsen und dem Regenerations-
vermogen 148t sich bei hoheren Pflanzen in verschiedenen Geweben
deutlich erkennen. Die primitive Pflanze besitzt die bessere Re-
generationsfahigkeit, in der hoheren Pflanze findet sich dieses Ver-
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moégen insbesondere (und manchmal ausschlieBlich) in sozusagen
,»primitiven‘‘ Zellen bzw. Geweben. Die ausdifferenzierten, dlteren
Zellen verlieren die Potenz der Regeneration verstidndlicherweise
mit der Spezialisierung auf eine besondere Aufgabe in steigendem
Maf. Nur in seltenen Féllen kann — durch duflere Einfliisse ver-
ursacht — auch in dlteren Zellen eine Regenerationstatigkeit beob-
achtet werden. Man kann also mit KUSTER eine direkte Regeneration
von einer vermittelten Regeneration, welche zum Beispiel bei der
Kallusbildung vor sich geht (KUSTER 1925), unterscheiden.

Es gibt bei den Pflanzen verschiedene Regenerationsmaglich-
keiten. Als regelmiflige Leistung mancher Pflanzen treffen wir
direkte Regeneration als Stockaustreiben, Auslduferbildung an
Whurzelstécken und Achsen. Von dieser art- und gewebespezifischen
Regeneration ist die durchaus nicht spezifizierte Regeneration nach
Verwundung zu unterscheiden. Diese indirekte Regeneration
vollzieht sich meist als Kallusbildung (Unterscheidung nach
Kusrer 1925). KisTER definiert die Kallusbildung mit folgenden
Worten: ,,Wenn die Wachstumsvorgénge, die sich an der Wund-
fliche abspielen, zur Bildung einer lockeren, parenchymatischen
Gewebeschicht fiithren, so nennen wir das abnorme Gewebe einen
Kallus, gleichviel, ob er wenige oder zahlreiche Zellenlagen méchtig
ist, und unabhéingig davon, ob sich die vom Wundreiz getroffenen
Zellen nur vergrofert oder auch mehr oder minder oft geteilt haben‘
(KtsTER 1925: 76). Demgegeniiber nennt SCHLUMBERGER (in
SoravERs Handbuch der Pflanzenkrankheiten, 1934) den Kallus
ein ,,Wundgewebe schlechthin®, weil Kallusbildung ,,die erste und
oft einzige Phase der Wundheilung* darstelle. Diese nahere Be-
stimmung der Sache von ihrem Zweck bzw. Effekt her (also von der
Wundheilung her), ist wohl nicht ganz zutreffend. Da diirfte doch
der Gesichtspunkt der Ursache zielfithrender sein. Diesem tragt
KRrENKE in seiner Definition sehr klar Rechnung. Er schreibt:
,,Kallus ist jede durch Wundreizung hervorgerufene ,interorgane’
Bildung, die durch Wachstum und Zellteilung entstanden ist‘
(KRENKE 1934: 234). Der Ausdruck ,,interorgan’ wird durch eine
FuBnote als ,,eine Bildung, welche nach ihrem Bau und ihrer Funk-
tion nicht einem bestimmten Organ zugeordnet werden kann‘
erldutert. Damit ist der Kallus im engeren Sinn gegen stirker
differenzierte Bildungen (z. B. Wundholzgewebe) deutlich abge-
grenzt und die vermittelnde Rolle des Kallus fiir pflanzliche Neu-
bildungen gut herausgestellt.

Die Ursache der Kallusbildung ist also nach KrRENKE und
nach Kuster der Wundreiz. Was 16st aber diesen Wundreiz aus?
Ist es ein Reizstoff oder sind andere Faktoren mafigeblich?
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Fiir die Existenz solcher Reizstoffe finden wir in der Literatur
Angaben, die einem Wundstoff ,,Traumatin‘ bzw. einem Wund-
hormon die auslosende Kraft solcher Wachstumsvorgéinge zu-
schreiben (HABERLANDT 1922, KUSTER 1925, STRASBURGER 1962,
TrorL 1959). Versuche, die das Vorhandensein dieser Stoffe be-
weisen sollen (vgl. KUSTER 1925), wurden immer wieder durch-
gefiihrt, sind aber widerspriichlich und nicht eindeutig. KaussMaNN
erwiahnt in seinem Lehrbuch (1963 222), daBl Traumatin als
eine zweibasische ungesittigte Fettsdure isoliert werden konnte.
Neben solchen eigentlichen Wirkstoffen mit spezifischer Funktion
im Stoffwechsel werden aber fiir die Kallusbildung als Wundstoffe
auch End- und Zersetzungsprodukte angefithrt (HABERLANDT 1922,
KaussMaNN 1963).

Es diirfte sich also nicht so sehr um Stoffe handeln, die in einer
komplizierten Aufbaureaktion hergestellt und dann vom Organis-
mus ,,zielstrebig® eingesetzt werden (Hormone), sondern vielmehr
um Zersetzungsprodukte, die als Folge einer Verwundung entstehen
und die Funktion eines ,,Reizmittels’‘ ausiiben. Solche Wund-
hormone sind zwar der nédchste Anlafl fiir die Kallusbildung,
diirften aber ihrerseits eher ein Ausdruck der Verwundung sein als
ein Wundreiz.

Es ist also fiir die Klarung der Ursache der Kallusbildung not-
wendig, die anderen Faktoren einer Verwundung ins Auge zu fassen.
Es geht dabei um eine Reihe von Vorgangen, die wichtigste Funk-
tionen der Pflanze unterbinden, den Zusammenhang der Ver-
brauchstellen unterbrechen und vor allem die Stoffbildung und
-verteilung inaktivieren (SCHLUMBERGER 1934). Aber nicht nur
solche Storungen des Zusammenspieles der Lebensvorginge der
Pflanze als Ganzes sind in Betracht zu ziehen. Auch die Verdnde-
rungen, die in der Einzelzelle vor sich gehen, sind beachtlich. So
tritt unter der Einwirkung einer Verwundung Koagulation des
Plasmas ein, seine Permeabilitit weicht vom Normalwert ab,
ebenso die plasmatische Viskositdt. Die Turgorverhéltnisse éndern
sich stark. Auch die karyologische Struktur wird am Wundrand in
Mitleidenschaft gezogen (KRENKE 1933).

Zu diesen physiologischen Faktoren einer Verwundung kommen
noch die rein mechanischen. Durch die Verwundung wird zum Bei-
spiel der Rindendruck mehr oder weniger aufgehoben. Dadurch
kann die Fahigkeit zu wachsen in den nicht differenzierten Zellen
im Inneren leichter zur Entfaltung kommen. Die Gewebespannung,
bzw. das Nachlassen einer solchen hat auf die Regeneration einen
entscheidenden Einflul (SCHLUMBERGER 1934).

Sk
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Soviel also einleitend zur Frage: Was 16st die Kallusbildung
aus? Es zeigt sich, daB die Verwundung als auslosendes Moment
etwas sehr Komplexes ist. Die Diskussion iiber ,,Wundhormone*
als Reizmittel ist noch im FluB. Doch koénnen wir folgendes fest-
halten: Die Kallusbildung wird ausgelost durch Veranderungen
des Stoffwechsels und des physikalischen Zustandes der von einer
Verwundung betroffenen Zellen.

Die Bereitschaft zur Kallusbildung ist bei den Pflanzen
nach Gruppen und Arten verschieden (SCHLUMBERGER 1934). Sie
kommt aber prinzipiell allen Pflanzen zu, wie viele Untersuchungen
an verschiedensten Objekten zeigen (vgl. KrENkE 1933, ScHLUM-
BERGER 1934 und vor allem KUSTER 1925).

Zahlreiche Arbeiten (vgl. KUSTER 1925) zeigen uns, dafBl bei
Algen und Pilzen nicht blof} die ihrer einfachen Organisation ent-
sprechende direkte Regeneration (vegetative Vermehrung), sondern
auch die vermittelte Regeneration als regelrechte Kallusbildung
héufig vorkommt. Bei den GefiBkryptogamen wird der Kallus spér-
lich entwickelt, bei den Mono- und Dikotyledonen sehr reichlich
(SCHLUMBERGER 1934). Aber nicht nur die verschiedenen Pflanzen-
gruppen, sondern auch die verschiedenen Gewebe besitzen eine
unterschiedliche Bereitschaft zur Kallusbildung. Prinzipiell stellen
sich solche Wachstumsvorginge an allen Geweben ein, jedoch am
leichtesten an meristematischen Geweben (Kambium). Aber auch
das Grundgewebe an Achsen, Blittern, Reserveorganen kann leicht
Kallus bilden (KUSTER 1925, SCHLUMBERGER 1935).

Abgesehen von der unterschiedlichen Bereitschaft zur Kallus-
bildung sind fiir das Zustandekommen solcher Wucherungen eine
Reihe von Bedingungen mafligebend, die die Bildungs- und
Differenzierungszeit und auch die Produktionsmenge beeinflussen.
Als innere Faktoren sind vor allem Gewebekorrelationen (besonders
Gewebespannung) und Organkorrelation (z. B. Seitentrieb- oder
Knospenentwicklung) zu nennen (KtUsTer 1925). Die Bedeutung
der dulleren Bedingungen fiir die Kallusbildungen, der Temperatur,
der Luftfeuchtigkeit, der Sauerstoffzufuhr und des Lichtes ist sehr
groB, wie zahlreiche entsprechende Untersuchungen zeigen (vgl.
KiusTER 1925, KRENKE 1934, SCHLUMBERGER 1935).

Die Wachstumsvorginge der Kallusbildung sind aber nicht
bloB vom Standpunkt der Ursédchlichkeit, wie er im Vermdgen der
Pflanze und in den notwendigen duBleren Einfliissen zum Ausdruck
kommt, interessant, sondern auch von ihrer Zweckmaifigkeit her.
Es werden ndmlich durch die Kallusbildung die Funktionsstérungen,
die durch die Verwundung eingetreten sind, wiederum kompensiert
(SCHLUMBERGER 1934). Es werden Risse im Inneren des Gewebes
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verkittet, duflere Wundepn verschlossen, unterbrochene Leitungs-
bahnen wieder hergestellt und neue Meristeme gebildet (KUSTER
1925). Dies zeigt, daBl der Kallus nicht nur als lokaler Wund-
verschlufl betrachtet werden darf. In der Folge der Wundkompen-
sation kommt es dann auch zum Vorgang der Differenzierung im
Gewebe.

Bei ganz jungem Kallus kann noch keine Differenzierung fest-
gestellt werden. Bei reichlicher Produktion stellt sich dann zuerst
ein Unterschied in der ZellgroBle ein. Im Laufe der weiteren Ent-
wicklung bilden sich im inneren Teil Tracheidengruppen. Der ndchste
Schritt besteht in der Bildung von Prikambialstringen in der Nahe
der Tracheidenkerne (die sich also als Xylemkerne erweisen). Sehr
frith treten auch Steinzellen mit getiipfelten Membranen auf. Bei
einem derartigen Stand der Differenzierung 148t sich die Wundholz-
bildung schon gut erkennen, die dann durch die Entwicklung von
,,Hautgewebe‘* vervollstindigt wird. Das geht so vor sich, daBl die
Randzellen, die sich anfangs als blasige Schlduche prisentieren,
zuerst einmal verkorken, dafl dann aber ziemlich rasch ein regel-
rechtes Rindengewebe gebildet wird (KUsTER 1925).

Bei WundverschluBl an Achsen von Holzpflanzen teilen sich
die Zellen zunédchst vom Kambium aus und septieren dann senkrecht
zur Langsachse. Es entstehen auf diese Weise kleine Prismazellen.
Diese wachsen weiter in der Richtung des Radius; es kommt also zu
einem Dickenwachstum. So entsteht ein sogenannter ,,Lohdenkeil*
(HarTic, nach KtsTeEr 1925). Die Richtung der Tétigkeit des
Kambiums bleibt dabei unverindert, gleichgiiltig, ob die Wunde
horizontal oder vertikal liegt.

Aus dieser kurzen Ubersicht itber den Problemkreis der Kallus-
bildung ergeben sich eine Reihe von Fragen, die fiir die Zell-
physiologie interessant sind. Die Fragen des Wachstums und der
Differenzierung wurden bisher fast ausschlieBlich anatomisch be-
handelt. (Die Auxinarbeiten in unserem Gebiet befal3ten sich haupt-
gdchlich mit quantitativen Fragen. Vgl. ROGENHOFER 1936, MEYER
1956.) Es sollte darum die zellphysiologische Methodik eingefiihrt
werden, um die Problematik der Ursdchlichkeit und Zweckmafig-
keit von dieser Seite aufzurollen. Davon ist wohl keine vollstdndige
Klirung der Probleme zu erwarten; es besteht aber doch die Aus-
gicht, die Verhéaltnisse bei den Wachstumsvorgéngen besser kennen-
zulernen und dadurch der eigentlichen Fragestellung wirklich néaher
zu kommen.

So riicken naturgeméfl im Laufe der Arbeit die stofflichen
Gegebenheiten und Verdnderungen (Bildung von sekundéiren
Speicherstoffen) in den Vordergrund des Interesses.



106 JakoB KRINZINGER,

Die Vitalfarbung hat in den letzten Jahren als Methode der
Zellphysiologie neue Impulse bekommen. Die Entwicklung begann
mit HOFLER (1947a, b und 1949a, b), der das Phanomen der Meta-
chromasie basischer Vitalfarbstoffe in Vakuolen mit dem Ionen-
fallmechanismus (in ,Jleeren‘ Zellsaften), bzw. durch Farbstoff-
bindung (in ,,vollen‘ Zellsiften) zu erklaren vermochte. Durch
HARTEL (1951) wurden die Inhaltsstoffe der ,,vollen‘ Zellsidfte mit
Gerbstoffen in Verbindung gebracht. KinzeL (1958) sicherte auch
Flavonoide als farbspeichernde Inhaltsstoffe der Zellsifte. Nach
diesen Untersuchungen bekam die Vitalfirbung von Vakuolen zu
ihrer methodischen Bedeutung noch einen diagnostischen Aspekt
(KinzeL und Boray 1961). Vor allem wurde die Art der Ent-
mischungskdorper, die nach Vitalfirbung in den Zellséften auftreten,
neben den metachromatischen Erscheinungen zur Identifizierung
der sekundédren Inhaltsstoffe herangezogen. Diese Methode erginzt
die bekannten mikrochemischen Reaktionen (Gerbstoffnachweise)
gut. Die Vitalfirbung kann also rasch Aufschliisse iiber die stoff-
lichen Vorginge der Kallusbildung liefern.

Die klassische und ausgearbeitete plasmolytische Methode
stoBt beim Objekt der vorliegenden Untersuchungen auf manche
Schwierigkeiten. Denn schon nach wenigen Versuchen wird klar,
dal auller der echten, von auBlen induzierten Plasmolyse (vgl.
HOrLER 1963) auch andere Kontraktionserscheinungen, die sowohl
vitalen als auch nekrotischen Charakter tragen, auftreten kénnen.
Es scheint sogar, dafl gerade im Bereich des Regenerationsgewebes
sowohl reversible Reizplasmolysen als auch nekrotische ,,falsche‘
Plasmolysen besonders leicht zustande kommen. AuBlerdem besteht
eine starke Neigung zu Vakuolenkontraktion bzw. Tonoplasten-
bildung (WEBER 1929). Schliefilich kénnen auch auBerordentlich
groBe Entmischungskorper Tonoplasten oder ,,falsche‘“ Plasmolysen
vortduschen. Auch hier ist die Vitalfairbung in Verbindung mit der
Plasmolyse eine gute Methode, die Gegebenheiten zu klédren.

Die Zielsetzung dieser Arbeit 148t sich auf Grund der Methoden
klar umreilen. Es wird vor allem darum gehen, innere Verdnde-
rungen und Vorgéinge bei der Kallusbildung zu verfolgen. Doch
wenn auch die Fragestellung in erster Linie der Zellphysiologie gilt,
so sind fiir ein halbwegs ganzheitliches Bild einige anatomische und
entwicklungsphysiologische Fragen zu behandeln.

Daraus ergibt sich fiir die vorliegende Arbeit eine Aufgliederung
in zwei Teile. Der erste soll der Entwicklungsphysiologie und der
Anatomie gewidmet sein, wihrend ein zweiter — und entsprechend
der Zielsetzung umfangreicherer — Teil die zellphysiologischen
Untersuchungen beinhalten soll.
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II. Versuchsmaterial und Methodik

Die vorliegenden Untersuchungen wurden an Kallusbildungen
verschiedener Holzgewdchse aus dem Wiener Raum angestellt. Es
wurden kleine Stamm- und Zweigstiicke in der Linge zwischen
20 und 30 cm (je nach der Anzahl der Knospenlagen) mit einem
Durchmesser von 8 bis 19 mm gesammelt und griindlich durch
Spiilen mit Wasser gereinigt. Die Schnittflichen mufiten behutsam
mit einem scharfen Gartenmesser hergestellt werden, weil Quet-
schungen, wie sie am Zweig etwa durch das Zwicken mit einer Zange
entstehen, unregelmiflige Bildungen und Wucherungen hervor-
riefen, die fiir unsere Untersuchungen nicht brauchbar waren. Der
Schnitt wurde immer gerade unter- bzw. oberhalb einer Knospen-
anlage gefiihrt, weil bei manchen Pflanzen gréflere Abschnitte
zwischen Knospe und Schnittfliche abdorrten.

Stecklinge, die auf diese Weise prapariert waren, wurden dann
in Glasbehélter mit moglichst hoher Luftfeuchtigkeit gehéangt. Das
erreichte ich dadurch, dall ich die Innenwand des Gefifles mit
Saugpapier auskleidete, das von unten bis oben an den Rand des
Gefiafles reichte. Daraufhin fiillte ich den Behélter ungefihr 5 em
hoch mit Wasser. So konnte das Wasser an den Wénden hochgesaugt
werden und reichlich verdunsten. Wenn das Gefall gut zugedeckt
war, wurde die Luftfeuchtigkeit von 1009, erreicht, wie durch ein
sorgfiltig geeichtes Haarhygrometer festzustellen war. In dieses
Gefdfl wurden die Stecklinge so eingebracht, dafl sie an cinem oben
im Behilter eingeklemmten Trigerstab mittels isolierten Drahtes
aufgehéngt wurden.

i
1 %I "DECKPLATTE
TRAGERSTAB
CSAUGPAPIER
GEFASSWAND
1§ ~STECKLING

== oo WA

Abb. 1. Vorrichtung zur kiinstlichen Kallusbildung.
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Das Gefal mit den Stecklingen wurde im Glashaus des Insti-
tutes aufgestellt. Die Temperatur betrug durchschnittlich 22,5°C.
Fiir exakte Temperaturuntersuchungen wurden solche Gefifle in
Thermostaten gestellt, die auf 27° und 32°C eingestellt waren.

Fiir die Untersuchungen wurden folgende Pflanzen heran-
gezogen (Namen nach dem Catalogus Florae Austriae von
E. JANCHEN, 1956—1960; in Klammer ist der Fundort beigefiigt):

Acer campestre (Wienerwald, Schottenhof), 4. negundo (Stok-
kerau), A. platanoides (Lobau), A. pseudoplatanus (Wien, Haus-
garten), Ailanthus peregrina (Stockerau), desculus hippocastanum
(Wien, Hausgarten), Alnus incana (Regelsbrunn), Betula verrucosa
(Stockerau), Carpinus betulus (Stockerau), Cornus sanguinea
(Stockerau), Corylus avellana (Stockerau), Crataegus monogyna
{Regelsbrunn), C. oxyacantha (Wienerwald, Schottenhof), Evonymus
europaea (Stockeraun), Fagus silvatica (Wienerwald, Schottenhof),
Forsythia (Wien, Hausgarten), Fraxinus excelsior (Stockerau),
Juglans regia (Regelsbrunn), Juniperus maxima (Gértnerei Albern),
Padus avium (Stockerau), Philadelphus coronarius (Wien, Haus-
garten), Populus alba (Stockerau), P, canadensis (Wien, am Donau-
kanal), P. nigra (Prater), P. tremula (Stockerau), Quercus pctrea
(Wienerwald, Schottenhof), @. robur (Stockerau), Robinia pseud-
acacia (Stockerau), Salixz smithiana (Augarten, Institutsgirtnerei,
nach F.Exckr, 1958, ein Bastard: S. caprea x S. wviminalis),
Syringa vulgaris (Regelsbrunn), Sorbus aria (Wienerwald, Schotten-
hof), Tilia cordata (Stockerau), T'. platyphyllus (Lobau), Ulmus
carpinifolia (Regelsbrunn), Viburnum lantana (Lobau), V opulus
(Stockerau), Vitis vinifera (Brunnkirchen).

Die Untersuchungen an diesen Pflanzen bezogen sich einesteils
auf die Fahigkeit und auf die Geschwindigkeit der Kallusbildung,
was in Tabellen festgehalten wurde, andernteils auf die fort-
schreitende Differenzierung, die durch mikroskopische Betrachtung
in verschiedenen Stadien beobachtet wurde. Zu diesem Zweck
wurde, 5 mm von der Schnittfliche mit Kallus entfernt, ein Segment
des Stecklings so herausgeschnitten, dafl der Kalluswulst mit Holz
und Rinde moglichst unverletzt in Verbindung blieb. Die Hailfte
eines solchen Segmentes wurde dann zwischen Hollundermark in
einer derartigen Lage eingebettet, daf mit dem Mikrotom ein
Schnitt gemacht werden konnte, der fiir den Steckling ein radialer
Langsschnitt, fiir den Kalluswulst aber ein Querschnitt war.

Diese Schnitte wurden fiir die mikroskopische Untersuchung
in einer Alkoholreihe oder durch eine Doppelfirbung Hamatoxylin-
Safranin (MoriscH 1923) fixiert. Die Verholzung wies ich jeweils
durch die Phloroglucin-Salzsdure-Reaktion bzw. mit der Maiule-
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Reaktion nach (Moriscu 1923), Proser 1959), die Verkorkung
durch Farbung mit Sudan I1I (MoriscH 1923). Um das Vorhanden-
gein von Siebrohren lokalisieren zu koénnen, verwendete ich die
Reaktion auf Callose mit Resorzinblaulosung nach dem Rezept
von WURSTER und TswerT (Escuricu 1956). Ein Kontrollversuch
an Vitis-Schnitten mit ihren charakteristischen Callosepolstern er-
gab eine prachtvolle Fdarbung, die ich auch in gleicher Weise an
Kallusschnitten erzielte, wodurch eine vorhandene Siebroéhren-
schicht deutlich gemacht wurde.

Fiir die physiologischen Untersuchungen wurde hauptsédchlich
Kallus einer Weide vom Augarten (vgl. Salix smithiana), und zwar
immer vom selben Baum verwendet. Die Schnitte kamen méglichst
rasch nach dem Schneiden in Leitungswasser oder in eine 0,19,
Traubenzuckerlosung, die sich fiir die bessere Erhaltung als vor-
teilhaft erwies. Von da wurden die Schnitte in verschiedene Farb-
stofflosungen gebracht (wobei bei lingeren Férbezeiten ofter fiir
Durchbewegung gesorgt wurde) oder sie wurden verschiedenen
Gerbstoffreaktionen unterworfen. Die verwendeten Farbstoffe sind
in der Tabelle 1 zusammengestellt. Die Einstellung auf die ent-

Tabelle 1:
Farbstoffe fiir Vitalfarbung
Brillant- Toluidin- Acridin- | Rhodamin
Neutralrot -esvlbl 1 .
(NR) cresylblau blau orange B
(BCB) (TB) (AO) (Rh B)
Acridin-Fa
Farbstoffgruppe Azin-Fa | Oxacin-Fa | Thiazin-Fa| basisch |Xanthen-Fa
basisch basisch basisch | kathodisch | el.-neutral
Fle
Umschlagspunkt 7,3 8,3 11,2 7,0 —
positive gelb
Metachromasie orangerot violett violett rote F1 —
negative — violettrot
Metachromasie violettrot | blaugrin | blaugrin griune Fl | gelbrote F1
Konzentration 1: 10000
1:100000 | 1:10.000 1:10.000 1:10.000 1:10.000
pu-Werte LW 8,3 9—10 AD AD

Literatur: BARTEL und ScHWANTES 1956; DrAwERT 1956; Hirn 1953;
HOFLER 1947a, b; HOFLER und ScHINDLER 1956; E. HuBEr 1955; KiNzEn 1955,
PERNER 1950; STRUGGER 1938.

Abkiirzungen: LW = Leitungswasser, AD = destilliertes Wasser, Fa =
Farbstoff, F1 = Fluoreszenz, Fle = Fluorochrom.
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sprechenden pp-Werte erfolgte durch Phosphatpuffergemisch des
priméren und tertidren Phosphates. Die gefidrbten Schnitte ge-
langten nach Abspiillung auf den Objekttriger und wurden im
Lichtmikroskop bzw. Fluoreszenzmikroskop beobachtet.

In Verbindung mit dieser Anfdrbung wurden auch verschiedene
Nachweise von sekundédren Inhaltsstoffen in der Zellvakuole in der
Art durchgefiihrt, wie sie von Boray (1960) angefithrt werden.
Eine Tabelle der Reagenzien mit den wichtigsten Hinweisen wird
im V Kapitel gebracht. Die Reaktionen wurden an ungefirbten
und gefdrbten Schnitten durchgefithrt, um eine Zuordnung der
Farbung (bzw. einer Farbefdllung) und der Art der sekundéaren
Inhaltsstoffe leichter zu erméglichen.

Um grofie Entmischungskorper von Teilvakuolen unterscheiden
zu konnen, wurde Plasmolyse angewendet. Es ist ja zu erwarten,
dafl eventuell vorhandene Entmischungskorper eine regelmaéfige,
zur Hypertonie parallele Kontraktion nicht mitmachen, wéihrend
Vakuolen und Teilvakuolen ihr Volumen entsprechend der Konzen-
tration dndern.

Die Verdnderungen der Groe der Vakuolen und Teilvakuolen
wurde an ein und derselben Zelle durch ein Okularmikrometer
kontrolliert.

Die anatomischen Skizzen wurden nach einem Visopan-Gerit
angefertigt. Dieses Instrument ermdoglicht es, die Objekte nicht
mittels einer Lupe iiber ein Okular zu beobachten, sondern durch
Projektion auf einer Mattscheibe zu betrachten. Das ist fiir das
Zeichnen eine erhebliche Erleichterung, besonders dann, wenn grofie
Ubersichten skizziert werden sollen, wie es hier der Fall ist.

III. Bau und Entwicklung des Kallus

Betrachtet man zunédchst dullerlich ohne Mikroskop die Ent-
wicklung des Kallus, so fallen Unterschiede auf, die zum Teil der
Pflanzenart eigen sind, zum Teil auf bestimmte Bedingungen
zuriickzufithren sind (z. B. verschiedene Organlage, verschiedene
Temperatur). Dariiber mogen einige Tabellen berichten. Nimmt man
fir die Untersuchung der Entwicklung das Mikroskop zu Hilfe, so
finden sich dhnliche Unterschiede. Das sollen einige Skizzen ver-
anschaulichen.

Verschiedene Dauer der Kallusbildung

Die Tabellen 2 und 3 zeigen die Entwicklung des Kallus an
einigen Stecklingen aus Stockerau. Es ist eingetragen, ob ein Unter-
schied der Entwicklung am basalen (ba) und apikalen (ap) Ende
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des Stecklings besteht. Die Machtigkeit der Entwicklung wurde als
Mittel von 4—5 Stecklingen durch verschiedene Zeichen eingetragen :
—+ fir kleine, aber doch deutlich sichtbare Wucherungen;
+ + fiir groBere Gebilde von ca. 1 mm Méchtigkeit; ,,W* fiir einen
ringférmigen Wulst. In einigen Fallen trat nach einiger Zeit Ver-
pilzung und Féaulnis ein, so dal der Kallus zugrunde ging. Dies
wurde durch X in der Tabelle vermerkt.

Die Zubereitung des Versuchsmaterials erfolgte wie vorhin
angegeben. Das Glasgefal mit den Stecklingen wurde im (Glashaus

Tabelle 2:

Stecklinge aus Stockerau, gesammelt am 8. 3. 1963

12. 3. 15. 3. 19. 3. 23. 3. 3. 4.
ap ba ap ba ap ba ap ba ap Dba
Acer negundo _— 1+ ST T T R TR X
Corylus avellana _— - —— W — 1 W —+ W -4 4+ W
Ulmus carpinifolia e e e
Ailanthus peregrina _—— —— — L L 4}
Evonymus europaea ———— L}
Cornus sanguinec . . —_—— X
Fraxinus excelsior —_— .t
(Erklarungen im Text)
Tabelle 3:
Stecklinge aus Stockerau, gesammelt amn 28. 3. 1963
3. 4. 5. 4. 11. 4. 13. 4.
ap ba ap ba ap ba ap ba

Crataegus oxyacantha +4+ F++ +4+ 4+ ++ -+ X
Padus avium ++ ++ ++ ++ +4+ ++ ++ ++
Populus alba . —+ ++ ++ ++ +1+ ++ + + W
Viburnum opulus . . — 4 4+ + ++ X X
Cornus sanguinea (jung) _— L 4 4 e 4 4
Betula verrucosa _— 4+ —4 L e+ 44 X
Carpinus betulus. . _— 4+ —+ 4+ ++ F++ X
Robinia pseudacacia. ............ —_—t — L 4 -+ X
Ailanthus peregrina —_—— + —— +W X X
Fraxinus excelsior ——— e b —— 4+
Tilia cordata .. ..ot —_— e b 4
Cornus sanguinea (alt) —_——— ¥
Acer negundo ............ ... ... _— Y —— 4t —— 4+
Quercus robur (alt) ...... _—_ e —— —
Quercus robur (jung) —_—— ¥

(Erklarungen im Text)
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(an einem Platz mit ziemlich gleichméBiger Temperatur) aufgestellt.
Die mittlere Temperatur betrug dort in dieser Zeit 22,5°C, Dei
Schwankungen zwischen 19° und 26°C. Die Kontrolle der Tempe-
ratur erfolgte stdndig durch Messen aullerhalb und innerhalb des
Gefilles.

Die zwei Tabellen zeigen, dal die Schnelligkeit der Entwick-
lung von Kallusgewebe artspezifisch ist, daB aber im Laufe der Zeit
bei allen diesen Pflanzen eine Kallusbildung méglich ist. Es zeigt
sich auch, dall neben einer arteigenen Bildungszeit (d4ilanthus,
Populus, Prunus mit schnellerer Entwicklung; Cornus,Frazxinus,
Quercus mit langsamerer Entwicklung), auch individuelle Unter-
schiede recht bedeutend sein kénnen. Bei Acer besteht eine Differenz
von 8 Tagen. Auf diese individuellen Unterschiede ndher einzugehen,
ist hier nicht moglich. Es soll aber angefithrt werden, daB fiir die
Entwicklung eines Kallus auch die gegenseitige Lage von Gewebe
und Organen am Steckling eine Rolle spielt. Es besteht zum Beispiel
bei Seitentriebenentwicklung eine schwichere Bereitschaft zur
Kallusbildung als dann, wenn keine Seitentriebe entwickelt werden.
Dazu kommt noch der EinfluB der Erndhrungslage, und zwar
sowohl in der ganzen Pflanze als auch in den verschiedenen Teilen
der Pflanze. So ist in der Nédhe der Gefifie (Blattnerven) infolge der
besseren Erndhrungslage eine intensivere Kallusbildung beobachtet
worden (KUSTER 1925).

Eine Serienuntersuchung an vielen Stecklingen ein und der-
selben Pflanze (Salix smithiana, Augarten) ergab, dall geringelte
Stecklinge zuerst an der Ringwunde Kallus bilden, erst dann an den
Enden. Das Phinomen der Polaritit der Wachstumsvorgénge
(KtsTER 1925, KRENKE 1934) findet sich bestétigt (vgl. Tab. 2
und 3). Die dickeren Stdmmchen bilden rascher und ergiebiger ein
Wundgewebe aus. Wir stellen fest, dal die neugebildeten Ruten in
der Fahigkeit, Kallus zu bilden, hinter den &lteren Asten zuriick-
bleiben. Wenn in der Nidhe der Wunde ein Seitentrieb abzweigt oder
eine Kétzchenknospe sitzt, so bildet sich an dieser Wunde besonders
rasch und besonders viel Kallus.

Diesbeztigliche Ergebnisse sind in Tabelle 4 wiedergegeben. Es
ist wiederum die Michtigkeit mit ——, —4 und -+ -+ (bzw.
W = Wulst) eingetragen. Aullerdem wird angegeben, ob es sich um
einen Lang- oder Kurztrieb handelt, wie stark der Durchmesser
des Stecklings ist, ob Seitentriebe oder Katzchenknospen vorhanden
sind.

Mit den angefiihrten Beobachtungen iiber die Schnelligkeit der
Entwicklung eines Kallusgewebes stimmen auch die Befunde iiber
die Differenzierungszeit, die ich aus Mikrotomschnitten verschie-
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Tabelle 4:
Saliz smithiana, Augarten, eingebracht am 12. 3. 1963

D 14. 3. 19. 3. 23. 3. 3. 4. 5. 4. 13. 4.
Ring +— + + ++ + + ++ + +
Spitze 18 K _ —+ —+ —+ —+ — 4+
Basis o —+ + + ++ + + ++
Spitze 12 L8 —_ e —+ —+ — —+4
Basis —+ — —+ + + + + ++
Spitze _ —_— —_—— e _ —_
Basis 16 LTS —+ —+ -+ +W +W X
(Aste) —+ —+ + + X
Spitze e —_—— —+ —+ + + X
Basis 18 KSB —+ + + + + +W +W X
Aste e —+ + + + + X
Spitze e _ —+ — 4+ — 4 X
Basis 1°1B 4 —+ + X N X
Spitze |41, _ —_—— —+ —+ + + X
Basis — —+ ++ ++ + + X
Spitze S JE— X
Basis 12LB —+ o+ W +W X
Spitze — —_— —_— —_— e _
Basis 1°L1B —+ ++ ++ ++ + o+
Spitze —_— _ —_ —_—— —_— X
Basis LR —_ —+ — + + +W X
Spitze 19 LB - - — + + + + ++
Basis —_— + + +W +W +W +W
K = Kurztrieb B = Bliitenstandknospen
L = Langtrieb T = kraftige Triebknospen
S = Seitentrieb D = Durchmesser in Millimetern

(Erklarung im Text)

dener Stecklinge bekommen habe, recht gut iiberein. Es ist zu
beobachten, dal Frazinus nach 22 Tagen noch recht schwach
differenziert ist, wihrend Padus avium nach 25 Tagen sehr starke
Differenzierungim Kallusgewebe zeigt (esist schon Wundholzbildung
eingetreten). Bei Viburnum lantana beginnt die Verholzung bereits
nach 23 Tagen (Abb. 2 und 3).

Populus erscheint bemerkenswerterweise nach 25 Tagen noch
spérlich differenziert, doch mufl dabei auf den Umstand verwiesen
werden, daf} dieser Kallus bei einer Temperatur von 18°C zustande-
kam, wéhrend alle anderen Stecklinge in einer Temperatur von ca.
22°C gediehen waren (vgl. Temperaturabhéingigkeit). Bei dieser
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Abb. 2. Viburnum, Kallus (22 Tage alt, 22,5°C): Schwache Differenzierung im
Gewebe, beginnende Verholzung.
Abkiirzungen: Bf = Bastfasern, Ho = Holzteil, Ka = Kambium, Ko=
Kork, Pa=Parenchym, Ph= Pellogen, R =Reihen von Zellen, Ri=
Rinde, Si= Sieberohren, WHo = Wundholz.

Pflanze fillt auBerdem auf, daBl auch vom Rindenparenchym aus
Kallus gebildet wird. Es soll hier nur darauf hingewiesen werden,
im zellphysiologischen Teil dieser Arbeit wird diese Beobachtung
eingehender behandelt (Abb. 4).

Temperaturabhingigkeit der Kallusbildung

Unter den duBleren Bedingungen, die die Kallusbildung beein-
flussen, ist an erster Stelle die Temperatur zu nennen. Um den Ein-
fluB} der Temperatur zu zeigen, wurde sie variiert und das Ergebnis
in einer Tabelle zusammengefafit (Tabelle 5).

Die Stecklinge wurden fiir diesen Versuch wie iiblich in drei
Gefifle, die konstante Luftfeuchtigkeit aufwiesen, eingebracht.
Diese Gefdlle wurden dann verschiedenen Temperaturen ausgesetzt.
Eines wurde in einen Thermostaten mit 32°C gebracht, ein anderes
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Abb. 3. Padus, Kallus (25 Tage alt, 22,5C): Die Machtigkeit ist im Vergleich zu
Viburnum geringer, jedoch ist die Differenzierung schon weit fortge-
schritten (Wundholz und Phellogen bereits vorhanden).

in einen Thermostaten mit 27°C, das dritte an seinem gewohnten
Platz im Glashaus aufgestellt, wo also eine durchschnittliche Tempe-
ratur von 22,5°C herrschte. Der Einflul der verschiedenen Tempe-
raturen wurde jeweils an 3—35 Exemplaren einer Art untersucht.

Abb. 4. Populus, Kallus (25 Tage alt, 18°C): Bei gleicher Entwicklungszeit wie
bei Padus ist die Differenzierung schwicher. Es wird auch vom Rinden-
parenchym aus Kallus gebildet.
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Die Stecklinge in den verschiedenen Temperaturstufen stammten
moglichst vom gleichen Baum, um standortbedingte Unterschiede
auszuschliefen.

Die Eintragung in die Tabelle stellt einen Mittelwert von den
untersuchten Stecklingen dar. Es bedeutet: + eine deutliche Kallus-
bildung an allen Stecklingen; + nur eine schwache oder vereinzelt
einsetzende Kallusbildung; — keine Kallusbildung; X Verpilzung,
die eine weitere Beobachtung unmoglich macht.

Als Ergebnis konnen wir festhalten, dall das Optimum fiir ein
schnelleres und stidrkeres Wachstum in der angegebenen Zeit bei
der relativ hohen Temperatur von 32°C liegt. Dieses Ergebnis ent-
spricht nicht den Befunden, die KNy (vgl. KRENKE 1934) bei Unter-
suchungen an Kartoffelknollen erhalten hat (Optimum bei 18° bis
210().

Tabelle 5:
Stecklinge aus dem Wienerwald, 25. 9. 1963

29. 9. 1. 10. 7. 10. 14. 11. 21, 11.
Temperatur 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Betula verrucosa . . ... 4+ £+ £ + 4+ =+ + + -+ + X + X X +
Crataegus oxyacantha . + — — + 4+ — + + + + + + + 4+ +
Fagus silvatica + — — + — — + + =+ + X + + X +
Sorbus aria — — % + 4+ =+ + + + + X + X X +
Acer pseudoplatanus. — — — + + — 4+ 4 + + X = X X X
Acer campestre . —_——— 4+ — — + + & + X = X X X
Fravinus excelsior —_— + — — + + + + + + + + +
Quercus petraec . - - 4 4 = o+ o + X 4+

Temperatur: 1 320C
2 27°C
3 22,5°C (im Durchschnitt)

(Erklarung im Text)

Die Begiinstigung des Wachstums, wie sie aus dieser Tabelle
hervorgeht, ist aber nicht der einzige Effekt einer h6heren Tempe-
ratur. Das schnellere Wachstum bei relativ htheren Temperaturen
bedingt natiirlich auch eine Vermehrung der ausdifferenzierten
Gewebeteile im Kallus. Dadurch kommt es zu einer scheinbar be-
schleunigten Differenzierung. Iine Ausnahme bildet wiederum
Populus, wo die Ausbildung verschiedener Gewebeelemente ziemlich
spat einsetzt.
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Ablauf der Entwicklung und Differenzierung

Wenn man unter den oben angegebenen Bedingungen einen
Salirsteckling zieht, nach 2 Tagen aus dem Behilter nimmt und

Ho

Abb. 5. Saliz smithiana, Kallus (3 Tage alt, 22,5°C): Feine, schlauchartige Zellen
(vegl. Pfeil); Hauptwachstumszone im Kambium (vgl. Stern).

von ihm Mikrotomschnitte anfertigt, so zeigt sich, dali die Zellen
an der Schnittfliche schlauchartig ausgewachsen sind, und zwar
einerseits die jungen Parenchymzellen gleich neben dem Kambium,
andererseits die Markstrahlenzellen an der Wundfldche. Dadurch

Abb. 6. Saliz smithiana (4 Tage alt, 22,5°C): Das Kallusgewebe bildet einen kleinen
Wulst.

Sitzungsberichte d. mathem, naturw. Kl., Abt. 1, 173, Bd., 3. u. 4. Heft 9
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ergibt sich ein Bild, das an der ehemaligen Wundflidche in der Nihe
des Kambiums einen ,haarigen Uberzug zeigt. Das Kambium
wird gegen die Wundfliche keilformig auseinandergetrieben. Die
,,Haare an der Oberfliche sind bereits quergeteilt. Es folgt also
nach dem Streckungswachstum sehr bald eine Septierung (vgl.
KusTER 1925). So liegen die Verhéltnisse bei 22°C (Abb. 5).

In den folgenden Tagen wichst der feine Uberzug zu cinem
kleinen Wulst iiber dem Kambium heran; der Keil wird weiter.
Die Zellen dieses Kalluswulstes sind diinnwandig und paren-
chymatisch. Das ganze Gewebe ist homogen aufgebaut. Aber schon
nach 6 Tagen findet man insofern eine Differenzierung, als solche
Zellen, die von den Markstrahlen ausgehen, sehr schéne Reihen
bilden. Die Reihenbildung diirfte auch von den ,,Haarzellen‘* des

Abb. 7. Saliz smithiana, Kallus (8 Tage alt, 23°C): Die Differenzierung im Gewebe
beginnt (Verholzung und Zellreihen).
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Abb. 8. Saliz smnithiana, Kallus (10 Tage alt, 27°C): Bei dieser etwas hoheren
Temperatur ist das Gewebe in dieser kurzen Zeit bereits weitgehend diffe-
renziert (Phellogen, Siebrohren, Kambium im Kallus, Wundholz).

ersten Uberzuges ausgehen (KisTEr 1925). Sie strebt vom Kam-
bium zur Peripherie des Wulstes. Diese Richtung scheint sich aus
rdumlichen Komponenten zu ergeben, denn die Teilungsebenen
liegen im beginnenden Kallus parallel zur Schnittfliche und im
Kambium senkrecht zur Schnittfliche. Die Richtung der neu-
gebildeten Zellenreihen ist die Resultierende aus Schubwirkungen
dieser verschiedenen Teilungstétigkeiten. Die Form dieser Reihen-
zellen ist kurzprismatisch, wihrend die anderen Zellen im Wulst
von dieser Grundform mehr oder weniger stark abweichen. Wir
treffen auch noch eine weitere Spezialisierung an: Die Zellen gleich
neben dem neugebildeten Kambium strecken sich in ihrer Gestalt
und verdicken ihre Wénde. Acht Tage alte Kalluswiilste zeigen
hier Verholzung, die sich mit Phloroglucin-Salzsdure und mit der
9*
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Méule-Reaktion nachweisen 148t. Es fithrt also eine verholzte Zone
vom Holzteil des Stecklings hinaus in den Kalluswulst.

Die weitere Differenzierung geht jetzt sehr rasch vor sich.
Neben der verholzten Zone bleibt ein Streifen unverholzter,
meristematischer Zellen. Es ist das ein Kambium im Kallus. Es

\‘*{' Ho

Abb. 9. Saliz smithiana, Kallus (10 Tage alt, 18°C): Das Kallusgewebe ist bei
dieser relativ tiefen Temperatur sehr schwach differenziert (vgl. Abb. 8).

werden von da nach auBen Phloemelemente ausgebildet, nach
innen aber Holzelemente, so daBl im Kallusring ein lebender, mit-
wachsender, mit Nihrstoff und Wasser versorgter Wundverschlufl
entsteht. Das anfingliche, parenchymatische Gewebe wird in diesem
Vorgang immer weiter nach aulen geschoben. Die Teilungstitigkeit
hat fast aufgehort, vor allem in Richtung der Achse. Die duflerste
Schicht dieses Parenchyms verkorkt. Dies 148t sich schon an der
Form der Zellen feststellen: Sie sind regelméBig prismatisch gebaut
und schliefen liickenloser aneinander. Die Sudan-III-Reaktion
weist diese Verkorkung eindeutig nach. In dem Mal, wie das
Parenchym am Rand des Kallus den Charakter eines Rinden-
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parenchyms annimmt, wird auch die Korkhaut stirker ausgebildet.
Um den 12. Tag der Wachstumsvorginge kénnen wir ein Phellogen,
also ein sekundires Meristem im Kallus feststellen (Abb. 6—9).

Bei hoheren Temperaturen geht die Entwicklung dhnlich
vor sich, nur rascher. Betrug die Temperatur zum Beispiel 27°C,
so stellte sich die erste Verholzung schon nach sechs Tagen ein,
also um 4 Tage friither als vorhin bei 22,5°C. Die Korkhaut wurde
bei dieser hoheren Temperatur schon am achten Tag nach
Versuchsbeginn beobachtet. Es beschleunigt sich aber nicht blof}
das Wachstum, sondern es sind schon die ersten Stadien, die Zell-
streckung und die erste Septierung viel stdrker ausgeprigt.
Die beschriebenen Vorginge werden mit weiterer Steigerung der
Temperatur auf 32°C noch deutlicher und laufen noch schneller
ab (Abb. 10 und 11).

Stecklinge, die tiefen Temperaturen ausgesetzt sind, zeigen
sehr deutlich einen Abfall an Produktivitdt (Abb.12und 13). An einem

Abb. 10. Saliz smithiana, Kallus (6 Tage alt, 32°C): Bei relativ hoher Temperatur
setzt die Gewebedifferenzierung sehr frith ein (vgl. die Entwicklungszeit
bei Abb. 7 und 12).
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Abb. 11. Salix smithiana, Kallus (15 Tage alt, 32°C): In kurzer Zeit hat sich bei
dieser relativ hohen Temperatur das Gewebe sehr ausgeprigt differenziert
(vgl. die Entwicklungszeit bei Abb. 8 und 13).

Kallus, gezogen bei 18°C, konnte nach 10 Tagen noch keine Verhol-
zung festgestellt werden. In einem Kallus, der sich ebenfalls bei 18°C
gebildet hatte und bereits 3 Wochen im Behélter war, fand sich
nur ein sehr schwacher Holzteil (Abb. 13). Dabei war der paren-
chymatische Streifen sehr breit, aber noch nicht weiter differenziert.

Zur genaueren Einsicht in die anatomischen Verhdltnisse
bei einem weiter differenzierten Kallus sind noch einige Photo-
graphien eines Kallus von Salix smithiana beigegeben. Das
Ubersichtsbild (Bild 1) zeigt uns den Wundholzbogen, nach auBen
vom Kambium umgeben, nach innen einen parenchymatésen,
markartigen Teil freilassend. Assimilationsleitungsbahnen sind
nicht klar erkenntlich. Das nach aufien anschlieBende Parenchym
wird gegen den Rand von einer Korkschicht abgelost, die im
mittleren Teil des Bogens gut zu sehen ist. Im linken Abschnitt
itber dem Holzteil des Stecklings finden wir Neubildungen, die bei
den hohen Temperaturen immer wieder auftreten.
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Erklirung zu nebenstehender

Abb. 12. Saliz smithiana, Kallus
(17 Tage alt, 17°C): Dieser
Kallus entspricht in seiner
Differenzierung einer Bildung
wiithrend einer Zeit von 8 Ta-
gen bei 23°C (Abb. 7).

Erklirung zu untenstehen-

der Abb. 13. Saliz smithiana,
Kallus (21 Tage alt, 18°C):
In verhaltnismallig langer
Zeit entsteht bei tiefer
Temperatur nur ein sehr
schwacher Holzteil (vgl.
Abb. 7 und 11).
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Die auseinandergetriebene Zone des Kambiums, den ,,Lohden-
keil*“ (HarTiG, nach KUsTER 1925), zeigt uns das Bild 3. Vom
Holzteil des Stecklings aus sehen wir die Markstrahlen in Bdgen
emporziehen. In der Mitte dringt der neue Holzteil in den Kallus
ein. Es ist deutlich zu sehen, daB hier die Holzelemente quer-
geschnitten sind. Im Bild 2 sehen wir die Kuppe des Wulstes in
seiner Differenzierung, wie sie schon fiir das Bild 1 angegeben
wurde.

Nach dieser Darstellung der Differenzierungsvorgéinge taucht
natiirlicherweise die Frage nach den Ursachen solcher Prozesse auf.
Insbesondere gibt die Kambiumbildung im neugebildeten Gewebe
einige Probleme auf. In der Literatur wird zur Erkldrung ein
,,Gesetz der Lage (HUBER 1961, GUTTENBERG 1955) angenommen ;
neuerdings haben WiLson und WARREN (1961) einen ,,Induktions-
gradienten‘‘ zur Diskussion gestellt. Diese Problematik liegt am
Rand dieser Arbeit. Sie soll am SchluBl in einem Teil der Be-
sprechung kurz behandelt werden.

Erklarung zu Tafel 1

Bild 1. Kallus von Salix smithiana, 26. 5.—19. 7. gebildet, bei 22,5°C; Ubersicht:
Dieses Ubersichtsbild zeigt uns den Wundholzbogen, nach auBen vom
Kambium umgeben, nach innen einen parenchymatésen, markartigen Teil
freilassend. Assimilationsleitungsbahnen sind nicht klar erkenntlich. Das
nach auflen anschlieBende Parenchym wird gegen den Rand von einer
Korkschicht abgelost, die im mittleren Teil des Bogens gut zu sehen ist.
Im linken Abschnitt iiber dem Holzteil des Stecklings finden wir Neu-
bildungen, die bei den hohen Temperaturen immer wieder auftreten.

Bild 2. Kallus von Saliz smithiana, 26.5.—19. 7. gebildet, bei 22,5°C; Lohdenkeil:
Das Bild zeigt die auseinandergetriebene Zone des Kambiums, den ,,Lohden-
keil* (HarTic, nach KiUsTer 1925). Vom Holzteil des Stecklings aus sehen
wir die Markstrahlen in Bégen emporziehen. In der Mitte dringt der neue
Holzteil in den Kallus ein. Es ist deutlich zu sehen, daB hier die Holz-
elemente quergeschnitten sind.

Bild 3. Kallus von Saliz smithiana, 26. 5.—19. 7. gebildet, bei 22,5°C; Kuppe des
Kallus: Dieses Bild gibt in einem Ausschnitt von Bild 1 die Kuppe des
Waulstes in seiner Differenzierung wieder.

Abkiirzungen: Bf = Bastfaser, Ho =Holz, qHo = quer orientiertes Holz, Ka =
Kambium, Ku=Kalluskuppe, Lo = Lohdenkeil, Nb = Neubildung, Ri= Rinde,
Pa =Parenchym.
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IV. Vitalfdrbungen an Kalluszellen

Behandelt man nach der oben angegebenen Methode Mikrotom-
schnitte eines Kallus mit einem basischen Vitalfarbstoff, so kann
man erwarten, dal} entweder positive oder negative Metachromasie
eintritt, je nachdem, wie der Zellsaft beschaffen ist, ob Stoffe in
ihm vorhanden sind, die mit den Farbmolekiilen eine Bindung
eingehen, oder ob solche fehlen und durch den Ionenfallen-
mechanismus die Farbkationen im Zellsaft zuriickgehalten werden
(H6TLER 19494, b, KINzEL 1955 und 1958).

Der metachromatische Effekt ist bei dem Farbstoff Toluidin-
blau sehr stark, so daB die verschiedenen Verhaltnisse in den
Zellsdaften im Hellfeld deutlich sichtbar werden. Schnitte eines
5 Tage alten Saliz-Kallus mit einer Dicke von 75 u zeigen nach
20 Minuten Férbezeit in Toluidinblau (1:10.000 bei pg 9—10) ein
itberraschend buntes Bild: Das Gewebe ist noch nicht stark
differenziert. Wir finden kein Wundholz; also auch noch kein
Kambium im Kallusgewebe, doch ist ein Teil des Randes schon
verkorkt. Die Korkschicht ist jedoch noch nicht durchgehend
vorhanden. Tm gefiarbten Schnitt fallen fiirs erste blaugriine
(volle) Zellsiafte auf, die vor allem im Rindenparenchym des
Stecklings zu finden sind. Aber auch im Kallusgewebe sind sie
recht zahlreich. Hier bilden sie manchmal auffallende Reihen, die
vom Kambium wie Strahlen weggehen. AuBlerhalb dieser Reihen
sind die blaugriinen Zellsifte beliebig im Gewebe verteilt. Sie fehlen
aber regelmiflig am Rand des Kallus und im Kandbium sowie an
jenen Stellen, wo gerade eine intensive Teilungstitigkeit im
Gang ist.

Bei genauerer Betrachtung sind an den blaugrimen Vakuolen
Unterschiede festzustellen: Sie sind teilweise intensiver gefarbt und
dann in kugeliger Form vorhanden oder in eine Ecke bzw. Hilfte
der Zelle gedrangt (vgl. Bild 6). Die Farbung erfallt also nicht die
gesamte Vakuole. Diese Zellsifte bilden die Hauptmasse in den
parenchymatischen Partien im Rindengewebe des Stecklings. Aber
auch im Kallusgewebe sind sie — obwohl an der reihenformigen
Anordnung unbeteiligt — nicht selten zu finden. In diesen Zell-
giften im Kallus ist gegeniiber dem Rindenparenchym auffallend,
daBl sie meist nicht den ganzen Zellinhalt ausfiillen, sondern nur
einen Teil davon. Sie halten sich sehr lange und zeigen auch nach
geraumer Zeit keine Entmischungen. Die kugeligen Gebilde konnte
man leicht fiir kontrahierte Vakuolen halten. Nun kann man aber
auch in ungefarbten Schnitten solche Kugeln und in Ecken gedréangte
Gebilde sehen, die eine stirkere Lichtbrechung zeigen, es handelt
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sich also um primér existierende Zellteile, die nicht erst durch die
IFérbung erzeugt werden.

Von den intensiv blaugriin gefarbten Zellsiften lassen sich
Vakuolen unterscheiden, die eine etwas mattere Féarbung
besitzen. Sie zeigen manchmal schon sehr bald feinkérnige Ent-
mischungen, die bei langerer Beobachtung die Form von kleinen
Kugeln oder Dendriten annehmen. Nach der Entmischung tritt
eine Dampfung der Firbung in den Zellsiften ein. Die feinen
Entmischungskérner befinden sich anfangs recht hédufig in BMB.
Diese Farbung erfal3t, anders als im vorher geschilderten Fall, den
ganzen Vakuolenraum. Sie kommen im Rindenparenchym nicht
vor, bilden aber die wvorhin beschriebenen Reihen im KXallus.
Dariiber hinaus liegen sie auch noch im Kallus verstreut.

Die bisher beschriebenen Typen der Anfarbung beweisen also
eindeutig eine negative Metachromasie, die fiir volle Zellsifte
bezeichnend ist. Es scheint aber bei dieser metachromatischen
Anfirbung optisch erfafibare Unterschiede zu geben, die in der
Menge oder in der Zusammensetzung von Speicherstoffen ihre
Ursache haben. Nur so kann man verstehen, dall neben strahlend
blaugriinen Zellsdften auch mattgefirbte Vakuolen mit Ent-
mischungen auftreten.

Ein dritter, streng abgegrenzter Typ von Zellsiften wird durch
violettrote Toluidinblaufdrbung charakterisiert. Am Rand
des Kallus und im Kambium sowie an Stellen verstidrkter Teilungs-
tédtigkeit fehlt die blaugriine Farbung an Zellsdften regelmiBig und
wird durch eine schwach violettrote Anfirbung ersetzt. Hoch-
aktive, zumal sich teilende Zellen besitzen also durchwegs
leere Zellsdfte. Diese Beobachtung wird uns spédter noch be-
schéftigen.

Entmischungen finden sich in den positiv metachromatischen
(leeren) Zellséften zundchst nicht. Nach lingerer Beobachtungszeit
sehen wir aber kleine Kugeln und Linsen, die violett gefdrbt sind.
Diese Entmischungen scheinen im Zellsaft zu entstehen, dann an
die Plasmagrenzschicht heranzuriicken und schliefilich als ganzes
ins Plasma iiberzugehen (vgl. dazu Por und Soran 1962).

Die Intensitit der Anfarbung der leeren Zellsifte wird nach
lingerer Firbezeit stdrker, somit die positive Metachromasie besser
zu beobachten. Die Verdnderung in der Anfirbung bei ldngerer
Farbezeit zeigt das Protokoll eines Versuches mit Neutralrot:

Versuch: 31. 7. 1963.

Saliz Smithiana, 10 Tage alter Kallus, Neutralrot 1:10000, in Leitungs-
wasser (pm 7,5).
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Nach 3 Minuten: Es sind blasse, violettrote Anfirbungen an kugeligen Teil-
vakuolen im Kallus verteilt zu beobachten, anderseits gleiche Anfirbungen in
reihenmiBig gelagerten Zellen; an der Peripherie des Gewebes in geringer Zahl.

Nach 5 Minuten: Die Farbung ist intensiver geworden, in manchen gefirbten
Zellsiften treten entweder kleine Kornchen in BMB oder kriimelige Entmischungen
auf. AuBerdem liegen besonders am Rand orangerote (also positiv metachromatisch
gefiarbte) Zellsifte und bilden gréBere Zonen.

Nach 15 Minuten: Die violettrote Anfarbung ist noch intensiver. Es bietet
sich ein sehr buntes Bild. Die Entmischungen sind héufiger und verschiedenartig
geformt. In manchen Zellsaften (und zwar vor allem in Zellen, die in Reihen-
formation liegen) finden wir kérnige und dendritenartige Entmischungen, wobei
der I'arbton des ganzen Zellsaftes gedampft wird, die Farbqualitit allerdings
gleich bleibt (violettrot). Die Farbung der Koérnchen und Kriimel ist intensiv,
so daB sie dunkel erscheinen. In anderen Zellsaften liegen Entmischungen in Form
von groBeren Kugeln und nierigen Gebilden, deren Farbung intensiv rotviolett
ist. Wiecder andere Anfarbungen erweisen sich als Teilvakuolen (vgl. Plasmolyse-
Ergebnisse), die sich als ganzes abgerundet haben, also etwas kontrahiert sind,
Diese Teilvakuolen sind meist diffus gefarbt, der Farbton ist stirker rotviolett.

Die orangerote Farbung tritt jetzt hiufiger und stirker auf, und zwar haupt-
sachlich am Rand des Kallus und im Kambium des Stecklings. Sie erstreckt sich
noch immer iiber die ganze Vakuole ohne irgendwelche Entmischungserscheinungen.

Nach 30 Minuten: Das Bild ist mit Ausnahme der stiarkeren Intensitat
dasselbe.

Nach 60 Minuten: Die violettroten Vakuolen und Teilvakuolen haben ihre
Anfarbung etwas gegen ein braunliches Rot verandert. Die orangerote Farbung ist
sehr satt. Tote Zellen (besonders am Rand) sind ungefirbt, da der Zellsaft aus-
geflossen ist. Es sind nur die Wandelemente und die Plasmareste gefarbt. Im
Kambium finden wir Zellen, in deren positiv-metachromatischen Zellsiften orange-
rot gefirbt kleine Kugeln und Linsen auffallen. Diese Korperchen treten manchmal
aus der Vakuole in das Cytoplasma aus (vgl. Pop und Sorax 1962).

Nach einiger Zeit im Wasserbad entfiarben sich die orangeroten Zellsafte
vollstandig; die Farbung der violettroten Teilvakuolen bleibt erhalten; die der
Vakuolen mit kriimeliger Entmischung verschwindet; dafiir ist aber ein brauner
Farbton da.

Ahnliche Versuche wurden wiederholt durchgefiihrt. Es zeigen
sich immer die gleichen Bilder. Es wurden auch schwichere
Konzentrationen der Farblosung gewéhlt. Dabei verzogerte sich die
Anfarbung natiirlich. So stellte sich bei der Verdiinnung 1:100.000
Neutralrot in Leitungswasser erst nach 15 Minuten die blasse
Anfarbung ein, die in einer Verdinnung 1:10.000 schon nach
3 Minuten zu beobachten war. Nach 60 Minuten erhilt man ein
sehr deutliches Férbebild, das einer 15-Minuten-Farbung bei der
stirkeren Konzentration entspricht. Die Intensitét der positiven
Metachromasie war im Vergleich zur negativen bei der Farbung in
schwicheren Konzentrationen gleich stark, wédhrend bei den
hoheren Konzentrationen die positive Metachromasie an leeren
Zellsiften spdter eintrat und (gegeniiber der negativen Meta-
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chromasie an vollen Vakuolen und Teilvakuolen) schwicher war,
Die schwache Farbstoffkonzentration war also firr die Unter-
scheidung der Metachromasie vorteilhafter. Sie wurde auch von
den Zellen besser vertragen, so daf} diese bis zu drei Tage am
Leben erhalten werden konnten, wihrend bei konzentriertem
Angebot z. B. von Neutralrot die Zellen kaum einen halben Tag
am Leben blieben.

Die zwei Metachromasie-Effekte wurden auch mit anderen
Farbstoffen in ihrem ausgeprédgten Unterschied erzielt.

Ein gekiirztes Protokoll eines Versuches mit Brillant-
Cresylblau an dhnlichen Schnitten soll das zeigen.

Versuch: 25. 9. 1962.

Saliz Smithiana, 11 Tage alter Kallus, Brillantchresylblau 1:10.000, px 8,3
(Phosphatpufferung).

Nach 5 Minuten: Stark gefiarbte kugelige Vakuolen und Teilvakuolen in
blauer Farbe. Keine Entmischungen.

Nach 15 Minuten: Die Teilvakuolen sind intensiver gefirbt. Es treten violette
Farbtone in Zellsiaften auf, die iiber die ganze Zelle ausgebreitet sind. Die Winde
sind leicht gefarbt.

Nach 30 Minuten: Die blauen (negativ metachromatisch) gefarbten Vakuolen
sind sehr dunkel gefarbt. Die violetten (positiv metachromatischen) Zellsifte
treten besonders am Rand des Kallus auf, allerdings nur vereinzelt, haufiger in
der Gegend des Kambiums. Die Wande im Kallus sind blauviolett elektroadsorptiv
gefarbt, der Kork blaugriin, das Holz rein blau.

Mit Acridinorange gefiarbte Schnitte ergaben nach 30 Minu-
ten unter dem Fluoreszenzmikroskop ein auffallendes Bild: In
diffus griin gefirbten Vakuolen und Teilvakuolen waren rote
Entmischungsformen zu sehen. Es waren aber auch solche Vakuolen
ohne Entmischungen vorhanden, die also nur diffus griine Farbung

Erklarung zu Tafel 2

Bild 4. Salixz smithiana, Kallus (Neutralrot 1:10.000 — 20 Minuten; Plasmolyse
mit KNO; 1,0 mol — 10 Minuten): ,,Volle* und ,,leere** Zellsifte (dunkel =
,voll, grau =, leer*’).

Bild 5. Saliz smithiana, Kallus (Neutralrot 1:100.000 — 60 Minuten): Karnige
Entmischung in Zellsiften nach Anfiarbung.

Bild 6. Saliz smithiana, Kallus (Neutralrot 1:100.000 — 30 Minuten): ,,Leere
Hauptvakuole und ,,volle‘‘ (diffus gefarbte) Teilvakuolen in Ecken; beide
Zellsafttypen jeweils in einer einzigen Zelle. Kriimelige Entmischung in
einem Zellsaft.

Bild 7. Saliz smithiana, Kallus (Neutralrot 1:10.000 — 10 Minuten): Trépfchen-
und dendritenférmige Entmischung in ,,vollen Zellsiften, schwache
Diffusfarbung.
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aufwiesen. Dieser Emissionseffekt entspricht im Hellfeld der
negativen Metachromasie und ist fiir volle Zellsdfte typisch. Rote
Fluoreszenz an ganzen Zellsiften (positive Metachromasie) konnte
nur sehr selten beobachtet werden. Da die Auswertung dieses
Befundes erst mit Plasmolyse moglich war, soll sie in dem damit
befafiten Abschnitt behandelt werden.

Rhodamin B in einer Verdiinnung von 1:10.000 in destil-
liertem Wasser farbte nach 20 Minuten (im Hellfeld betrachtet)
die Kugeln und die Entmischungsformen mit violettrotem Farbton
an. Daneben trat aber auch eine eher blauviolette Farbung auf, die
nach einiger Zeit kornige Ausfillung zeigte. Dies entspricht den
Zellsaften mit kriimeliger oder kérniger Fallung bei Neutralrot und
der matten Farbung mit Toluidinblau. Eine Farbung, die die ganze
Vakuole erfaft, vollstindig diffus bleibt und auch in der Lokali-
sierung den orangeroten Zellsiften mit Neutralrot und den violett-
roten bei Toluidinblau entspricht, konnte erwartungsgemi@ nicht
festgestellt werden. Unter dem Fluoreszenzmikroskop zeigten die
Entmischungen eine dunkelrote Farbe, wahrend die im Hellfeld
violettroten Zellen eher hellrot fluoreszierten.

Wenn wir diese Beobachtungen miteinander vergleichen, so
kénnen wir vorldufig feststellen, dal im Kallus sowohl ,leere‘
(positiv metachromatisch gefirbte) als auch ,,volle” (also negativ
metachromatische) Zellsifte vorhanden sind. Diese letzteren kénnen
nach ldngerer Firbezeit Entmischungen enthalten oder in solchen
Formen auftreten, daf sie sich nicht ohne weiteres als kontrahierte
Vakuolen oder Teilvakuolen oder als sehr grofle Entmischungskorper
ansprechen lassen. Durch Plasmolyse sollte darin Klarheit ge-
schaffen werden.

Die eben angefiihrten drei Moglichkeiten der Zellsaftfirbung
sei durch einige Bilder von einem Saliz-Kallus belegt (Bild 4—7).

Neben der Tatsache, daB im Kallus verschieden geartete
Zellsidfte vorhanden sind, ist auch die Verteilung dieser Zell-
safte interessant. Es geht schon aus der einleitenden Schilderung
hervor, dafl die Anordnung voller und leerer Zellsifte nicht dem
Zufall iiberlassen ist, sondern von physiologischen Faktoren ab-
héngig ist. Wir haben an einem wenig differenzierten Kallusschnitt
mit Toluidinblau festgestellt, dafl die leeren Zellsifte im Kambium,
am Rand des neugebildeten Kallusgewebes oder an Stellen mit
reger Teilungstitigkeit zu finden sind. Diese Beobachtung soll noch
durch die Beschreibung der Verteilung von vollen und leeren
Zellsiften in einem differenzierteren Kallus ergdnzt und durch eine
schematisierte Skizze verdeutlicht werden. Wir finden im Kallus
ein gut ausgebildetes Kambium, das auch schon Holz produziert;
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nach auBlen ist der Kallus durch eine Korkschicht abgegrenzt; nur
an einer Stelle (auf der Seite der Rinde des Stecklings) hat neuerliche
Teilungstitigkeit eingesetzt, wie das bei den , kiinstlichen‘ Kallus-
bildungen immer wieder vorkommen kann. Der Kallus stammt von
Salixz Smithiana und wurde innerhalb von acht Tagen bei einer

Abb. 15. Salix smithiana, Kalluszellen (mit Neutralrot gefiarbt): Verholzende
Zellen und leere Zellsafte in unmittelbarer Nachbarschaft (L = ,,leere'
Zellsafte fithrend, Ho = Holzverdickung in der Zellwand).

Temperatur von 27°C gebildet. Zur Anfirbung diente diesmal
Neutralrot (1:10.000 in Leitungswasser gelost). Auch in diesem
Schnitt ist festzustellen (vgl. Abb. 14), dal} die leeren Zellsifte dort
zu finden sind, wo physiologisch hoch aktive Zellen zu erwarten
sind, also im Kambium (1) (auch des Kallus), an den neugebildeten
Zellen auBerhalb des Korkgiirtels (2) und in jener Kalluspartie, die
an das Holz des Stecklings anschliet (3). Der Rand ist verkorkt
und fiihrt deshalb keine (bzw. wenige) leere Zellsifte. Die vollen
Zellsifte konzentrieren sich deutlich im Rindenparenchym des
Stecklings (I) und in Reihen im Kallus (IT) (Abb. 14).

Fiir die Behauptung, dal leere Zellsdfte in physiolo-
gisch sehr aktiven Zellen typisch seien, kann noch eine
Beobachtung angefiihrt werden. Es finden sich ndmlich im Kallus,

Erklirung zu nebenstehender Abbildung 14.

Saliz smithiana, Kallus (8 Tage alt, 27°C, Farbung mit Neutralrot
1:10.000 — 15 Minuten lang): Verteilung der ,,vollen‘‘ = negativ meta-
chromatischen Zellsafte (durch groBe Punkte eingetragen: I =im Rinden-
parenchym, II=in den Zellreihen) und der ,leeren‘‘ = positiv meta-
chromatischen Zellsifte (durch Ringe eingetragen: 1=im Kambium,
2 =1in Randzellen und Neubildungen, 3 =in frischen Zellen beim Holz
des Stecklings).
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der Wundholz ausbildet, zwischen Zellen, die parenchymatisch
gebaut sind und zum Teil aus Unterteilung von gestreckten Zellen
entstanden sind, solche, die eine etwas gestreckte Form besitzen
und leiterférmige Verdickungen aufweisen. Durch entsprechende
Reaktionen wurde nachgewiesen, daB es sich um Verholzung
handelt. Diesen Tracheiden schlieBen Zellen an, die in ihrer Form
dhnlich sind, aber keine Verdickung zeigen. Bei Farbung mit
Neutralrot nahmen diese Zellen eine orangerote Farbung an (Abb. 15).
Diese Zellen fithren also leere Zellsidfte, wihrend die umgebenden
Parenchymzellen volle Zellsifte besitzen, wie der violettrote Farbton
verrdt. Diese Beobachtung palit sehr gut zu den bisherigen
Ergebnissen.

Es kann ferner berichtet werden, dafl Kallusbildungen, die
bei hoherer Temperatur entstanden waren, leere Zellsifte
in groBerer Menge vorhanden waren. Dies konnte besonders
an Kallusschnitten bei 32° beobachtet werden. Es scheint also die
physiologische Differenzierung der Zellsifte durch sekundaire
Inhaltsstoffe, die eine ,,volle’* Farbung hervorrufen, nicht so rasch
vor sich zu gehen, so daB die Zellen ldnger aktiv bleiben. Die leeren
Zellsifte sind also nicht nur als aktiver, sondern auch als weniger
differenziert in physiologischer Hinsicht zu bezeichnen.

Abschlieflend sei festgestellt, dafl sich die verschiedenen unter-
suchten Pflanzen im allgemeinen gleich verhielten. Einen inter-
essanten Ausnahmefall stellt aber Populus dar. Im Rinden-
parenchym finden wir hier nur selten volle, sehr haufig leere Zell-
séfte, also aktive und gut teilungsfdhige Zellen. Daher besitzt diese
Pflanze auch die Moglichkeit, aus dem Rindenparenchym Kallus-
gewebe zu bilden. Im Kallus selber stellten wir wiederum sehr
reichlich leere Zellsifte fest. Es paBit gut zur gewonnenen Vor-
stellung, daB sich der Kallus, obwohl er rasch wéachst, verhaltnis-
maéBig langsam in ein eigenes Kambium, in einen Wundholzteil und
in ein eigenes Rindengewebe differenziert.

Haupt- und Teilvakuolen in Kalluszellen

Die Verhiltnisse im Saftraum der Kalluszellen kann man
durch Vitalfdirbung allein nicht vollstindig erfassen. Erst Plas-
molyse-Versuche verschaffen die notige Klirung.

Schon im nicht plasmolysierten Schnitt von Saliz Smithicna
fallen dem Betrachter in der Zelle abgekugelte Korper mit starkerer
Lichtbrechung auf. Solche Korper sind zum Teil zentral in der
Zelle gelegen, zum Teil in eine Ecke abgedringt. Die Kontur ist
im ersten Fall kugelig, wihrend sie im zweiten Fall — abgesehen
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von der Begrenzung durch die Zellmembran — einen konvexen oder
konkaven Meniskus darstellt. Bei Vitalfarbung erfolgt in diesen Kor-
pern immer eine Speicherung im negativ metachromatischen (vollen)
TFarbton.

s erhebt sich nun die Frage, ob es sich hier um grofie
Entmischungskorper oder um Teilvakuolen handelt. Fir
ihre Beantwortung leistete ein Versuch gute Dienste, der eine
Farbung mit Acridinorange (1:10.000, pr 8,3, 30 Minuten lang)
und Plasmolyse durch Traubenzucker (0,7 mol, 60 Minuten lang)
kombinierte. Im Hellfeld erscheinen die Gebilde dann gelb gefirbt,
umgeben von einer mehr oder minder méchtigen Plasmaschicht,
die manchmal kornig ist. In der Fluoreszenz treten aber unter-
schiedliche Effekte auf. Es lassen sich drei Typen unterscheiden:
Der erste Typ ist seltener anzutreffen; die Farbung ist griin ohne
irgendwelche Einschliisse; gegen das Plasma findet sich ein scharfer
Rand. Als zweiten Typ finden wir in solchen griingefarbten Kugeln
rote Entmischungen in nieriger Form, die im Hellfeld nicht zu
bemerken sind; manchmal hatten diese rotfluoreszierenden Ent-
mischungen in den griinen Kugeln auch kugelige Form. Der dritte
Typ prasentiert sich in Form einer rot fluoreszierenden Kugel, die
von einem schmalen griilnen Mantel umgeben ist. In diesem Mantel
befinden sich vielfach kleine Kérnchen, manchmal auch schwach-
rote Blasen.

Zur Deutung des Farbebildes konnen viele Untersuchungen
mit Acridinorange herangezogen werden, die fiir die speicherstoft-
reichen Zellsifte (auf Grund einer chemischen Bindung des Kations)
die griine Fluoreszenz nachweisen, wihrend die rote Fluoreszenz
nicht blof den speicherstoffarmen Zellséiften eigen, sondern auch
fiir Entmischungen typisch ist (STRUGGER 1949, HOFLER 1947D,
Ki1xzeL 1958). Wir haben also hier Zellsidfte vor uns, die an Speicher-
stoffen reich sind und zum Teil Entmischungen in sehr betracht-
lichem Ausmafl enthalten, selber also keine Entmischungskorper
sind. Im plasmolysierten Zustand ist auch das umgebende Plasma
deutlich zu sehen. Das deutet darauf hin, daf hier wirkliche Teil-
vakuolen vorliegen.

Uberdies spricht fir diese Auffassung auch ihre Form-
verdnderung unter dem EinfluB} eines Plasmolytikums, das gemaf
seiner Konzentration unterschiedliche Kontraktionen hervorruft.

Dazu sei der Verlauf der Plasmolyse unter Einwirkung ver-
schiedener Konzentrationen eines Plasmolytikums geschildert. Eine
stark hypertonische Lésung (1,0 mol TZ, 0,6 mol KNO,) bewirkt —
gleich, ob die Gebilde zentral im Zellraum oder in einer Ecke
gelegen sind — Deformierung, was gegen eine reine Entmischungs-

sitzungsherichte . mathem.-naturw, Kl., Abt. 1, 173. Bd,, 3. u. L. 1left 10
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natur spricht. Ihr Verhalten deckt sich weitgehend mit dem einer
normalen Vakuole. Sie verlieren an Volumen und nehmen jene
Kugelform an, die fiir Vakuolen bei vollendeter Plasmolyse
charakteristisch ist. Zugleich aber wird durch die Plasmolyse
eine grofle urspriingliche Zentralvakuole (positiv metachromatisch
gefibt) deutlich sichtbar. Geringere Hypertonie (0,7 mol TZ,
0,42 KNO,) ruft die gleichen Erscheinungen, jedoch in geringerer
Weise hervor.

Bei den Konzentrationsstufen von 0,3 mol TZ und 0,18 mol
KNO, ist keine Deformierung der Gebilde, wohl aber eine leichte
Rundung der Kérper in den Ecken und somit eine schwache
Plasmolyse festzustellen.

Plasmolysiert man Xallusschnitte, die vorher vitalgefirbt
worden waren, in einer Konzentrationsreihe von 0,1 bis 1,0 mol
Traubenzucker, dann tritt bei dem Wert von 0,3 mol Grenz-
plasmolyse ein. Das gleiche 1afit sich zur Kontrolle auch mit einer
entsprechenden Reihe von KNO, feststellen (vgl. Bild 8—13).

Erklarung zu Tafel 3

Bild 8. Saliz smithiana, Kallus (Brillanteresylblau 1:10.000 — 15 Minuten; KNQ,
1,0 mol — 10 Minuten Plasmolyse): Haupt- und Teilvakuole in ciner Zelle
iibereinanderliegend. Die positive Metachromasie der Hauptvakuole er-
scheint im Bild hell, die negative der Teilvakuole dunkler.

Bild 9. Salixz smithiana, Kallus (Neutralrot 1:10.000 — 15 Minuten; KNO, 1,0 mol
— 60 Minuten Plasmolyse): Haupt- und Teilvakuole in einer Zelle getrennt
nebeneinanderliegend; in einer Zelle eng aneinanderliegend; auch Zellen
ohne Teilvakuole deutlich im Bild.

Bild 10. Salixz smithiana, Kallus (Neutralrot 1:10.000 — 15 Minuten, Trauben-
zucker 1,0 mol — 30 Minuten Plasmolyse): ,,Leere’‘ und ,,volle Zellsifte
in je einer Zelle. Aulerdem in der Mitte eine ,,leere’ Hauptvakuole und
eine ,,volle*‘ Teilvakuole in einer Zelle eng aneinanderliegend aber deutlich
durch Plasma getrennt.

Erklarung zu Tafel 4

Bild 11. Saliz smithiane, Kallus (Brillanteresylblau 1:10.000 — 15 Minuten,
Traubenzucker 1,0 mol — 12 Minuten Plasinolyse): Haupt- und Teil-
vakuolen in verschiedener Lage zueinander.

Bild 12. Saliz smithiana, Kallus (Brillantcresylblau 1:10.000 — 15 Minuten, KNO,
1,0 mol — 30 Minuten Plasmolyse): Verschiedene Vakuolentypen. Be-
sonders interessant ist die Zclle in der Mitte des Bildes mit einer Haupt-
vakuole, die Entmischungskugeln fiihrt, und einer diffus gefarbten Teil
vakuole.

Bild 13. Saliz sinithiana, Kallus (Brillantcresylblau 1:10.000 — 15 Minuten; KNGO,
1,0 mol — 10 Minuten Plasmolyse): Haupt- und Teilvakuole in einer Zelle;
rapide Deformierung der Teilvakuole bei Deplasmolyse.
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Nach den bisherigen Beobachtungen ist es also unwahrschein-
lich, daB3 es sich bei diesen Zellteilen um primére oder durch den
Farbstoff induzierte reine Entmischungskérper handelt. Es wird
vielmehr deutlich, daB3 man hier von der Zentralvakuole getrennte
Teilvakuolen vor sich hat, die sich auch physiologisch unter-
scheiden. Es ist als Regel anzusehen, dafl beim Vorhandensein
einer solchen Teilvakuole mit extrem vollen Zellsiften, die Zentral-
vakuole positiv metachromatisch angefidrbt, also frei von farb-
speichernden Stoffen ist. Natiirlich ist das Vorhandensein von
zwei verschiedenen Vakuolen nicht immer gegeben. Es kann auch
bloB eine einzige volle Vakuole vorhanden sein. Daneben kommen
Zellen mit leeren Vakuolen vor, denen sich keine speicherstoff-
fithrende Teilvakuole beigesellt.

Die Zellsifte mit negativ metachromatischer Reaktion, die
sowohl in Einzel- als auch in Teilvakuolen zu beobachten ist,
zeigen verschiedenes Verhalten. Sie bleiben zum Teil diffus geférbt,
wihrend es bei anderen zu einer raschen Entmischung in Kriimel
oder Dendriten kommt. Auffallend ist nun, dafl die Kriimelbildung
bei gleichzeitiger Anwendung von Vitalfarbung und Plasmolyse
wesentlich rascher eintritt, als bei bloBer Einwirkung eines Farb-
stoffes. Es kann sogar nach kurzer Plasmolyse vorkommen, dal
sich die Entmischungen bei Deplasmolyse wieder auflgsen. Die
groflere Neigung zur Entmischung wird durch die Konzentrations-
erhohung der Stoffe im Zellsaft bei Plasmolyse erklarlich.

Ks konnte also durch Plasmolyse klar gemacht werden, daf$}
verschiedene Vakuolentypen nicht bloB in ein und demselben
Gewebe, sondern auch in ein und derselben Zelle moglich sind. Ks
kommt auch vor, daB in einer Zelle die Vakuole sekundére Inhalts-
stoffe derart konzentriert anreichert, dafl die ganze Vakuole wie
ein groBer Entmischungstropfen aussieht. Auch ohne Farbung wird
eine solche Anreicherung schon im Hellfeld durch starkere Licht-
brechung der Zellsifte gut sichtbar. In einer einzigen Zelle kann
ein Teil des Saftraumes ohne nennenswerte Inhaltsstoffe (jedenfalls
ohne solche, die negative Metachromasie hervorrufen) und ein
anderer Teil reichlich davon erfiillt sein.

Manchmal liegen allerdings diese Teilvakuolen derart iiber-
einander, dafl man glauben konnte, eine Entmischungskugel des
Sekundarstoffes liege in einer ,leeren” Vakuole. Genaue Beob-
achtung macht jedoch die rdumlichen Verhéltnisse klar und es
zeigt sich, daB beide Teile, der speicherstofffreie und der speicher-
stoffreiche, direkt vom Plasma umgeben sind und vom Plasma
getrennt sind (Bild 10).

10%*
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V. Nachweise sekundirer Inhaltsstoffe im Zellsaft

Die verschiedenen Ausfiillungen in der Vakuole, die sich dort
nach Vitalfarbung mit basischen Farbstoffen ergeben, waren in
letzter Zeit Gegenstand einiger Untersuchungen (Kasy 1951,
Lvrax 1959, Boray 1960, KinzeL und Boray 1961, KiNzeL und
PiscHINGER 1962, Buriax 1962). Es wurden u.a. in gewissen
Grenzen Schliisse aus dem Vitalfarbebild (bzw. aus der Morphologie
der Entmischungen) auf die Art des Inhaltsstoffes als moglich
aufgezeigt (K1inzeL und Boray 1961). ,,In allen Zellséiften, in denen
nach Speicherung der angewandten Farbstoffe Entmischungs-
tropfen oder kristalline Abscheidung feststellbar sind, lieflen sich
Inhaltsstoffe aus den Flavongruppen nachweisen. Die iiber-
wiegende Zahl der Zellsifte, die mit mehr als zwei der verwendeten
Farbstoffe Dendriten oder Kriimel gaben, zeigten Gerbstoffreaktion,
vor allem die mit Koffein““ (Boray 1960, 313).

In den beobachteten Kallusschnitten fanden sich bei Farbung
mit Vitalfarbstoffen beide Typen der Entmischung, némlich
Tropfen oder Kugeln einerseits, und Kornchen oder Kriimel
anderseits. Es wire also anzunehmen, dall die reihenférmig an-
geordneten Zellen mit kérniger oder kriimeliger Entmischung auf
Gerbstoffreagenzien positiv ansprechen, wahrend die kugeligen
Aggregate und tropfigen Entmischungen fiir Flavonnachweise
positive Ergebnisse bringen miifiten. Diese Prognose wurde mit
cinigen mikrochemischen Versuchen iiberpriift, die das Vorhanden-
sein von Gerbstoffen bzw. Flavonen nachzuweisen imstande sind.

Im folgenden sind die Protokolle von Reihenversuchen
vom 26. I1., 14. V., 13. VIII. und vom 6. IX. 1963 zusammen-
gefallt. Die Beobachtung erfolgte sofort nach Einwirken des
Reagens, nach 5 Minuten, nach 15 Minuten, nach 2!/, Stunden,
nach 12 Stunden und nach 15 Stunden.

Durch diese Ergebnisse kann man die zufélligen Erscheinungen
und die wirklich zutreffenden Verhiltnisse in Erfahrung bringen.
Die meisten der Reagenzien wurden nach den Angaben von Boray
(1960) angewendet. (Siehe auch MoriscH 1923, Vaxn WIiSSE-
LINCH 1915).

1. Coffein 1% (wirkungsvoller Gerbstoffnachweis durch Vitalfillung):

Die Fallung erfolgt sofort. Der Niederschlag wird in manchen Zellen zu-
nehmend dichter, in anderen Zellen hért die Reaktion nach einiger Zeit auf; die
koérnige Ausfallung ist dann nicht sehr dicht. Es ist zu beobachten, wie in einer
Zelle ein bestimmter Bezirk die Reaktion zeigt, wéhrend der andere Teil frei von
Niederschlag bleibt. Die Koérner bilden manchmal (und zwar in den starlker licht-
brechenden Teilvakuolen, die diffus angefarbt werden) Tropfen und Kugeln. Nach

15 Stunden war die Fallung in den Zellen noch erhalten und konnte ausgewaschen.
werden: die Zelle selbst blieb ungeschadigt.
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Die Verteilung im Schnitt ist unregelméafig. In den ganz jungen Zellen am
Rand des Kallus und im Kambium ist eine Coffeinfallung nie festzustellen. Eine
Reihenbildung, wie sie bei Neutralrot-Farbung auffiel, tritt bei dieser Reaktion
nicht besonders hervor. Im Rindenparenchym ist die Reaktion besonders auffillig.

2. AgNO, 1% (Indikator fiir reduzierende Eigenschaften):

Nach 10—15 Minuten dauernder Einwirkung kann eine Reaktion in Form
einer Gelbbraunfarbung festgestellt werden. IThre Intensitit ist sehr verschieden.
Am deutlichsten ist sie in den auffallenden Teilvakuolen.

3. FeCl, 5% (blaue Reaktion zeigt Pyrogallolderivate bzw. Phenolabkémmlin-
ge an; griine Reaktion weist auf Catechingerbstoffe hin; griinschwarze Reaktion auf
Flavone mit mehreren OH-Gruppen):

Diese Reaktion stellt sich im Kallus nicht sehr iiberzeugend ein. Die Farbung
ist nicht eindeutig. In den kugeligen Teilvakuolen im Kallus ist nach einigen
Minuten eine graublaue Anfiarbung zu sehen, nach 2!/, Stunden ist von einer
blauen Farbung nichts mehr vorhanden, dafiir aber gelbbraune Kappen und
andere Entmischungsformen. Solche Resultate findet man im Kallus sehr sparlich
am Rand, sonst aber im Rindenparenchym.

4. FeS 04 5% (reagiert wie FeCly):

Auch bei diesem Eisensalz ist das Resultat spiarlich, doch etwas deutlicher
als bei FeCl,. Die Blaufarbung ist wenigstens im Rindenparenchym gut sichtbar,
im Kallus weniger. Hier tritt die Reaktion wiederum in den Randzellen, also in
den ,,Rindenschichten‘‘ des Kalluswulstes auf.

5. Vanillin-Salzsaure (reagiert mit hellvioletter Farbung auf Phenole und
Ketone):

Diese Reaktion tritt sehr rasch ein, sie kann schon nach 2 Minuten
beobachtet werden, und zwar in den Randzellen des Kallus und in Partien
beginnender Verholzung. Im Rindenparenchym ist die Farbung besonders stark.
Die Reaktion ist nicht auffallend an die bekannten Teilvakuolen gekniipft. Sie
zeigt sich durch Auftreten gefarbter Koérnchen oder Kriimel bzw. gréferer Ent-
mischungen. Diese gefarbten Korper bilden nach lingerer Zeit Kappen, Klumpen
oder Zerrformen.

6. K,Cr,0; (reagiert dhnlich wie Na-Wolframat auf Gerbstoffe [Gallussaure
und ihre Derivate] mit brauner Farbe; auf Flavonderivate mit dunkelgelber
Anfiarbung):

Es stellt sich sehr rasch (nach 5 Minuten) eine gelbbraune Farbung ein.
Diese Reaktion findet man im Rindenparenchym sehr hiufig. Im Kallus entstehen
nach langerer Zeit wieder Kappen, wie sie schon 6fter beschrieben wurden.

7. Barytlauge (gesattigt, bildet mit Kaffeesaure griinen Niederschlag: mit
Flavonen ergibt sie dunkelgelbe Realtion):

In Kalluszellen wirkt dieses Reagens sehr schnell und intensiv. Es gibt
zuerst dunkelgelbe, kérnige Niederschlige, die in der vorgegebenen Form bleiben
(Kugel, Teilvakuolen in Zellecken). Spater entstehen zum Teil auch Zerr- und
FlieBformen, dhnlich wie bei K,Cr,0, und Joachimowitz-Reagens. Die Reaktion
gtellt sich sehr hdufig unregelmiBig verteilt im Kallus ein, besonders stark im
Rindenparenchym, das fast schwarz erscheint. (Es fallt auf, daB die Winde
deutlich hervortreten!)

8. p-Dimethylaminobenzaldehyd: (Joachimowitz-Reagens. Rot-
violette Farbung oder Niederschlag deutet auf Catechine und Phlorogluzin-
derivate.)

Ergebnisse dhnlich wie bei der Vanillin-HCl-Methode. Die violettrote Farbung
entsteht sofort, gleichzeitig mit einer Entmischung in Form von Kappen (vgl.
Kaliumbichromat, Eisenchlorid), Klumpen und Schollen oder auch Kérnchen. Es
ist daneben auch eine gelbe IFarbung zu erkennen, so als ob rote Farbtrager in einer
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gelben Dasse liegen wiirden. Die Reaktion findet wieder im Rindenparenchym am
ausgepragtesten statt, aber auch im Kallus in stirkerem MaB als sonst; es werden
vor allem die schon im Hellfeld ohne Reaktion stark hervortretenden Teilvakuolen
sehr kraftig angefarbt. Auch am Rand des Kallus findet die Realktion statt.

9. Osmiumséaure 10% (bildet mit Gerbstoffen einen feinkoérnigen Nieder-
schlag).

Im Rindenparenchym tritt bald eine Schwirzung durch sehr feinkornigen
Niederschlag ein. In den erwiahnten Teilvakuolen des Kallus ist die Reaktion
schwiicher, sie erweckt den Eindruck einer grauen Farbung.

10. NH,, Dampf oder n/10 Lésung (gibt mit Polyphenolen — Flavonen —
eine zitronengelbe Farbung; mit Gerbstoffen eine sehr feinkornige gelbgraue
Fallung).

Die Reaktion erfolgt an verschiedenen Stellen im Kallus als reine Gelb-
farbung nach 5 Minuten, sie erstreckt sich jedoch in dieser Form nie auf die
gerbstoffhaltigen Teilvalkuolen. In diesen ergibt sich der graugelbe feinkornige
Niederschlag. Die reine Flavonreaktion ist nicht sehr hidufig und es ist nicht leicht,
sie bestimmten Zellen zuzuordnen. Im Rindenparenchym wurde sie selten
festgestellt.

Es war auffallend, daf die Flavonreaktion mit NH, im September am
reinsten und héufigsten eintrat (schon nach 2 Minuten, wahrend gleichzeitig die
Eisenreaktionen keine Ergebnisse brachten).

Tabelle 6
Reagenzien zum Nachweis sekundarer Speicherstoffe
Reagens Anwendung Reaktion Clg'mlscber
inweis
Ammoniak n/10 gelbe Farbe Flavone
Dampf feiner Niederschlag Gerbstoffe
Barytlauge gesattigte | griine Farbe Kaffeesaure
Lésung dunkelgelb Flavone
Eisenchlorid . 5% griine Farbe Catechingerbstoffe
Eisensulfat 5% blaue Farbe Pyrogallol, Phenole
grilnschwarz Flavone (mehrere
OH-Gruppen)
Kaliumbichromat 129, gelbbraun Gerbstoffe
Coffein 12, korniger Niederschlag | Gerbstoffe
(Lebendféllung)
p-Dimethyl-
aminobenzaldehyd rot- Catechin,
rotviolett Phloroglucin
Vanillin-HCI hellrot- Phloroglucin,
rotviolett Resorcin, Phenole,
Ketone, Catechin-
Gerbstoffe
Osmiumséaure 109% Schwiérzung Gerbstoffe, Fette
0,29
AgNO;.... 1o gelbe Farbung red. Eigenschaften

Literatur: Boray 1960, HArTEL 1951, MoLiscH 1923, VAN WissELINGH 1910,
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Wurde ein NHj-behandelter Schnitt einem Coffein-Einflufl
ausgesetzt, so konnte die typische Féllung nur selten wahr-
genommen werden, es trat aber eine Graufiarbung ein, die auf einen
sehr feinkornigen Niederschlag hindeuten diirfte. Die Kontrolle mit
Coffein allein ergab sofort reichlichen Niederschlag.

Um eventuelle Zusammenhédnge der Entmischungen bei
neutralrotgefarbten Zellsdften mit den Inhaltsstoffen, die durch
Coffein ausgeféllt wurden, besser zu erfassen, wurde der Versuch
unternommen, einen gefadrbten Schnitt (10 Minuten in Neutral-
rot 1:10.000) einer 1,09, Coffeinlésung auszusetzen.

Das Ergebnis war folgendes:

1. Positiv metachromatisch (orangerot) gefarbte Zellen nahmen
durch die Wirkung des aufgenommenen Coffein im Zellsaft einen
negativ metachromatischen Charakter an (vgl. Frascu 1955).

2. In Zellsiaften, in denen nach dieser kurzen Farbezeit schon
kriimelférmige und koérnige Entmischung eingetreten war, anderte
sich nicht sehr viel. Die Entmischungen blieben erhalten, doch
dunkelte ihre Farbe.

3. In negativ-metachromatischen (diffus violettrot) gefirbten
Zellsdften trat eine mehr oder weniger starke Schattierung des
TFarbtones auf, was auf eine sehr feinkérnige Entmischung hin-
weisen diirfte. Daneben trat aber auch der Fall ein, daB die Diffus-
fairbung erhalten blieb, ohne dafl irgend etwas von einer Ent-
mischung festzustellen gewesen wiire.

Dieses Ergebnis verstdrkt den Eindruck, dafl zwischen der
kornigen Entmischung in manchen Zellsdften und den tropfigen
und kugeligen Ausfiallungen in diffus gefarbten Vakuolen einerseits
und dem mit Coffein nachweisbaren Stoff anderseits ein Zusammen-
hang besteht. Es zeigt sich aber auch, da8 es diffus geférbte (,,volle*)
Zellsifte gibt, die bei dieser Versuchsanordnung keine Anderung
erfahren. Das wiirde heiflen, dafl hier Stoffe vorliegen, die auf
Coffeineinflull nicht reagieren, aber doch eine negative Meta-
chromasie hervorrufen. Da aber Flavonoide durch NH,; nach-
zuweisen sind und Diffusfiarbung mit Neutralrot nach Boray (1960)
und KinNzer und Boray (1961) auf Flavonoide als Speicherstoffe
Schliisse zulassen konnte, diirfte dieser Fall auch hier vorliegen.

Die Versuche wurden auch an mehreren Pflanzen durch-
gefithrt. Bei einem Vergleich der Reaktionen war auffallend, daf}
bei Syringa Coffein nur eine sehr schwache Reaktion ergab, wihrend
mit NH, sofort die Gelbfarbung eintrat. Andere typische Gerbstoff-
reaktionen (Vanillin-HCl, K,Cr,0,, Ba(OH),, p-Dimethylamino-
benzaldehyd), die sonst sehr zuverlissig waren, zeigten hier keine
Reaktion. Mit Neutralrot erhielten wir aber volle, diffus gefirbte



140 JaxoB KRINZINGER,

Zellsifte. Das bestétigt ebenfalls die Annahme, da} ein Zusammen-
hang zwischen den Fiarbeerscheinungen und der Art der sekundéiren
Inhaltsstoffe besteht.

Zusammenfassend kann also festgestellt werden, daB diese
Stoffnachweise im Kallus Gerbstoffe aufzeigen. (Eine kurze zu-
sammenfassende Darstellung, was unter diesem Begriff zu verstehen
ist, ist bei Boray 1960: 279 zu finden.) Durch NH, sind in den
Schnitten Polyphenole der Flavongruppe nachgewiesen, auch die
dunkelgelbe Reaktion mit Ba(OH), spricht fiir Flavone. Ein Nach-
weis mit Vanillin-HCl, der allgemein auf Phenole und Ketone
deutet, gibt ein sehr deutliches Ergebnis. Die Reaktionen mit
Coffein und K,Cr,0,, die in unserem Fall sehr rasch gut sichtbare
Ergebnisse bringen, werden oft als ,,Gerbstoffnachweise‘* bezeichnet
(z. B. Vax WisseLINGH 1915), wenn sie auch genau genommen
bloB fiir phenolische OH-Gruppen eindeutig zu werten sind. Die
Reaktionen mit Vanillin-HCl und p-Dimethylaminobenzaldehyd
sind auch nur im weitesten Sinn als Catechinnachweis zu verstehen,
in Wirklichkeit sprechen aber die darin enthaltenen Phlobaphene
und das Phloroglucin mit seinen phenolischen Hydroxylen positiv
auf diese Reagenzien an. Die Eisensalze, die zahlreiche phenolische
Hydroxylgruppen nachweisen sollen, sprechen nur schwach an.
Die Farbung ist eher blau, was auf Gerbstoffcharakter hinweist.
Die Griinfirbung, die die OH-Gruppen an Flavonoiden bezeugt,
fehlt vollsténdig. Die Zuordnung der beschriebenen, mikrochemisch
nachweisbharen Stoffgruppen zu bestimmten Entmischungsformen
im Verlauf der vitalen Anfirbung war in den Versuchen durchaus
moglich. Es bestitigt sich also die Annahme von KixzerL und
Boray (1961), daBl die Vitalfirbung aus der Form der auftretenden
Entmischungen Schliisse auf die farbspeichernden Stoffe zulaf3t.

Neben der Art der Inhaltsstoffe scheint aber auch ihre
Konzentration eine Rolle zu spielen. Einen Anhaltspunkt dafiir
gibt das Plasmolyseformverhalten von diffus gefidrbten, negativ
metachromatischen Zellsdften. Diese sind sichtlich viskoser und
beinhalten zum kleineren Teil Flavonoide (vgl. NH,-Reaktion),
zum groferen Teil aber Gerbstoffe (siehe Coffein-Reaktion — feiner,
submikroskopischer Niederschlag, in kolloidaler Form ; vgl. KinzeL
und Boray 1961: 199). Es konnte nun sein, daBl neben den
Faktoren, die durch ein Mischverhédltnis verschiedener Stoffe
(Gerbstoffe und IFlavonoide) bedingt sind, auch eine hdhere
Konzentration eines Stoffes Bedeutung hat. Ein Modellversuch,
der im folgenden beschrieben wird, scheint diese Annahme zu
bestidrken. Es wurden dazu in 5 Proberdhrchen gestufte Tannin-
lésungen von 109, — 19, — 0,19, — 0,01 %, — 0,001 %, mit Neutral-
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rot und Brillantcresylblau gefiarbt (Farbstoffverdinnung betrug
1:50.000) und dann mit 1 em?® Coffein 59, versetzt:

Neutralrot Brillantcresylblau Rhodamin B
10% klar violettrot klar, blaugriin klar, rot
klar, fast ungefarbt klar, fast ungefiarbt vollstandig klar
19% violetter Lack und viele  blauer Lack, wenige Lack am Boden
Tropfchen Niederschlag ~ Tropfchen Niederschlag
0,19 etwas getriibt milchig blau violett milchig
e rétlicher Lack wenig Lack wenig Lack
0,01% rote ungetriibte Losung  klare blaue Losung vollstandig klare
e Flocken kein Niederschlag Losung, kein
Niederschlag

Genauere Stufung der Konzentration zwischen 10—19%:
(56 em? Lésung Neutralrot, 1 cm?® Coffein 1%)

Tannin % Erscheinungsbild mit Coffein
10 klare Losung, violettrot

9 klar violettrot

8 klar violettrot

7 klar violettrot

6 leichte Tritbung der Lésung, Farbung wird heller, nach Schiitteln entsteht
leichter violetter Schaum

5 leichte Triibung, rote Losung (!), violettroter Lack am Boden in feinen
Troépfchen

4 klare Lésung, ganz durchsichtig, sehr schwache Farbung (rot), violetter
Lack am Boden als Uberzug

3 klare, fast ungefirbte Losung; dunkelviolettroter Lack am Boden,

etwas dichter als bei 4%

2 klare, ungefarbte Losung; Lack ist ziemlich dicht

Losung ist vollstandig klar und ungefirbt. Der violette Lack ist am
Boden zusammengeronnen

Diese Versuche zeigen also, dafl die Gerbsidure in grofleren
Konzentrationen mit Coffein den Farbstoff in Losung héalt, wahrend
dann ein Tanningehalt ab 6%, eine gefarbte Ausfillung in Form
einer lackartigen, zdhfliissigen Masse ergibt. In ganz geringen
Konzentrationen (0,019%,) wird der Farbstoff in Flocken ausgefllt.
Es erfolgt diese Ausfallung allerdings viel frither bei Anwesenheit
des Gerbstoffes und gleichzeitiger Einwirkung von Coffein.

Man konnte sich nun vorstellen, daB auch im Zellsaft die
Gerbstoffe in verschiedenen Konzentrationen vorhanden sind und
nach Farbung und Einwirkung von Coffein sich in d&hnlicher Weise
entmischen. Es wiirde dann die kriimelférmige Entmischung in
den Zellsdften den Flocken bei sehr geringen Konzentrationen der
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Gerbsdure (Tannin) im Modellversuch entsprechen. Die kriimeligen
und koérnigen Entmischungen wiren unter solchen Aspekten nur
bei geringer Gerbstoffkonzentration als Kriterium fiir die An-
wesenheit des Speicherstoffes zutreffend.

Die Ergebnisse der Gerbstoff- und Flavonreaktionen kénnten
es also wahrscheinlich erscheinen lassen, daf3 in der Vakuole einer
Kalluszelle nicht bloB ein einziger Stoff vorhanden ist, sondern
mehrere sekundire Speicherstoffe im Zellsaft abgelagert sein
konnen.

Zum AbschluB soll noch einmal festgehalten werden: Die
auffilligen Teilvakuolen, die im Laufe dieser Untersuchungen
immer mehr in den Mittelpunkt des Interesses riickten, sind
extrem gerbstoffhaltige Zellteile. Bezieht man die Ergebnisse
des beschriebenen Modellversuches mit ein, so darf man annehmen,
daBl der diffuse Farbetyp vieler Teilvakuolen, die sich durch ihre
grofle Zahigkeit und durch stdrkere Lichtbrechung von den diinn-
fliissigen Zellséften abheben, auch fiir eine hohe Konzentration an
Gerbstoffen bezeichnend ist. Es scheint also, daf3 in Kalluszellen
Gerbstoffe innerhalb einer einzigen Zelle viel stirker konzentriert
sind als dies sonst iiblich ist. Findet sich diese Ansammlung von
Gerbstoffen in einer Teilvakuole der Zelle, so gehort die Haupt-
vakuole dem ,,leeren‘* Farbetypus an. Daneben sind auch Flavone
deutlich nachgewiesen. Sie sind einerseits in eigenen Zellsdften
gespeichert, andererseits in Vakuolen und Teilvakuolen, die auch
Gerbstoffe fithren (vgl. Boray 1960).

Die physiologische Bedeutung dieser verschiedenen Inhalts-
stoffe betrifft aber nicht blof die einzelne Zelle, sondern auch das
ganze Gewebe. Um das ndher betrachten zu konnen, miissen wir
den Ort der Anhdufung bzw. des Fehlens von Gerbstoffen beachten.
Es wurde oben gezeigt, dafl die Zellsidfte, die sich einheitlich ver-
halten, oft in Zellreihen gelegen sind. Demgegeniiber finden sich
im Kambium und in den Zellen am duBersten Rand des Kallus nie
volle Zellsifte (Abb. 16). Mit diesem Befund sind die Tatsachen
vergleichbar, daB in der Wachstumszone keine Flavone oder
Zimtsdurederivate zu finden sind (RezNTK und NEUHAUSEL 1959),
und dafl in der Wachstumszone keine Féarbung anzutreffen ist
(KixzerL und PrscHINGER 1962). BENNEKER konnte feststellen, daf3
unter dem Vegetationskegel und an der Basis der von ihm unter-
suchten Ausldufer und Rhizome Gerbstoffe im Maximum vor-
kommen, wahrend bei Gewebedifferenzierung und in Streckungs-
zonen ein Gerbstoffminimum anzutreffen ist (BENNERER 1915; die
Untersuchungen von LunaAN [1957] und Kasy [1951] brachten
allerdings keine vergleichbaren Ergebnisse).
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Abb. 16. Saliz smithiana, Kalluz (6 Tage alt, 32°C, Coffeinreaktion): Verteilung
der Gerbstoffe in einem wenig differenzierten Kallusgeweb2. Am Rand
und an Stellen lebhafter Teilungstétigkeit tritt mit Coffein keine Fallung ein.
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Solche Beobachtungen scheinen die von REzZNIK gedullerte
Annahme eines Zusammenhanges der Ligninbildung und der
Flavonoidbildung iiber einen Zimtsduremetabolismus zu unter-
stitzen (ReEznix 1958, 1960). Seine Vorstellung vom Ablauf der
physiologischen Vorginge, dafl im Pflanzenreich die Exkretion in
zwel Richtungen stattfindet (ndmlich auf einem Weg zum Zellsaft
hin=chymotrope Exkretion und einem Weg zur Zellwand
hin=membranotrope Exkretion), erschlielt ein Verstdndnis
der ganzheitlichen Zusammenhinge zwischen der Einzelzelle und
dem ganzen Organismus in hohem Ma@.

V1. Diskussion

Waihrend der Versuche, die zu Beginn ohne strenge Zielrichtung
durchgefiihrt wurden, zeigte sich, dafl das Problem der Teilvakuolen
in vitalfdrberischer Hinsicht am interessantesten und am besten zu
erfassen war. Die Unklarheit, ob es sich bei den beobachteten
Phidnomenen um sehr grofle, primére Entmischungskoérper handelte
oder um Teilvakuolen, konnte bald zugunsten letzterer entschieden
werden. Das Plasmolyseformverhalten, das sich in diesem Fall
weniger auf das Plasma, sondern mehr auf das Verhalten des
seltsamen Vakuolentyps bezog, gab zu erkennen, dal} hier ein Zell-
teil vorlag, der durch Plasmabestandteile von der Hauptvakuole
getrennt war, also eine Teilvakuole darstellt. Man kann nun gerade-
zu sagen, dall das Vorkommen primédr unterschiedlicher
Vakuolen in einer Zelle eines der anatomisch wund
physiologisch wichtigsten Kriterien des Kallusgewebes
ist.

Verschiedene Vakuolentypen in einer Zelle waren schon in
anderen Fillen bekannt. Ich verweise auf die Arbeit von Vax pEr
MEerwE (1958), der mit zellphysiologischen Methoden das unter-
schiedliche Verhalten von Plasmavakuolen und Zentralvakuole in
Bliiten- und Laubblattepidermen behandelte, und auf die Unter-
suchungen von FABBRICOTTI-OBERRAUCH (im Druck), die zum Teil
direkt an jene anschlieen. FABBRICOTTI-OBERRAUCH behandelte
die unterschiedlichen Vakuolentypen vor allem in Bliitenbldttern
mit basischen und sulfosauren Vitalfarbstoffen. Mit basischen Vital-
farbstoffen stellte sich dabei eine Differenzierung hinsichtlich des
Speicherstoffgehaltes heraus. Die Zentralvakuole reagierte negativ
metachromatisch, gehorte also dem speicherstoffreichen, ,,vollen®
Typ der Zellsifte an, die Aullen- oder Plasmavakuole liel hingegen
positive Metachromasie erkennen, ist also ,leer”. Es erhebt sich
nun die Frage, inwieweit diese hier berichtete Vakuolendifferen-



Zellphysiologische Untersuchungen am. IKallusgewebe usw. 145

zierung in der vorliegenden Untersuchung eine Entsprechung findet,
und ob iiberhaupt ein vergleichbares Resultat vorliegt.

Wir stehen vor der Tatsache, daBl in Kalluszellen, die den
basischen Vitalfarbstoff zu negativer Metachromasie anregen, die
metachromatischen Erscheinungen blof auf einen Teil des gesamten
Zellsaftvolumens beschriankt bleiben. Es présentiert sich also der
Zellsaftraum in zwei Teilen, von denen der eine iiberaus
speicherstoffreich ist, der andere aber im Extremfall speicherstoff-
arm, in den meisten Fillen sogar speicherstoffleer ist, wihrend
dann, wenn nur positive Metachromasie in der Zelle vorhanden ist,
die Vakuole ungeteilt bleibt und so durchaus dem Normaltypus
der ,,erwachsenen‘ Pflanzenzelle entspricht.

Wie steht es nun mit dem Chemismus in solchen geteilten
Vakuolen? Die diesbeziiglichen Versuche erstrecken sich auf zwei
Stoffgruppen, die im Groflen gesehen wiederum einem gemeinsamen
Typ zugehéren, ndmlich auf Gerbstoffe und Flavonoide. Diese Wahl
war naheliegend, weil eben diese beiden Gruppen farbespeichernder
Stoffe als Erreger der negativen Metachromasie im Zellsaft gesichert
sind (HArTEL 1951, KiNzEL 1958; vgl. auch Boray 1960, KiNzEL
und Boray 1961). In den Teilvakuolen, die die negative Meta-
chromasie in ausgepriagter Form zeigen, lie sich nun Gerbstoff in
hoher Konzentration nachweisen. Es handelt sich hier tatsdchlich
um einen Sonderfall. Die Ausfillung der Gerbstoffe durch Coffein
gelang in einer Weise, die den Reaktionen an &duBerst gerbstoff-
reichen Idioblasten dhnlich war (vgl. dazu Kasy 1951, WALDHEIM
1955, Lu"an 1957, BaANcHER und HoLzL 1960). Diese hohe Gerb-
stoffkonzentration schlieit jedoch keineswegs einen Flavonolgehalt
aus, der ebenfalls sicher festgestellt werden konnte. Wollte man
also die Vakuolentypen bei FABBRICOTTI-OBERRAUCH bzw. die-
jenigen bei VAN DER MERWE zu diesen Teilvakuolen in Beziehung
setzen, so entspriche dem Speicherstoffgehalt nach die Zentral-
vakuole der meist kleineren Teilvakuole im Kallus, wihrend die
Hauptvakuole im Kallus in ihrem Firbeverhalten den Plasma-
vakuolen gleichkdme. Die vorliegenden Untersuchungen recht-
fertigen diese Zuordnung jedoch nicht, da die Plasmavakuole (nach
FABBRICOTTI-OBERRAUCH) mit keinem Vakuolentyp im Kallus
gleichzusetzen ist. Wir haben also im Kallus einen anatomischen
und physiologischen Sonderfall vor uns.

Wenden wir uns nun der Frage nach der stofflichen Zuordnung
von Entmischungen in vollen Zellsiften zu. Sie wurde auf ver-
schiedene Weise zu l6sen versucht. Die wohl am besten fundierte
Ansicht stammt von KinzeL und BorLay (1961), die an Hand zahl-
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reicher Versuche nach Vitalfarbung eine Neigung zur Kriimel- und
Dendritenfallung bei Gerbstoffgehalt nachweisen konnten, wahrend
groflere Entmischungskugeln bzw. Diffusfirbung eher auf Speiche-
rung von Flavonoiden hinweisen. Eine andere Méglichkeit zeigen
Baxcuer und Horzrn (1960) auf. Sie unterscheiden Inhaltsstoffe
voller Zellséfte, die bei grofier Stoffumsetzung und bei reichlicher
Sauerstoffversorgung im Zellsaft gut gelést vorhanden sind. Es
diirfte sich dabei nach Baxcuer und HoOvnzr um glykosidische
Flavonoide (Flavonole) handeln. AuBlerdem kimen Stoffe in Frage,
die bei Sauerstoffmangel in schlecht 16slicher Form gespeichert
werden und dann mit basischen Vitalfarbstoffen recht rasch in
krimeliger Form ausfallen. Nach den beiden Autoren kénnte es
sich dabei hauptsidchlich um entsprechende Aglyka handeln.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen (besonders
die mikrochemischen Reaktionen auf Gerbstoffe und Flavonoide)
zeigen nun, dall diejenigen Zellsifte bzw. Teilvakuolen, die nach
KixzeL und Boray (1961) als gerbstoffithrend anzusprechen sind
und die nach BaxcHER und HonzL (1960) in schlechtléslicher Form
Aglyka von Flavonoiden enthalten kénnten, mit einer Reihe von
Gerbstoffreaktionen positive Ergebnisse zeitigen. Anderseits rea-
gierten andere Vakuolen und Teilvakuolen, die KiNzEL und Boray
als flavonhaltig bezeichnen wiirden und die nach BaxcHER und
Hovrzr Flavonglykoside in gutloslicher Form enthalten konnten,
mit NH; positiv.

Die verschiedene Form der Entmischung mit Neutralrot — und
in Verbindung damit die mikrochemischen Stoffnachweise — legen
aber noch einen weiteren Aspekt nahe. Es entsteht ndmlich der
Eindruck, als wirde fiir die Form der Entmischung nicht blo3 die
Art des gespeicherten Stoffes sondern auch seine Konzentration
von Bedeutung sein. Ein Modellversuch scheint eine gewisse Stiitze
fiir diese Ansicht abzugeben. Danach wiirde die kriimelige Aus-
fallung im Zellsaft analog der flockenartigen Fillung im Modell-
versuch bei schwachen Konzentrationen auf geringere Mengen des
Stoffes im Zellsaft schlielen lassen. Natiirlich wére dann umgekehrt
fur Vakuolen mit tropfigen und diffus geférbten Inhaltskmpeln
eine héhere Konzentration des Speicherstoffes anzunehmen, wie ja
auch im Modellversuch in hohen Konzentrationen ein negativ
metachromatisch gefarbter Stoff in zdhfliissiger Form ausfiel. Neben
der Art und Konzentration von Inhaltsstoffen spielen aber fiir die
Zustdnde und Vorginge im Zellsaftraum auch noch andere Faktoren
(z. B. willrige oder kolloidale Form der Losung, pp- Anderungen)
eine Rolle. Sie sollten jedoch in dieser Arbeit nicht ndher untersucht
werden.
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Betrachten wir nun die Verteilung der Speicherstoffvakuolen
und der leeren Zellsifte im Kallusgewebe ndher. Bei einem Kallus
in einem etwas weiter fortgeschrittenen Entwicklungsstadium fallt
janach Anwendung basischer Farbstoffe sofort die Reihenanordnung
der vollen Zellsifte auf (vgl. dazu die Ubersichtsskizze Abb. 14).
Solche Zellreihen sind meist ziemlich lang und liegen zu mehreren
nebeneinander, so dafB sie gréBere Flichen in einem Schnitt aus-
fiilllen. Sie liegen immer auBerhalb eines vielleicht schon gebildeten
Holzteiles im Kallus.

Betrachtet man hinsichtlich der Verteilung von Inhaltsstoffen
den Steckling, aus dem sich der Kallus bildet, so fillt auf, daB wir
vor allem im Rindenparenchym (besonders in den dufleren Partien)
Zellen mit sehr speicherstoffreichen Vakuolen finden. Allerdings
konnte hier niemals eine Teilung des Saftraumes in eine Haupt-
vakuole und eine Teilvakuole beobachtet werden.

Demgegeniiber befinden sich die leeren Zellséfte in der dufier-
sten Randschicht des Kallus und regelméiBig im Kambium des
Stecklings, also in Zellen, die jederzeit teilungsfihig sind und einen
recht undifferenzierten Typ darstellen. Bei Populus ist uns auf-
gefallen, daBl im Rindenparenchym nicht volle, sondern leere Zell-
gifte sind, dall aber von diesem ,leeren Rindenparenchym sehr
lebhafte Kallusbildung ausgeht. Es befinden sich hier im Rinden-
parenchym Zellen ohne sekundédre Speicherstoffe (weniger aus-
differenziert), also ,,junge, gut teilungsfahige Zellen.

Eine dhnliche Beobachtung konnte an Zellen, die gerade in
Verholzung begriffen waren oder sich unmittelbar vor diesem Vor-
gang befinden, gemacht werden. Sie weisen ebenfalls leere Zellsifte
auf, wihrend Zellen, die gleich daneben liegen, aber augenscheinlich
keine Verholzung ,,beabsichtigen®, kleine Speicherstoffmengen ent-
halten. Dies konnte bedeuten, dall die Abscheidung sekundéirer
Speicherstoffe in eine andere Richtung geht, ndmlich nicht in den
Zellsaft, sondern in die Zellwand (vgl. Diskussion der chymotropen
und membranotropen Exkretion bei Pflanzen). Aus solchen Be-
funden ergibt sich, dafl Zellen, die jung und unverbraucht und im
Wachstum begriffen sind (wie eben Kambiumzellen, oder die Rand-
zelle im Kallus), leere Zellséfte haben. Doch finden wir in der Lite-
ratur Angaben, dafl in der Regel die Wachstumszone mit basischen
Vitalfarbstoffen ungeférbt bleibt (vgl. Kinzer und PiscuiNGer 1962
mit Literaturangaben). Eine gewisse Ubereinstimmung zu unseren
Befunden besteht aber doch, wenn z. B. Burian (1962) berichtet,
daf bei den Lebermoosen Calypogeia fissa und trichomanis die jungen
Zellen leer sind und dann im Laufe der Steigerung des Stoffwechsels
wéhrend der Monate Marz bis Juni voll werden. Eingehende Unter-



148 JakoB KRINZINGER,

suchungen von Lumaw (1957) an den Rhizomen einiger Wasser-
pflanzen erweisen hingegen wieder, dafl die Ansammlung von
Speicherstoffen in den Zellen artspezifisch ist. Sie kann keine Regel
fiir die Verteilung von vollen und leeren Zellsidften feststellen. So
ist bei Potamogeton lucens die Endodermis leer, bei Sparganium
ramosum hingegen voll gefarbt; die Epidermis beim einen voll,
beim anderen leer. Das Mark weist ebenfalls gegensétzliche Farbung
auf. Auch die reichhaltigen Untersuchungen von Kasy (1951) an
zahlreichen krautigen Bliitenpflanzen lassen fiir die Zuordnung von
vollen oder leeren Zellen zu bestimmten Geweben keine Regel ab-
leiten, wenn sich auch die Epidermis in den meisten Fillen voll
firbt und das Parenchym im Stengel mehr leere als volle Zellsifte
aufweist.

Man wird also aus diesen Untersuchungen an
Kalluszellen bestatigt finden, dafl die pflanzliche Zelle
bei normalen Stoffwechselbedingungen, wenn sie nicht
weiter differenziert ist, auf der Hohe ihrer Leistungs-
fahigkeit leere Zellsifte aufweist, wahrend volle Zell-
sidfte auf einen differenzierten Stoffwechsel hinweisen.
Im Kallus haben wir nun ein sehr ,,raschlebiges‘‘ Gewebe vor uns,
wenigstens in unseren kiinstlich gezogenen, mit gesteigerter Tem-
peratur beschleunigten Entwicklungen. Es erfolgt also sehr rasch
eine Differenzierung der Zellen. Dies dullert sich zuerst im Voll-
werden vieler Zellgdfte und dann auch in der friih einsetzenden Ver-
holzung im Kallus. Auch die Erscheinung der Doppelvakuole im
Kallus diirfte damit im Zusammenhang stehen. Die Schnelligkeit
der Stoffwechselablaufe kénnte es in der Zelle erforderlich machen,
den normalen Saftraum als ein Reservoir wichtiger Materialien im
Stoffumsatz, von den rasch anfallenden Sekundéirstoffen frei zu
halten. Im ruhigen Ablauf der Entwicklung normaler Zellen werden
die Sekundirstoffe im ganzen Zellsaft gesammelt. Das geschieht
auch im Kallus normalerweise. Es ist bezeichnend, dall in den
Reihenzellen, die wohl eine verhaltnisméBig geregelte und unge-
storte Entwicklung nehmen, in keiner Zelle Teilvakuolen anzu-
treffen sind. Wir finden nur volle ungeteilte Zellsifte. In Partien
aber, die viel lockeres und rasch entwickeltes Zellmaterial haben,
findet man die Doppelvakuolen recht héufig.

Wenn man die Verhiltnisse so ansieht, miilite man auch die
Frage, ob die Sekundirstoffe erst nach lingerem Transport in be-
stimmten Speicherzellen gesammelt werden (,,Gerbstoffidioblasten‘‘)
oder ob sie ein Eigenprodukt der Zelle sind, eher in diesem Sinne
entscheiden: dafl sie Sekundérprodukte des Zellstoffwechsels sind
und nicht transportiert werden, es sei denn, sie wiirden wiederum
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in den Stoffwechsel einbezogen, was man fiir moglich halten kann
(REzZNIK 1960).

Eine dhnliche Fragestellung ergibt sich fiir die Ligninbildung.
Schon Vax WisseLinGH hat 1915 einen Zusammenhang zwischen
Cerbstoffgehalt und Wandbildung festgestellt. WacEx &dullerte
beim 4. internationalen BiochemikerkongreB 1958 (berichtet von
FrEUDENBERG), dafl bei der Kallusbildung ,,offenbar das Gewebe
auch einen Baustein, der das C,C,-Geriist enthélt, aufbauen‘ kann.
Nun spielt aber dieser Baustein sowohl fiir die Ligninbildung als
auch fir die Flavonoidbildung eine Rolle, wie dies REzZNIK des
ofteren darlegte (1959, 1960). Nach seiner Vorstellung ist der Zimt-
silurestoffwechsel ,,ein polytroper Entgiftungsmechanismus, der
zwei mogliche Wege offen 14Bt: einerseits einen Weg zur Zellwand
hin durch Ligninbildung (membranotrope Exkretion) und ander-
seits einen Weg zum Zellsaft hin durch Flavonoidbildung (chymo-
trope Exkretion). Er stellt in einem Schema die Moglichkeit dar,
wie diese zwei Vorgénge, die im Pflanzenreich eine sehr verbreitete
und bedeutende Rolle spielen, miteinander in Beziehung stehen.
Dies scheint doch wenigstens von experimentell-physiologischer
Seite her in den vorliegenden Untersuchungen eine gewisse Bestiti-
gung zu finden. Der regere Stoffwechsel dulert sich eben nicht blofi
in gesteigertem Wachstum wund vermehrter Teilungstitigkeit,
sondern wird sich auch in stdrkerer Erzeugung von Sekundérstoffen
auswirken, moglicherweise in Form von Gerbstoffen und Flavono-
iden, die in Kallusgewebe reichlich nachgewiesen wurden.

Wieweit jedoch die grofle Gruppe der Gerbstoffe durch ihre
Verwandtschaft zu den Flavonoiden wirklich mit dem Zimtsédure-
metabolismus im Zusammenhang stehen, miillite erst erwiesen
werden. REzZNIK (1960) geht in seiner ,,Vergleichenden Chemie der
Phenylpropane‘ nur (dafiir aber gesichert und konkret) auf die
Ligninbausteine und auf die eigentlichen Flavonoide ein. Es scheint
jedenfalls von Interesse zu sein, dafl im Kambium, in den Kallus-
randzellen und in Zellen, deren Wande sich eben zu verholzen be-
ginnen, immer leere (ohne Sekundéirstoffe) und nie volle (speicher-
stoffiihrende) Zellsdfte liegen.

Zum Abschlufl dieser Besprechung soll noch kurz auf ein Pro-
blem eingegangen werden, das sich bei der Untersuchung von Kallus-
gewebe immer wieder stellt, ndmlich die Frage der Gewebedifferen-
zierung. Das Grundproblem ist: Wie kommt es zu einer Kambium-
bilduig in diesem ungeordneten Zellmaterial? Die Bilder im I11. Teil
dieser Arbeit veranschaulichen die Tatsache, daB in den frithen
Stadien der Kallusbildung (auch wenn die Masse der Zellen schon
ziemlich groB ist) ein Kambium nicht zu unterscheiden ist. Erst

NSitziungsberichte d. mathem.-naturw. K, Abt. T, 173, Iid., 3. u. 4. Helt 11
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nach einiger Zeit wird es sichtbar, wie es sich scheinbar aus dem
Kambium des Stecklings herausentwickelt und dann gegen den
Holzteil hin einen Bogen bildet. Es ist jetzt die Frage, ob sich das
Kambium des Kallus aus dem Kambium des Stecklings entwickelt,
etwa in der Art, dafl den Zellen eine bestimmte Anlage mitgegeben
wird, die sich dann zur gegebenen Zeit entfaltet. Eine andere
Moglichkeit wére, dafl &duflere, nicht endogene Faktoren eine
Kambiumbildung in bestimmter Lage induzieren. WarRrREN und
WiLson (1961) stellen ganz allgemein fiir Kambiumbildung eine
Arbeitshypothese auf, in der sie die Wirksamkeit eines ,,Induktions-
gradienten als Ursache der Kambiumbildung anderen Theorien ge-
geniiberstellen. Die vorgelegten Resultatesprechen nun weniger dafiir,
dall esim Kallus sozusagen ,,préidestinierte’ Zellen fiir das Kambium
gibt. Wir kénnen keine Zone im jungen Kallus unterscheiden, die
in der Zellform (gestreckt prismatische Zellen) oder in der Féarbung
(positiv metachromatische Zellsifte) gewisse Anzeichen fiir die Ent-
wicklung eines Kambiums im Zusammenhang mit einem ,,Mutter-
kambium* bietet. Wohl aber kann aus diesen Ergebnissen die Wirk-
samkeit zahlreicher Faktoren (Gewebespannung, Sauerstoffver-
sorgung, Erndhrungslage) als Grund fiir eine Kambiumbildung als
denkbar angenommen werden. Man kann sich nun vorstellen, daf}
alle diese Faktoren in einer bestimmten ,,Lage” im gebildeten
Gewebe wirksam werden. Es wiirde also ein Gesetz der Lage (vgl.
GUTTENBERG 1955, HUBER 1961) weniger als Ausdruck einer
inneren, fixierten Anlage im Gewebe aufzufassen sein, sondern viel-
mehr als Effekt einer gednderten Gewebespannung oder modifi-
zierter plhysiologischer Verhiltnisse.

VII. Zusammenfassung

Es wurden verschiedene Holzpflanzen auf die Moglichkeit und
Schnelligkeit ihrer Kallusbildung hin untersucht. Neben einigen
Versuchen iiber die Rolle, welche Arteigenheit, Temperatur und
Gewebelage fiir die Kallusbildung spielen, bildete die physiologische
Untersuchung durch Vitalfirbung in Verbindung mit Plasmolyse
und einigen mikrochemischen Stoffnachweisen an Salix smithiana
den Hauptgegenstand dieser Arbeit.

1. Prinzipiell zeigen alle untersuchten Holzpflanzen die Bereitschaft,
Kallus zu bilden.

2. Die Zeit, die benttigt wird, um Kallus zu bilden, ist trotz starker
individueller Unterschiede als artspezifisch anzusehen.

3. Im Gegensatz zu anderen Untersuchungen (Kxv, nach KUsTER
1925) wurde festgestellt, dal die Kallusbildung bei hoheren
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Temperaturen beschleunigt vor sich geht; jedenfalls fand sich
kein Optimum bei 18° bzw. 219C.

4. Die Lage der Verwundung im Gewebe beeinfluit die Kallus-
produktion. Die frithere Beobachtung der Polaritit (KUsTER
1925) wird bestatigt.

5. Bei Vitalfirbung fallen im Kallusgewebe zwei Vakuolentypen
auf:
a) positiv metachromatische, also ,leere* Zellsifte, die sich vor
allem im Kambium und am Rand des Kallus finden;

b) negativ metachromatische, ,,volle Zellséfte, die besonders
héufig im Rindenparenchym und im Kallus reihenméaBig ge-
ordnet liegen.

6. Es gibt im Kallusgewebe Zellen, die zweierlei Vakuolen besitzen,
Haupt- und Teilvakuolen. Die beiden Typen unterscheiden sich
vor allem durch ihren Chemismus. Die Hauptvakuole fithrt keine
farbspeichernden Stoffe. Die Teilvakuolen sind nicht mit bisher
untersuchten Klein- bzw. Plasmavakuolen zu vergleichen,
sondern stellen einen Sonderfall im Kallusgewebe dar.

7. Die ,,vollen‘“ Zellsifte enthalten sekundédre Inhaltsstoffe der
Gerbstoffgruppe und zum Teil Flavonoide; liegen die Stoffe un-
vermischt vor, dann kommt es mit basischen Vitalfarbstoffen zu
Entmischungen. Man kann (bestdrkt durch einen Modellversuch)
annehmen, daf fiir die Entmischungseffekte auch die Konzen-
tration des Speicherstoffes eine Rolle spielt.

8. Die Anreicherung solcher Massen sekundérer Speicherstoffe aus
der Gruppe der Phenolderivate kommt wohl — im Sinne
REzN1KS — durch gesteigerte chymotrope Exkretion zustande.
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