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Berichtigung

Der Vorname des Verfassers ,, TETSU ‘¢ statt ,, TESTU ‘‘.

Beitrage zur Protoplasmaforschung
an Spirogyra-Zellen

Von
TESTU SAKAMURA

Mit Tafel XIV, XV und 9 Textfiguren.

Einleitung

Spirogyra ist seit langem dank ihrer einfachen Organisation
und Zugénglichkeit fiir mikroskopische Zellstudien als ein geeignetes
Material in der Zellphysiologie bekannt. Morphologische bzw. kol-
loidechemische Protoplasmauntersuchungen, die oft von grundlegen-
der Bedeutung fiir die physiologische Zellforschung sind, wurden
an dieser Alge von mehreren Forschern ausgefiihrt. Trotzdem die
bisherigen einschligigen Arbeiten viel Lehrreiches bieten, ist eine
weitere Entwicklung der Forschung auf diesem Gebiet immer noch
notig, besonders, wenn es sich um die Durchfithrung von physio-
logischen Untersuchungen handelt, welche mit den der Beobachtung
zuginglichen Zellbestandteilen in inniger Beziechung stehen. Die
vorliegende Mitteilung leitet eine Serie von physiologischen Studien
an Spirogyrae ein, fiir die sie eine moglichst sichere Grundlage liefern
soll.

Die von mir verwendete Spirogyra gedeiht iippig das ganze Jahr
hindurch in einem Teiche der hiesigen Universitit, dessen Wasser
selbst im Winter nicht friert. Da bis jetzt Zygosporenbildung nicht
beobachtet wurde, konnte der Artname nicht bestimmt werden. Die
morphologischen Eigenschaften der vegetativen Zellen sollen hier
kurz beschrieben werden (Photo 1).

Vegetative Zellen 684 dick, 2 mal so lang, mit einfachen Scheide-
winden, 1 Chromatophor mit 3—7 (gewdhnlich 6) Umgingen.

Die Pflanze ist identisch mit der von mir (1922) friiher bei
den Untersuchungen iiber die Selbstvergiftung von Spirogyra im
destillierten Wasser benutzten. Wie schon damals festgestellt wurde,
ist es notig, bei den Experimenten die sogenannten ,,Hungerpflanzen*
zu benutzen. Die Zellfiden lassen sich folgendermassen vom ,,gesét-
tigten Zustand“ in den Hungerzustand iiberfiihren: Frische Ver-
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suchspflanzen werden einige Tage vor dem Versuch zusammen mit
Teichwasser ins Laboratorium gebracht und in einem dunkeln
Raum die Nacht iiber stehen gelassen. Zur Zeit der Untersuchung
sind die Pflanzen gesund, es fehlen ihnen aber Stirkekérner, und
die Chloroplasten sind abgemagert. Die Hungerpflanzen bleiben
tagelang im destillierten Wasser ohne merkliche Schidigung. Die
Fiaden wurden mit einer gebogenen Platintse herausgenommen und
je nach Bedarf wiederholt mit destilliertem Wasser gewaschen.
Zur Herstellung der Priparate wurden Objekt- und Deckgliser von
ZE1ss und LErtz gebraucht, die sich praktisch als alkalienfrei erwiesen
haben. Verschiedene unerwartete Faktoren, die bei dem Préiparieren
auf die Zellen schidlich wirksam sind, sollen spiter an den betref-
fenden Stellen besprochen werden. Fiir Dunkelfeldbeobachtung wur-
den der Kardioidkondensor von ZEISS und die Azimutblende nach
SZEGVARI als Zusatzapparat verwendet. Die Anwendung der ZEISS-
schen Kompensationsokulare und apochromatischen Objektive von
verschiedenen Vergroésserungen, besonders der homogenen Oel-Im-
mersion 90 mit Irisbl. (X), ergab befriedigende Resultate. Als Licht-
quelle diente die LE1zsche Bogenlampe oder Spezial-Niedervolt-Gliih-
lampe, und als Lichtfilter die ZETTNOWsche Filterfliissigkeit.

Cytoplasma

Nach ScarTH (1927b) soll das granulire Kinoplasma von
Spirogyra in Fadenform das unbewegliche gelatindse Grundplasma
emeytoplasmatisch durchstromen. Diesen Befund von SCARTH konnte
ich an meinem Material nicht bestitigen. Das Kinoplasma von
SCARTH scheint derjenigen Plasmapartie zu entsprechen, welche mit
dem Zellsaftraum direkt in Beriihrung steht und ortlich starke zit-
ternde Bewegung aufweist. Diese Plasmapartie enthilt meistens
Mikrosomen und kommt bald in stromender Fadenform, bald in der
Form von Protuberanzen zum Vorschein, wenn das Cytoplasma sich
ortlich ansammelt. Zwei parallel laufende Plasmastringe (XKino-
plasma nach SCARTH) zeigen oft entgegengesetzte Stromungsrich-
tungen, und ihre Lokalisierung ist stets verdnderlich. Wenn das
Kinoplasma das unbewegliche gelatinsse Grundplasma durchstrémen
konnte, wie SCARTH glaubt, dann liessen sich seine leichte Beweglich-
keit, Forminderung usw. kaum erkliren.

A. MEYER (1920, S.428) beobachtete im Zellsaft von Spirogyra
Bildung von Vakuolen. Diese sollen nach ihm ,,sich bewegende
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und sich in dem Wandbeleg verschiebende Vakuolen, mit rundlichem
Vorderende und meist von gestreckter Gestalt’ und viel starker licht-
brechend als der andere Teil des Cytoplasmas sein. Diese Vakuolen
von MEYER sind nichts anderes als die oben erwadhnten stromenden
oder angesammelten Plasmapartien, die gewdhnlich deutlich sicht-
bare Teilchen enthalten oder solche, die erst bei der Verwendung
der Dunkelfeldbeleuchtung erkennbar und ziemlich stark hydratasiert
sind.

Durch die Verwendung der Dunkelfeld- neben Hellfeldbeleuch-
tung kann man die Zellteilchen® wie folgt voneinander unter-
scheiden:

I. Gleichmaésgsig lichtbrechend im Dunkelfeld. Solche zeigen ge-
wohnlich im Cytoplasma und bisweilen auch im Zellsaft lebhafte
BrowNsche Bewegung.

(a) Sehr lichtbrechend, roten Blutkdrperchen der Siuge-
tiere &hnlich gestaltet (Fig. 1). In der Flichenansicht
elliptisch, in der Seitenansicht
hantelférmig. In normalen Zel-
len treten sie meistens in der
letzteren Orientierung auf. In
der Plasmastromung kommen
sie nicht vor (,,paillettes scintil-
lantes nach LAPIQUE (1932),
,,corps cristallins. réfringents
nach MANGENOT (1930)).

Fig.1. Zellteilchen I a. a, In

(b) Kugelformlg, kleiner und der Flichenansicht. b, In

schwicher lichtbrechend als a. der Seitenansicht. ¢, In der

Sie kommen in der Plasma- Schriagansicht.  Dunkelfeld.

. e q. Der Grund ist schwarz, die

stomung vor (wahrscheinlich schwarzen Teile sind glinzend
,,mitochondries“ oder ,,chon- weiss zu denken.

driocontes nach MANGENOT).

II. Optisch fast leer, aber von zarter Lichtlinie umgeben.
Meistens kugelférmig (,,chondriosomes® nach MANGENOT).

(a) Gestalt leicht verdnderlich.
(b) Kleiner als a. Gestalt ziemlich bestindig.

(1) TUnter Zellteilchen will ich die kérnigen Cytoplasma- und Zellsaftein-
schliisse zusammenfassen, die Cytosomen und Mikrosomen darstellen und sowohl
von echt plasmatischer wie ergastischer Natur sein kdnnen.
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Da die oben genannten Zellteilchen sich mit Sudanglycerin nicht
firben, so wire es kaum berechtigt, sie als Fettropfen aufzufassen.
Obwohl A. MEYER (1920. S. 428) bel Spirogyre verschiedenartige
Allianten beobachtet hat, hat er keine Beschreibung gegeben, die
einen Vergleich dieser Gebilde mit den von mir oben angegebenen
Zellteilchen erlauben wiirde. Er hat aber an anderem Orte (S. 418)
zweierlei Korperchen im optisch leeren Cytoplasma in der Haarzelle
von Cucurbita pepo unterschieden; einmal gleichméssig hell leuch-
tende Kiigelchen, vermutlich Fettropfen, und dann die optisch leeren,
aber von zarter Lichtlinie umgebenen Allianten. Ob die Zellteilchen
von Spirogyre zu diesen Korperchen von Cucurdite in irgendwelcher
Beziehung stehen, lisst sich einstweilen nicht entscheiden.

Price (1914) hat bei der Dunkelfeldbeobachtung an Spirogyra
die Grossenunterschiede der Zellteilchen bemerkt und das Vorkom-
men von ,sap particles“® im Saftraum bestitigt, das schon von
GAIDUKOV (1906) beobachtet wurde. Unter den ,,sap particles* ver-
steht man die im Saftraum auftretenden verschiedenen Teilchen
einschliesslich der Krystalle der anorganischen Salze. PRICE hat
die Saftteilchen in folgende zwei Gruppen eingeteilt: ]

a. Structures or particles of a vesicular or drop-like nature,
with a higher refractive index than that of the cell sap.

b. Particles with a regular and apparently prismatic crystalline
form; at least this is the idea given by them as they pass
through different positions.

Es wire moglich, unsere Zellteilchen I als irgendeine Abart der
von PRICE unter a genannten Saftteilchen aufzufassen, wenn man
ihren starken Brechungsindex in Betracht zieht; allerdings kommen
die Zellteilchen I im normalen Zustand gewohnlich nicht im Saftraum,
sondern im Plasmabeleg vor. Weder MEYER noch PRICE erwihnen,
dass diese Teilchen bei Spirogyra bikonkav sind.

Um die Beschreibung moglichst einfach zu gestalten, mochte ich
im Cytoplasma von Spirogyra wenigstens zwei Teile unterscheiden.
Der eine ist der ,,Chloroplastenteil”, wo der Chloroplast und das
Cytoplasma innig aneinander haften; der andere ist der ,,Nacktteil“,
wo das Cytoplasma vom Chloroplasten ganz frei ist.

Nacktteil. Bei der Dunkelfeldbeleuchtung der Zellmembran
lassen sich zwei Schichten von verschiedener Natur, nimlich die
kell leuchtende dussere Schicht und die optisch leere innere Schicht

(1) Zitiert nach PrICE (1914).
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unterscheiden. In Bezug auf die Natur der Grenzschicht zwischen
Cytoplasma und Zellmembran kann man nur Vermutungen dussern.
Soweit man aber die Plasmapartie, die an die Chloroplastenlappen
grenzt, verfolgen kann, erscheint die Annahne einer nicht messbaren
diinnen hyalinen Plasmaschicht nicht unméglich. In der nichstin-
neren Schicht liegen nebeneinander die Teilchen (wahrscheinlich
Mikrosomen), die allerdings gewohnlich bei der Hellfeldbeobachtung
nicht wahrgenommen und erst durch Dunkelfeldbeleuchtung oder
Vitalfarbung mit Neutralrot wahrnehmbar gemacht werden konnen.
Wie Photo 2 zeigt, kann man bemerken, dass in dieser Teilchenschicht
hier und da eine Liicke vorhanden ist. Ob diese Korperchen mit
den Zellteilechen I b identisch sind, ist schwer zu entscheiden.

Die Vakuolenschicht des Cytoplasmas sieht nicht glatt aus. Die
schon erwihnten beweglichen Plasmastringe bzw. Plasmaansamm-
lungen rufen tiberall ein hockeriges Aussehen der Oberfliche der
Vakuolenschicht hervor.

Chloroplastenteil. Die Loslosung des Chloroplasten vom Cyto-
plasma (d. h. Chloroplastenkontraktion) und dessen Verlagerung
beim Zentrifugieren werden heute bei der Erforschung der Vis-
kositiit, Quellung usw. des Cytoplasmas beriicksichtigt. Es ist daher
sehr wichtig, den Zustand der Ansatzstelle des Chloroplasten am
Cytoplasmabeleg genau zu untersuchen. Da die Chloroplasten von
Spirogyrae stets eine konstante Lage und Anordnung besitzen, so lasst
sich annehmen, dass sie in einer ziemlich festen Lage vom Cytoplasma
gehalten werden. Schon friiher hat KoLKWITZ (1899) eine wichtige
Beobachtung dariiber gemacht. Beim interkalaren Wachstum der
Spirogyra-Zellen miissen die Chlorophyllbinder im Wandplasma
gleiten. Dabei erweist sich die Lappung des Chloroplastenrandes
als zweckmissig, weil sie das Gleiten des Chloroplasten erleichtert.
KoLxwITZ (1899) nannte diesen Teil des Chloroplasten ,,Haftfiiss-
chen* oder ,,Verzahnung im Wandplasma“®, GICKLHORN (1933)
hat neuerdings die Beobachtung von KOLKWITZ bestatigt.

Im folgenden werden die Ergebnisse der eigenen Beobachtungen
dariiber mitgeteilt: Die Chloroplasten der normalen Spirogyra-
Zellen sind nicht flach-bandférmig, sondern ziemlich tief einge-
buchtet und bilden cinen in den Zellsaftraum hinéinragenden Kiel,
wodurch die ,,Chloroplastenrinne (Fig.2) entsteht. Der Rand des
Chloroplasten ist in Lappen zerteilt, schwach umgebogen und im

(1) Zitiert nach GICKLHORN (1933 a, 8. 581-582).
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Plasmawandbeleg tief eingebettet (Verzahnung nach KOLKWITZ).
Die dusseren Teile der Lappen beriihren scheinbar direkt die Zell-
membran, aber in der Tat sind sie durch eine nicht bemerkbare
Plasmaschicht von ihr getrennt. Wenn die Zellen mehr oder weniger
stark in den abnormen Zustand iibergehen, wird der Chloroplast flach
und es wird infolgedessen keine Rinne gebildet. Die Rinne ist zur
Hilfte mit dem die direkt sichtbaren Zellteilchen enthaltenden Cyto-
plasma gefiilit (Rinnenplasma). Wird die gefirbte Zelle mikro-
skopisch bei hoher Einstellung beobachtet, so kommen die gefirbten
Rinnenmikrosomen in auffallender Weise zum Vorschein (Photo 3).
Die Kontur des Rinnenplasmas ist in der Fldchenansicht nicht glatt
und die Plasmastringe treten an der Lappenkerbe aus der Rinne

Fig. 2. Chloroplastenrinne. Fig.3. Cytoplasma in der Chloroplas-
tenrinne. Chl, Chloroplast, Rp,
Rinnenplasma.

heraus; sie sind mit dem Cytoplasma des Nacktteils verbunden
(Fig. 3). Diese heraustretenden Plasmastringe enthalten zahlreiche
direkt sichtbare Zellteilchen, bewegen sich lebhaft und nehmen ver-
schiedene Formen an. A.MEYER (1920, S.653) hat bei Spirogyra
crassq beziiglich des Rinnenplasmas konstatiert, dass die der Mem-
bran direkt anliegende Partie diinnfliissig, dagegen diejenige, welche
die Chloroplasten umhiillt, sehr zihfliissig ist. Das Cytoplasma soll
daher hinter dem Chloroplasten eine stark lichtbrechende Leiste
bilden. Zwischen dieser und dem Chloroplasten findet sich ein
modifiziertes Cytoplasma, das mittlere Lichtbrechung aufweist und in
dusserst wechselnder Bewegung und Stromung begriffen ist. Dass
der Chloroplast von Spirogyra eingebuchtet ist, ist bereits auch von
L1LoYD (1926) und GICKLHORN (1933) gefunden worden, und der erst-
genannte Autor betrachtet die von mir festgestellten Rinnen als Vakuo-
len und bezeichnet sie als ,,Furchenvakuolen’ (= sulcus-vacuole)®,

(1) Zitiert nach GICKLHORN (1933).
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Die Verhiltnisse, unter denen die schon geschilderten Teilchen
in der Nacktpartie nebeneinander liegen und das Cytoplasma
sich in der Chloroplastenrinne verteilt, konnen mittels Plasmolyse

niaher untersucht werden.

Da nach der Plasmolyse der Zellsaftraum

sich verkleinert, so werden die Chloroplasten von den normalen

Fig. 4. Rinnenspur (Rs) in
plasmolysierter Zelle. Chl,
Chloroplast.  Dunkelfeld.
Der Grund ist schwarz, die
schwarzen Teile sind glan-
zend weiss zu denken.

Stellen losgelost und gleiten oft seitwirts
im Zellsaftraum, solange sie sich nicht
verkiirzen. Hierbei bleibt das Rinnen-
plasma an der eigentlichen Steile des
Plasmabelegs als ,,Rinnenspur’ zuriick,
deren schwingende Plasmateilchen deut-
lich durch die Dunkelfeldbeleuchtung nach-
gewiesen werden (Fig.4). Die Rinnen-
spur und der seitwirts geglittene Chloro-
plast sind mnoch durch ausgezogene
Plasmafiaden miteinander verbunden, die
sich auch zitternd bewegen. In welchem
Grade die Rinnenspur vorkommt, hingt
auch von der Natur des Plasmolytikums
ab; bei CaCl; (0.5 mol) oder KCI1(0.5 mol)

ist sie ziemlich auffallig, aber bei Rohrzucker etwas schwicher aus-
gepragt. Das Rinnenplasma, welches vorher mit Neutralrot gefarbt

Fig. 5. Mit Neutralrot gefiarbtes Cytoplasma (punktiert). Rp,

Rinnenplasma.

A, nicht plasmolysiert. B, plasmolysiert.

wurde, verhalt sich bei der Plasmolyse mit Rohrzuckerlosung ganz
anders als oben erwidhnt. Der Chloroplast haftet dem Plasmabeleg an,
beide ziehen sich zusammen zuriick, und die dazwischen liegenden rot
gefdrbten Teilchen des Rinnenplasmas schrumpfen zu einer kleinen
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Masse (Fig.5). Im dem zwischen Zellmembran und Cytoplasma lie-
genden Hohlraum® treten einige zitternde Teilchen auf, welche mit
Neutralrot nicht gefiarbt werden. Der Zustand der Plasmakolloide,
welche an der Erfassung der Chloroplasten teilnehmen, und das
Beriithrungsverhiltnis zwischen Cytoplasma und Chloroplasten be-
einflussen nicht wenig die Plasmolyseform und rufen dann und
wann totliche Schidigung hervor. Falls der Plasmabeleg sich an

Fig. 6. Mechanische schidliche Wirkung des Chloroplasten in plas-
molysierter Zelle. A, Chloroplast 1ost sich los zusammen mit
Cytoplasmabeleg, Cytoplasmabeleg ist nicht beschidigt. Bund C,
Plasmabeleg ist durch die Lappenrinder des Chloroplasten durch-
gestossen.

den Liangswinden gleichmiissig schnell von der Membran loslost,
vollzieht sich die Plasmolyse glatt und es erfolgt sofort die Konvex-
plasmolyse (Fig. 6 A). Aber es kommt oft vor, dass das Loslosen am
Chloroplastenteil schwieriger vor sich geht als am Nacktteil. Dann
wird der Plasmabeleg durch die Lappenrinder des Chloroplasten
durchgestossen und zerrissen, wobei der Inhalt des Cytoplasmas bzw.
des Zellsaftraumes heraustritt (Fig. 6 C). Dies geschieht z.B. bei der
Plasmolyse mit einem hypertonischen Phosphatgemisch (pH =17.4).
Erreicht aber diese mechanische Schiadigung keinen hohen Grad, so
wird nur die sich zwischen den beiden Lappenrindern ausdehnende
Plasmaschicht dabei zerrissen und die Teilchen des Rinnenplasmas
treten in den zwischen Membran und Plasmabeleg liegenden Hohl-
raum heraus (Fig.6 B). Andere Plasmapartien bleiben intakt und
schliessen samt dem Chloroplasten einen plasmolysierten Saftraum

(1) Vorraum nach HOFLER.
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ein. Die Plasmapartie in der Mitte der Lingswand erwies sich als
die am wenigsten widerstandsfihige gegen solche Schidigung. Bei
starker Schidigung schrumpft der Chloroplast zusammen, worauf der
zerrissene Plasmabeleg kaum erkennbar ist, was den Eindruck er-
weckt, als ob der Chloroplastenklumpen direkt mit dem umgebenden
Medium in Beriihrung kime. Der heraustretende Plasma- und Zell-
saftinhalt, zumal Zellteilchen, mit Resten der Plasmaoberfiiche zu-
sammen, zerstreuen sich nun im Hohlraum. Oft bemerkt man eine
Aggregation der Zellteilchen, die sich mittels der Dunkelfeldbeleuch-
tung klar beobachten ldsst (Photo 4, 5). Diese Aggregation ist
nichts anderes als eine Flockung der Mikronen und Submikronen
und sie scheint durch deren direkte Beriihrung mit der Aussenlosung
oder durch mechanische Einwirkung hervorgerufen zu werden.

Schadigung der Spirogyra-Zellen bei der Herstellung
der Praparate

Darauf, dass der Druck des Deckglases unter Umstinden auf die
Spirogyra-Zellen schadlich wirkt, ist schon von LEPESCHKIN (1923,
1927 a, b) hingewiesen worden. Obwohl von mehreren Seiten betont
wird, dass grosse Vorsichtigkeit zur Herstellung der mikroskopischen
Préaparate bei Lebendbeobachtung notwendig ist, so wird es in Praxis
nicht selten versdumt, den Einfluss des Deckglasgewichts zu beriick-
sichtigen®. Besonders bei der Untersuchung an plasmolysierten, d.h.
des Turgors verlustig gegangenen Spirogyra-Zellen, die gegen den
Druck des Deckglases wenig widerstandsfihig sind, ruft dieser ver-
schiedene sekundire Deformationen der Zellelemente hervor, was
auch fiir andere Untersuchungen an diesem Objekt gilt. Um den
Einfluss des Deckglasdrucks zu beseitigen, ist bei unseren Studien
oft Hahnfett von KAHLBAUM an vier Ecken um das Material herum
auf dem Objekttriger gestrichen worden, worauf erst das Deckglas
aufgelegt wurde. Wenn schwache Vergrosserung fiir die Unter-
suchung geniigt, ist auch die Herstellung des hingenden Troptens
bzw. unbedeckten Priparats sehr zweckmissig.

Die mechanische Schidigung wird auch beim Uebertragen des
Objektes aus einer Losung auf den Objekttriger durch unbewusst

(1) Um Verletzungen und Schidigungen durch den Deckglasdruck zu ver-
meiden, hat TIRoLD (1933) ganz neuerdings bei den Untersuchungen iiber das
Plasmolyseverhalten von Vaucheria hohlgeschliffene Objekttriger verwendet.



296 T. SAKAMURA

grobe Behandlung verursacht. Man stelle sich nun z.B. in einem
Versuche iiber Salzwirkung auf die Spirogyra-Zellen zweierlei Metho-
den vor: (1) Einmal werden die Spirogyra-Fiden in eine Versuchs-
l6sung in einem kleinen Glasgefiss gebracht, nach einer bestimmten
Wirkungsdauer mit einer Pinzette oder einer gebogenen Platindse
gefasst, auf den mit Hahnfettstiitzen versehenen Objektriger samt
der Versuchslosung Ubertragen und sofort nach dem Auflegen des
Deckglases unter dem Mikroskop beobachtet. (2) Die andere Me-
thode besteht darin, dass die Pflanzenobjekte direkt in einem Losungs-
tropfen auf den in schon erwihnter Weise vorbereiteten Objekt-
trager ilibertragen und nach dem Auflegen des Deckglases der Be-
obachtung unterworfen werden. Dieselbe Versuchslosung wird bei
Anwendung der beiden Methoden recht verschieden wirken. Es
spielen sich nidmlich bei Anwendung der ersten Methode, neben der
bhezweckten eigentlichen Beeinflussung, verschiedene schidliche Vor-
ginge ab, die bei der zweiten génzlich wegfallen. Solche nach-
teilige Nebenwirkungen kommen besonders beim Plasmolyseversuch
vor, indem die Verminderung der Turgeszenz der Zellen leicht dazu
die Gelegenheit bietet, dass die mechanische Wirkung beim Ueber-
tragen den Ausschlag gibt. Trotz der Notwendigkeit der Vermei-
dung der nachteiligen Methoden kommt es unter den jetzigen Be-
dingungen oft vor, dass sie je nach dem Untersuchungszweck ver-
wendet werden miissen.

Dunkelfeldbeobachtung der plasmolysierten Spirogyra-Zellen

Dass die Plasmaoberfliche der plasmolysierten Spirogyra-Zellen
nicht den normalen Zustand darstellt, ist ausser Zweifel. Es wire
daher unberechtigt, aus den Untersuchungen iiber die Eigenschaften
des Protoplasmas und iiber die dort unter solchen abnormen Ver-
héltnissen sich abspielenden Vorginge auf die Struktur und kolloid-
chemischen Eigenschaften des normalen Protoplasmas ohne weiteres
Schliisse zu ziehen. Unter diesem Vorbehalt wire es aber nicht von
geringer Bedeutung, wenn das Cytoplasma, besonders dessen Ober-
flache, die als die Adusserste Schicht des Protoplasten die wichtigste
Rolle spielt, mit Hilfe einer natiirlichen Mikromanipulation, nimlich
durch ein Plasmolyseverfahren untersucht werden wiirde. Die
Dunkelfeldbeobachtung an den plasmolysierten Spirogyra-Zellen ist
bisher von einigen Autoren, so z.B. HANSTEEN-CRANNER (1922),
PRICE (1914), WEIS (1926) u. a. ausgefiihrt worden.
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Bei den vorliegenden Untersuchungen wurde die Hauptrolle des
Plasmolytikums dem Zucker beigemessen. Wenn die Wirkung der
Elektrolyten auf die Oberfliche des sich zuriickziehenden Cytoplasmas
in Betracht gezogen wurde, dann sind diese in sehr geringen Kon-
zentrationen dem Zucker zugesetzt worden, in denen sie allein im
normalen Zelleben keine Plasmolyse bewirken wiirden. Nach dieser
», Komplementidrmethode wurden die Gemische in folgenden Konzen-
trationsverhiltnissen hergestellt:

KCl (0.1 M) 10 cem .
Rohrzucker 0.855 g } pH =58
CaCl. (0.75M) 10 cem .

Rohrzucker 0.855 g } pH =538

Die Losungen sind in diesen Konzentrationen praktisch fast isoto-

nisch und tiberschreiten die Zellsaftkonzentration nur um ein Ge-
ringes. Besonders bemerkenswerte Erscheinungen und Gebilde, die
auf der Plasmaoberfliche und im Hohlraum zwischen Membran und
Cytoplasma wahrgenommen wurden, sind wie folgt:
1. HecHTsche Faden. Hieriiber wurden mehrfach Untersu-
chungen angestellt; betreffs der wichtigsten Beobachtungen verweise
ich natiirlich auf die Arbeiten von HECHT, HANSTEEN-CRANNER und
neuerdings besonders von WEIS. Die Fiaden bewegen sich lebhaft
zitternd, was hochst wahrscheinlich als BROWNsche Bewegung ge-
deutet werden kann. Wie lange die HECHTschen Fiaden intakt blei-
ben konnen, ist von der Natur der Elektrolyten, der Behandlungs-
weise der Zellen usw. abhingig. Sie zerfallen frither oder spiter in
kleine Stiicke oder Kornchen, die noch lange die zitternde Bewegung
fortsetzen®, Der Hohlraum leuchtet unter Umstinden gleichmissig
milchweiss. Dass diese leuchtende Grundsubstanz aus submikroni-
schen Kolloidteilchen besteht, ldsst sich daraus schliessen, dass bald
eine Flockung in ihr zum Vorschein kommt. Daneben kann auch eine
Flockung der kleinen Teilchen, die durch den Zerfall der HECHTschen
Faden entstanden sind, beobachtet werden. Beide Flockungen er-
zeugen gruppenweise silberweiss leuchtende Gebilde, die im ganzen
Raum verbreitet vorkommen. Dies geschieht besonders leicht, wenn
der Plasmabeleg bei der Plasmolyse durch irgendeine Schidigung
zerrissen wird und der Zellsaftinhalt in den Hohlraum heraustritt.

(1) Siehe PricE (1914).
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2. Cytoplasmareste in Gestalt von Teilchen bleiben dicht an
der inneren Oberfliche der Zellmembran liegen (Photo 6). Sie be-
wegen sich bisweilen sehr schwach. Diese Teilchen und die Ober-
fliche des kontrahierten Plasmas werden jetzt durch hochgradige
Dehydratation stark lichtbrechend. Aehnliche dicht an der Zell-
membran liegende Teilchen wurden auch von PRICE (1914, S.618)
in den plasmolysierten Zellen bei hoherer Einstellung gesehen und
dhnlich gedeutet.

3. Aufblihung. Verschiedene Protoplasten, so z.B. Cytoplasma
(Photo 7, 8, 9), Chloroplast, Kern® u. a. blidhen sich auf der Ober-
fliche ortlich ungleichmissig auf. Die Aufblihung des Cytoplasmas
bei Spirogyra wurde schon von PRICE (1914) in den mit Glycerin,
KNO; oder Rohrzucker plasmolysierten Zellen beobachtet und ,,vesi-
cle’ (Bldschen) genannt. Seine Beschreibung lautet: ,,thin-walled
bladers of protoplasm containing presumably cell sap“. Das Blis-
chen soll nach ihm aus fein granuléser Schicht bestehen und durch
die Fixierung in den Gelzustand iibergehen, wobei es opak und
heterogen aussieht. Die Beobachtung an den plasmolysierten Spiro-
gyra-Zellen lehrt uns, dass bestimmte Partien des Cytoplasmas, und
zwar besonders seine Schmalseite, nach aussen aufquellen, wodurch
eine Blase gebildet wird. Obwohl die Blase, streng genommen, an-
fangs nicht mit dem eigentlichen Saftraum kommuniziert, gelangt
gsie doch bald nach ihrer Entstehung mit diesem in Verbindung.
Mit dem Fortschreiten der Aufblihung vergrossert sich nun der
plasmolysierte Zellsaftraum, was auf den ersten Blick Deplasmolyse
vortduscht. Beide Erscheinungen unterscheiden sich aber dadurch,
dass bei der Aufblihung ein beschrinkter Teil des Plasmabelegs be-
sonders stark aufgebliht wird, wihrend bei Deplasmolyse eine gleich-
massige Ausdehnung des ganzen Plasmabelegs eintritt, die durch den
wiedererlangten relativ hoheren osmotischen Druck verursacht wird.
Der Plasmabeleg als solcher ist viel dicker und stiarker lichtbrechend
als der aufgeblihte Plasmateil. Aus dem oben Gesagten ldsst sich
vermuten, dass die Aufbliahung priméir durch die Quellung einer oder
mehrerer Partien des Plasmabelegs hervorgerufen und dann durch
den inneren osmotischen Druck verstirkt wird®, In der Blase kom-

(1) MARTENS u. CHAMBERS (1932) und KUsTER (1932). Die Aufblihung
des Kernes findet auch bei Spirogyra bei hherer Aciditidt statt (Photo 10).

(2) Es ist hochst wahrscheinlich, dass die infclge der Quellung erzeugte
diinne Plasmaschicht als semipermeabel funktioniert, wie KUSTER (1932) bei der
Aufbldhung des Kernes annimmt.
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men Plasma- und Vakuoleneinschliisse vor und die stark lichtbrechen-
den Zellteilchen 1 a, die gewdhnlich nur selten im Zellsaftraum ge-
funden werden, befinden sich in BROWNscher Bewegung. Mit grosser
Wahrscheinlichkeit kann man sagen, dass die Aufbldhung anfangs
eine kolloidale und dann eine osmotische Erscheinung ist, die sich
am Cytoplasmabelege abspielt. Es ist aber die Moglichkeit vor-
handen, dass sie auch am Chloroplasten in den plasmolysierten
Zellen stattfindet (Photo 11). Spirogyra-Faden, deren Zellen schon
plasmolysiert waren, wurden in einer Losung (KCl -+ Rohrzucker)
auf dem Objekttriger mit einem Messer zerschnitten. Unter den
zerschnittenen Zellen gab es solche, deren kontrahiertes Cytoplasma
intakt blieb. In einer solchen Zelle trat an der Schnittfliche ein Teil
des Chloroplasten heraus, der eine Aufblihung aufwies. Ob diese
Aufblshung in Wirklichkeit auf die Quellung des Chloroplasten zu-
riickzufiihren ist, muss noch dahingestellt bleiben. Es wire auch
moglich, dass diese Blase aus dem Rinnenplasma, das noch am Chloro-
plasten haftete, hervorgekommen ist. Wenn der Chloroplast vom
Plasmabeleg losgelost wird und sich seitwirts gleitend kontrahiert,
um sich in einer oder in zwei Massen zu gruppieren, dann ist die Frage
nicht mehr leicht zu entscheiden, ob die aus der Chloroplastenmasse
hervorwachsende Blase von cytoplasmatischer Natur sei oder wirk-
lich aus dem Chloroplasten erzeugt werde. Man kann aber wenig-
stens soviel sagen, dass die Aufblihung absolut unabhingig vom
Chloroplasten stattfinden kann. In Photo 12 ldsst sich ein kleines
Bliaschen im Hohlraum wahrnehmen, welches sich isoliert von der
Hauptmasse des Protoplasmas und ohne Zusammenhang mit dem
Chloroplasten entwickelt haben muss®,

Das schon Erwihnte in Bezug auf die Vorsichtigkeit bei der
Herstellung der Priparate muss hier besonders in Betracht gezogen
werden. Um zu zeigen, wie notig es ist vorsichtig zu arbeiten, wurden
die schon auf S.296 geschilderten zweierlei Priaparierungsmethoden
angewendet. Aus den Versuchen ist ersichtlich, dass ein bedeutender
Unterschied zwischen den mit den zwei verschiedenen Methoden
erlangten Resultaten besteht. Beispielshalber werden hier die
Ergebnisse eines Versuches mit zwei Versuchslésungen, (CaCl, +

(1) Ganz neuerdings ist eine Abhandlung von TIROLD (1933) erschienen,
die zu spdt in meine Hinde gelangt ist, um in der vorliegenden Mitteilung aus-
fiihrlich beriicksichtigt zu werden. Sie beobachtete an plasmolysierten Vaucheria-
Zellen merkwiirdige Plasmolysebilder, die der oben geschilderten Aufblihung #hn-
lich sind, und fasste sie als Ausschliipfen der Tonoplaste auf.
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Rohrzucker) und (KCl + Rohrzucker), vergleichend mitgeteilt.
Methode 1 mit CaCl.., HEcHTsche Fiaden auffillig. Keine Auf-
blahung. Hiufiges Zerreissen des Plasmabelegs und Zusammenballen
des Chloroplasten. Im Hohlraum BrowNsche Bewegung der Teilchen,
die aus den Fiden entstehen oder aus dem Zellsaftraum sich ableiten.

Methode 1 mit KCl. Fadenziehen nicht so deutlich wie bei Me-
thode 1 mit CaCl,. Aufblihung oft auffallig. Milchweiss leuchtende
Triibung im Hohlraum und nachher Aggregation (Flockung).

Methode 2 mit CaCl.. Fadenziehen auffillig, besonders an den
Ecken. Keine Aufblihung. Weder Triibung noch Aggregation der
Teilchen.

Methode 2 mit KCl. Fadenziehen nicht auffillig, keine Auf-
bladhung. Bisweilen milchweiss leuchtende Triibung.

Aus diesen Becbachtungsergebnissen kann man sehen, dass das
Fadenziehen besonders auffillig bei Zusatz von CaCl, stattfindet und
dass die Aufblihung nur bei Gebrauch von KCl, und zwar bei Zu-
sammenwirken von mechanischen Einfliissen, zu bemerken ist. Falls
eine derartige mechanische Wirkung als ein Hilfsmittel, das die Salz-
wirkung verstirkt, betrachtet wird, so ware es nicht unberechtigt,
den zwischen der Wirkungsweise von Ca und K festgestellten Unter-
schied dahin zu deuten, dass Ca verfestigend, d.h. entquellend, und
K verfliissigend, d. h. quellend, auf die Plasmaoberfliche wirkt.
Das steht mit der heute oft vertretenen diesbeziiglichen Ansicht in
volliger Uebereinstimmung. Wie die milchweisse Triibung und die
Aggregation der Teilchen entstehen, ist schwer zu erkliren. Da
die mechanische Wirkung fiir ihr Zustandekommen immer unentbehr-
lich ist, kann man der Salzwirkung in dieser Beziehung nur eine
geringe Bedeutung zuschreiben,

Hellfeldbeobachtung der geschadigten, nicht plasmolysierten
Spirogyra-Zellen

Bevor ich auf die Beobachtung und Erorterung der Salzwirkung
eingehe, mochte ich zunichst die oft vorkommenden Deformationen
innerhalb der Zelle schildern.

Ueber die durch die Salzwirkung hervorgerufenen Verinderungen
der Protoplasten vén Spirogyra ist bisher wider Erwarten verhéltnis-
méssig nur wenig Ausfiihrliches bekannt geworden. LEPESCHEIN
(1923) hat die Schidigungsvorginge verfolgt und sie in vier Phasen
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eingeteilt. Im Vergleich mit meinen Beobachtungsergebnissen schein-
en diese Phasen bei Spirogyra nicht allgemeingiiltig zu sein, da je
nach der Beschaffenheit der Schidigungsursache verschiedene ab-
norme Erscheinungen zustandekommen.

Bei den Untersuchungen iiber die Wirkung von Salzen auf das
Cytoplasma ist ohne weiteres wichtig, eingehende Beobachtungen am
Cytoplasma selbst auszufiihren. Es kommt hier aber moglicherweise
noch eine andere Methode in Betracht, die in der indirekten Beur-
teilung der Veridnderungen des kolloidalen Zustands des Cytoplasmas
und dessen Permeabilitit fiir einwirkende Substanzen mittels von
Beobachtungen der Chloroplastenbewegung und -struktur besteht.
Dass der Chloroplast von Spirogyra unter abnormen Zustinden der
Zelle sich verkiirzt, seitlich verschiebt und vom Plasmabeleg trennt,
ist schon frither von NAEGELI (1855)® und DE VRIES (1889) beobach-
tet und als ,,aktive Chloroplastenkontraktion bezeichnet worden
(Photo 13, 14, 15). SCARTH (1924 a) hat zweierlei Chloroplasten-
bewegung wahrgenommen, ndmlich:

1. vitale Bewegung.

2. disintegrative Bewegung.

Unter vitaler Bewegung versteht er eine solche, bei der der Chloro-
plast sich vom Plasmabeleg trennt und nach innen zu bewegt. Der
Plasmabeleg und der getrennte Chloroplast werden mit feinen Plasma-
fdden miteinander verbunden, was auch von DE VRIES gefunden wur-
de. Als eine Modifikation ist auch eine andere Bewegung bekannt,
bei der der Chloroplast noch wandstiandig ist, aber von beiden
Schmalseiten her zur Bildung einer Masse zusammengeschoben wird.
Bei der disintegrativen Bewegung soll der Chloroplast nicht nur sich
bewegen, sondern in weitere abnorme irreversible Zustinde eintreten.
Ganz neuerdings hat GICKLHORN (1933) bei Protoplasmauntersu-
chungen an Spirogyre aufs neue auf die Chloroplastenkontraktion
aufmerksam gemacht. Er hat diese Erscheinung immer in Spirogyra-
Zellen, die e¢ine Zeitlang in dunstgesittigtem Raum aufbewahrt und
turgorlos gemacht wurden, eintreten gesehen. Nach GICKLHORN soll
diese Kontraktion dadurch zustande kommen, dass das Cytoplasma
quillt und leichtfilissiger wird und der Chloroplast infolge der Zu-
standsdnderung des Cytoplasmas in ein neues Medium iibertragen
wird, ,,mit welchem er sich auf Grund der fliissigen Aggregatzustand

(1) Zitiert nach GICKLHORN (1933).
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beherschenden Gesetze ins Gleichgewicht bringt“. Die Ausgleichung
der bis dahin durch verschiedene Ursachen bestehenden Spannungs-
unterschiede des Chloroplasten soll daher seine Kontraktion bedingen.
Darauf, dass die Trennungserscheinung des Chloroplasten vom
Plasmabeleg, die aber auch ohne aktive Kontraktion auftreten kann,
fiir ein nekrobiotisches Symptom gehalten werden darf, habe ich
schon (1932) aufmerksam gemacht. Um mit meinen Beobachtungs-
ergebnissen und der Ansicht dariiber bekannt zu machen, méchte ich
einige Zeilen aus der betreffenden Arbeit wiederholen:

nZunichst wird die Plasmaviskositit durch die Qellung erniedrigt, das Cyto-
plasma erhebt sich stark an der Stelle, wo die Chlorophyllbinder anhaften, und
die letzteren zeigen das Bestreben, an diesen schwachen Punkten sich vom er-
steren zu trennen. Bald nachher 16sen sich die Chlorophyllbinder vom Plasma-
schlauch ab, was das Kennzeichnen des ersten Stadiums der Schiadigung bedeutet.
Das Cytoplasma quillt weiter nach dem Inneren des Zellraumes, bis im extremen
Falle der ganze Zellraum vom gequollenen Plasma erfullt ist (S. 135).

Seit der Veroffentlichung dieser Befunde habe ich in den Ver-
suchen an Spirogyra diese Erscheinung immer als das am friihesten
auftretende Symptom der verfliissigenden Schiddigung betrachtet,
und heute noch mochte ich sie mit GICKLHORN als ,,ein sehr feines
Reagens* auffassen. Abgesehen von den Kolloidzustédnden des Cyto-
plasmas und des Chloroplasten, ist die Leichtigkeit der Trennung des
Chloroplasten in einem gewissen Grad von seiner Spannung ab-
héngig, wie GICKLHORN darauf hingewiesen hat. Das Lingen-
wachstum des Chloroplasten stimmt nicht immer mit demjenigen der
Zellmembran bzw. des Plasmabelegs iliberein. Wenn das Wachstum
des letzteren iiberwiegt, so wird der Chloroplast iberméassig gespannt
und leicht trennbar. Das ist der Fall z. B. bei etiolierten Spirogyra-
Faden. Dieses Verhalten muss besonders in Betracht gezogen wer-
den, wenn die Trennung des Chloroplasten als Kriterium der Plasma-
eigenschaften oder -schiadigung gelten soll. Die Pflanzenmaterialien
miissen daher in den Experimenten immer aus ein und derselben
Kulturmasse in dieser Beziehung entnommen werden, und man hat
kein Recht, die mit verschiedenen Materialien erhaltenen Ergebnisse
miteinander zu vergleichen.

Was die abnormen Strukturverianderungen des Chloroplasten
betrifft, so lasst sich am auffilligsten seine Quellung bemerken (Photo
16, 17). Die Quellung findet statt vor oder gleich nach seiner Tren-
nung und schreitet unter Umstidnden soweit fort, dass der Chloro-



Beitrige zur Protoplasmaforschung an Spirogyra-Zellen 303

plast vakuolisiert wird (Photo 16), in Kiigelchen zerfalit®, dicke
cylindrische Gestalt anninmt oder fast den gazen Zellraum ausfiillt.
Die Koagulation findet auch im Chloroplasten statt, entweder direkt
oder nach vorheriger Quellung. Im ersten Fall verwandelt sich der
Chloroplast in einen feineren Faden und im zweiten kommt eine
Art tropfigen Zerfalls zustande (Photo 18). Die Bedingungen, un-
ter denen die Koagulation des Chloroplasten eintritt, rufen oft auch
diejenige des Cytoplasmas hervor. Dann fiihren die Zellteilchen die
BrowNsche Bewegung sehr schwach aus oder horen vollstindig auf
sich zu bewegen. Der Plasmabeleg sieht in der Dunkelfeldbeleuch-
tung stark lichtbrechend aus.

Obwohl ein Teil meiner fritheren Resultate im vorhergehenden
kurz referiert wurde, mochte ich mich mit der betreffenden Erschei-
nung vom anderen Gesichtspunkte aus aufs neue beschaftigen. Man
kann oft die Verflissigung des Cytoplasmas auftreten sehen, wenn
abnormes Leben in der Zelle beginnt. Besonders das Rinnenplasma
fangt an sich zu erheben® und der Chloroplast trennt sich vom
Cytoplasmabeleg (Photo 13%,19). Bei weiterem Fortschreiten der
Trennung werden grobe oder feine Plasmafidden zwischen beiden
gespannt, welche nachher mit
anderen Plasmapartien zusammen
quellen, und das Ganze fiillt bis-
weilen einen grossen Teil des Zell-
raums aus (Photo 14, 16*, Fig. 7).
Diese Erscheinnung mag auch als
Plasmoschise oder Vakuolenkon-
traktion aufgefasst werden. Wenn

Fig. 7. Chloroplastentrennung und ; : " .
Beginn der Plasmaquellung. ich aber in der friitheren Arbeit

gesagt habe: |, bis im ex-
tremen Falle der ganze Zellraum vom gequollenen Plasma erfiillt
ist”, so gilt hier die gleiche Erkldrung wie oben. LEPESCHKIN (1927
b) hat diesen Satz von mir kritisiert und gesagt: ,,Dass aber das
Protoplasma dieser Alge nach Sakamura so stark ,,quillt“, dass es
»bis im extremen Falle“ den ganzen Zellraum erfiillt, ist sicher ein
Missverstindnis. Die Chloroplasten verschieben sich gegen die
Zellenmitte nicht deshalb, weil das Protoplasma die Zelle erfiillt,
sondern sie tun das aktiv infolge der verstirkten Oberflichenspan-

(1) Tropfiger Zerfall (GICKLHORN 1933 a, Fig.1e¢).
(2) Diese Plasmaanhidufung entspricht vielleicht der ,, Falte des Tono-
plasten *“ oder ,, Kérneranhiufung im Kreise der Zelle “ nach pE VRIES (1889).
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nung; “ (8.220). Bei dieser Gelegenheit mochte ich ausdriick-
lich erkliaren, dass ich seinerzeit nie an eine Verschiebungsleistung
des gequollenen Cytoplasmas dem Chloroplasten gegeniiber gedacht,
sondern dessen Bestreben sich vom Plasmabeleg zu trennen richtig
erkannt habe.

Das gequollene und sich ausdehnende Cytoplasma ist nun ver-
diinnt, und seine Viskositit ist deshalb stark vermindert. Die
BrowNsche Bewegung verschiedener Zellteilchen ist sehr auffillig.
Durch die Verfiiissigung des Cytoplasmas kommen andere abnorme
Zustinde zum Vorschein. Wenn die Plasmaoberfliche fliissiger wird,
lost sich der Plasmabeleg unter Kontraktion leicht von der Membran
los (Pseudoplasmolyse) (Photo 19, 20), wie bei der echten Plasmolyse.
Dies trifft ein, auch wenn die Aussenfilissigkeit hypotonisch ist,
aber es ist schwer zu entscheiden, ob Wasser aus dem Zellsaft-
raum heraustritt. Dass Wasser nicht osmotisch entzogen, son-
dern durch den Kontraktionsdruck zusammen mit den gelésten
Stoffen aus dem Saftraum hydrostatisch herausgepresst wird, ist an
solch abnormer Plasmaoberfliche sehr wahrscheinlich. Diese Pseudo-
plasmolyse kommt oft besonders durch die Wirkung von KCl zu-
stande. Bei der Hellfeldbeobachtung an abnormen Zellen kommt oft
ein Bild zustande, das den Eindruck erweckt, als ob gequollenes Cyto-
plasma eine zusammengeschrumpfte Chloroplastenmasse umgibe und
fast den ganzen Zellraum erfiillte. In der Tatsache ist das aber nicht
der Fall. Die im Zellraum ausgebreitete Plasmamasse ist nichts an-
deres als Plasma- und Zellsaftinhalt, die infolge des Zerreissens
des Plasmabelegs bei plasmolytischer oder anderer abnormer Plasma-
kontraktion in den Hohlraum zwischen Zellmembran und Plasma-
beleg heraustreten. Dies kann man mittels der Dunkelfeldbeobach-
tung bestidtigen (Fig.8). Dasselbe Verhiltnis ist auch bei der Auf-
blahung der plasmolysierten Plasmaoberfliche bemerkbar. Wihrend

Fig. 8. Pseudoplasmolyse und Zerstreuung der Zellteilchen
im Hohlraum. Dunkelfeld. Der Grund ist schwarz, die
schwarzen Teile sind glinzend weiss zu denken,
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die Grundsubstanz der Blase bei der Aufblihung sich im Dunkelfeld
als sehr hyalin und von diinnfliissiger Natur erweist, sieht sie im Hell-
feld aus, als ob sie aus teilchenhaltigem dichtem Plasmakolloid be-
stéande.

Die Plasmaschidigungen, die durch die dusseren Faktoren im
allgemeinen hervorgerufen werden, lassen sich etwa in zwei Kate-
gorien® einteilen:

1. Direkte Koagulation. Sie tritt ein, wenn eine akute Wirkung
statthat, so z.B. in hoher Temperatur oder bei der Wirkung der
Schwermetallsalze und S#uren in hoher Konzentration. Die Fixie-
rungsmethoden von Zellen und Geweben bestehen in dieser akuten
Wirkung.

2. Anfags Quellung und nachher Koagulation. Die Wirkung
geht langsam vor sich, z. B. die Wirkung verschiedener Salzlosungen
in méissiger oder schwacher Konzentration. Es ist sehr bemerkens-
wert, dass die Schiddigung der Protoplasten zuerst gewdshnlich mit
der Plasmaquellung beginnt. Die Ansicht, dass der Zelltod mit der
Plasmakoagulation in inniger Beziehung stehe, ldsst sich nicht stets
in der dem Tod vorhergebehend Schidigungsphase geltend machen.

Salzwirkung auf Spirogyra-Zellen und Antagonismus

LEPESCHKIN (1927 a) hat bei Spirogyra neglecta beobachtet, dass
die Zellen durch verschiedene Einzelsalze geschidigt und schliesslich
getotet werden. Aus seinen Beobachtungsergebnissen hat er den
Schluss gezogen, dass Neutralsalze dadurch auf das Protoplasma
schéddlich wirken, weil seine disperse Phase koaguliert und seine
Grundstoffe zersetzt werden. Die Wasseraufnahme seitens des Proto-
plasmas (Quellung) soll daher nur eine Erscheinung sein, die durch
die primér stattgefundene Koagulation hervorgerufen wird. Ferner
hat er bei den Untersuchungen iiber die Salzwirkung mitgeteilt, dass
in einem Gemisch (KCl + CaCl,) Spirogyra ebenso stark oder noch
stirker geschidigt wird als in einer Einzelsalzlosung von KNO;.
Ein Antagonismus zwischen K und Ca ist in seinem Versuche nicht
erkennbar. Dass das Ca-Salz gegen die schadliche Wirkung der
hoheren Wasserstoffionen-Konzentration bei Spirogyra antagonistisch
wirkt, habe ich schon friiher (1922) festgestellt. Auch dieselbe anta-

(1) KrEMM (1895) hat die Desorganisationserscheinungen innerhalb der
Zelle in zwei Kategorien eingeteilt:
1. Granulation (Fiallungserscheinungen)
2. Vakuolisierung (Lésungserscheinungen).
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gonistische Wirkung von CaCl, gegen Alkalichloride habe ich vor
etwa zehn Jahren an demselben Material gefunden, dieses Ergebnis
ist aber bis jetzt unveroffentlicht geblieben. Soweit ich mich aber
erinnern kann, ist bisher von anderer Seite keine diesbeziigliche aus-
fiihrliche Angabe bekannt geworden. Daher sehe ich mich veran-
lasst, einige Beispiele zur Illustrierung dieser Tatsache aus dem Ver-
suchsprotokoll zu geben.

Fast gleiche Mengen von Spirogyra-Fiden, welche schon in
Hungerzustand gebracht waren, wurden mit einer gebogenen Platin-
0se herausgenommen. Nach Trocknung mit Filtrierpapier wurden
sie im umdestillierten Wasser wiederholt ausgewaschen. Nach dieser
Behandlung kamen die Versuchspflanzen in die Salzlésung und wur-
den ins Dunkel gestellt. Bei der mikroskopischen Priparierung wur-
den Hahnfettstiitzen verwendet. Die Beobachtung geschah entweder
im Hell- oder Dunkelfeld.

In den Tabellen der folgenden Versuche méchte ich der Einfach-
heit halber die verschiedenen Abnormititen des Protoplasmas mit
nachstehenden Zeichen veranschaulichen:

T —Chloroplastentrennung (Fig. 18, 14, 15)

P’ —Plasmaquellung (Fig. 15, 16)

P”—Plasmakoagulation

P+—Plasmakoagulation nach der Quellung

C’ —Chloroplastenquellung (Fig. 16, 17)

C”—Chloroplastenkoagulation

C+—Chloroplastenkoagulation nach der Quellung

C°—Tropfiger Zerfall des Chloroplasten (Fig. 18)

Z —Zusammendringen des Chloroplasten nach dem Zerreissen des Plasma-
belegs (Fig. 4)

A —Aufbldhung des Cytoplasmas (Fig.7,8,9,11,12)

L. —Pseudoplasmolyse (Fig. 19, 20)

+ —gestorben

Versuch 1.
24/V 1929. 0.1 mol (15 cem), 14°C.
H nach nach nach
p 1 Stunde 3 Stunden 5 Stunden
KCl 5.6 | normal, Z, L, C/, P/, T. normal, Z, L, + normal, Z, L, +
(o]
NaCl 5.6 | normal, T. norg}?l, T, ¢, Co P, normal, T, C/, C°, P/, +
LiCl 6.0 | normal, T. normal, T, ¢/, P/, + | normal, T, +
NH,Cl| 5.4 | normal, T. normal, T, C+ normal, T, +
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Versuch 2.

8/III 1929. Lésung 15 cem, 19°C.

Konzentration pH nach 5 Stunden
KCl | 0.1 mol 58 ' normal, Z, L, A, C/, C+, +
NaCl 0.1 mol 5.6 normal, T, P/, P”, C/, C°, Z, +
LiCl 0.1 mol 5.8 : normal, Z, A, ¢/, C+, +
NH,CI 0.1 mol 5.4 i Z,C’, C+,normal, -+
MgCl, 0.0756 mol 5.8 zZ,T,L, +
CaCl, 0.075 mol 5.8 ! normal
CaCl, 0.1 mol 5.8 i normal, Plasmolyse, T

Aus den obigen Ergebnissen kann man ersehen, dass die Alkali-
salze und MgCl, im allgemeinen anfangs mehr oder weniger stark
verfliissigend auf den Protoplasten wirken. Im Gegensatz zu anderen
Alkalichloriden wirkt KCl in dieser Beziehung besonders stark auf
die Plasmaoberfliche, was leicht die Pseudoplasmolyse, d. h. das Los-
16sen des Plasmabelegs von der Zellemebran hervorruft, bevor die
Chloroplastentrennung beginnt. Solche schéidliche Wirkung verur-
sacht ferner verschiedene Abnormititen, welche die Zelle schliesslich
zum Tod fiihren. Die Ergebnisse liefern also keine Stiitze fiir die
Behauptung von LEPESCHKIN: anfangs Koagulation und nachher
Quellung. Bei NaCl tritt aber nicht selten eine Verfestigung des
Cytoplasmas ein und gleichzeitig damit kommt die tropfige Zerlegung
des Chloroplasten zum Vorschein. Diese Abnormititen werden auch
in verdiinnten Losungen dieses Salzes beobachtet. CaCl. (0.075 mol)
nimmt eine besondere Stellung ein, und die Pflanzen bleiben in der
Versuchslosung dieses Salzes ldnger intakt, was schon von mir (1922)
konstatiert worden ist. Auch in kleinerer Konzentration ist dieses
Salz natiirlich nicht giftig. Eine 0.1 molare Konzentration von CaCl,
entspricht fast der Plasmolyse-Grezkonzentration. In solch héherer
Konzentration wirkt CaCl, auf das Cytoplasma zuweilen giftig, weil
die durch dieses Salz verfestigte Plasmaoberflache bei der Plasmolyse
und sogar schon bei einer schwachen Turgorverminderung mecha-
nisch mehr oder weniger stark geschidigt wird®,

LEPESCHKIN (1927 a) hat aus seinem Versuche iiber die antago-
nistische Wirkung von CaCl,; gegen andere Salze den Schluss gezogen,

(1) Scarth (1927 a), WEBER (1931).
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,,dass die Giftigkeit von KNOs; und KJ bei Spirogyre durch Zugabe
einer geringen Menge von CaCl,, das selbst nur wenig giftig oder
ungiftig ist, merklich verstirkt wird“. Um die Frage nach der
antagonistischen Wirkung zu beantworten, wurde folgender Versuch
angestellt.

Versuch 3.

4/VIII 1928. Losung 15 cem, 20°C.

. i nach : nach

‘ Konzentration PH | 6 Stunden 22 Stunden
CaCl, ‘ 0.075 mol ! 5.8 normal normal
KCI . 0.1 mol 5.6 . c¢,L,T. C, P/ Z A, +
KCl ; 0.05 mol 58 ¢, L, T. . C/,L,Z, PV, +
KCl (0.1 mol) 9 ‘
CaCl, : (0.075 mol) 1} 5.6 i normal § normal
KCl | (0.1 mol) 9.75) | ? 1
CaCl, . (0.075 mol) 058) | 56~ mormal normal

I | i

Die Ergebnisse sprechen nicht zugunsten der Ansicht von
LEPESCHKIN, der allerdings KNO; anstatt KCl beniitzt hat. Es
unterliegt keinem Zweifel, dass CaCl. der Giftigkeit von KCIl antago-
nistisch entgegenwirken kann, und zwar schon etwa im Verhéltnis:
Ca: K=1:52.

Obwohl bei den vorliegenden Untersuchungen auf den Mecha-
nismus der Salzwirkung auf das Protoplasma nicht niher einge-
gangen wird, so mochte ich einige Bemerkungen dariiber machen.
Selbst wenn das Protoplasma von kolloidechemischem Gesichtspunkte
aus betrachtet wird, so wire es heute nicht mehr zuléssig, das ganze
Protoplasma einheitlich zu behandeln, wie eine Gelatinkolloidmasse
im Reagenzglas. In der Kolloidchemie wird z. B. einer Kolloidsub-
stanz im Reagenzglas eine Salzlosung zugesetzt und die gleichméssig
im Kolloid erfolgte Zustandsidnderung untersucht. Es ist selbstver-
standlich richtig, die in dieser Weise erworbenen kolloidchemischen
Kenntnisse in das Gebiet der Protoplasmaforschung einzufiihren.
Aber bei der Wirkung der Salze auf das Protoplasma sind die Sach-
verhiltnisse noch viel komplizierter, da diese sich je nach der Partie
oder den Elementen des Protoplasmas verchieden gestaltet. Die Salz-
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wirkungen, die oben mitgeteilt wurden, wiren dahin zu deuten, dass
ihnen zweierlei kolloidchemische Vorginge zugrunde liegen; einmal
die Zustandsinderung der Plasmaoberfliche und dann diejenige der
inneren Protoplastent?,

Die Alkalisalze wirken im allgemeinen so verfliissigend auf
die Plasmaoberfliche, dass sie leicht durch diese eindringen konnen.
Die schnell eingedrungenen Salze bzw. Ionen wirken jetzt innerhalb
des Plasmas schédlich, anfangs meistens quellend®, Gegen CaCl,
reagiert die Plasmaoberfliche ganz anders; die durch dieses Salz
oder Ca-Ionen verfestigte Oberfliche verhindert die wirkende Sub-
stanz selbst am Eindringen und gibt ihr keine Gelegenheit auf das
Innenplasma schidlich zu wirken Die antagonistische Wirkung von
CaCl, gegen KCIl wire vielleicht ebenso zu deuten. Die Plasmaober-
fidiche, die durch CaCl, fiir dieses selbst schwer permeabel gemacht
wird, fungiert auf gleiche Weise auch anderen Salzen gegeniiber. Die
antagonistische Wirkung von CaCl, beruht daher darauf, dass das
Eindringen der giftigen Salze oder Ionen in die Zelle verhindert wird,
aber nicht darauf, dass CaCl, nach dem Durchdringen der giftig
verfliissigenden Wirkung von KCI innerhalb der Zelle gegeniibersteht.

Salzwirkung auf Spirogyra-Zellen in hoherer Konzentration

Die Salzwirkung in hoherer Konzentration lidsst sich von zwei
Gesichtspunkten aus in Erwigung ziehen:

1. Die chemische oder spezifische physikalisch-chemische Wir-
kung des Salzes cder Ions.

2. Die osmotische Wirkung, die besonders in hypertonischen
Konzentrationen ausgeprigt ist.

Die Spirogyra-Fiden wurden direkt in die Versuchslésung auf
den mit Hahnfettstiitzen versehenen Objekttriger gebracht und

mit oder ohne Deckglas der Hell- oder Dunkelfeldbeobachtung unter-
worfen.

KCl (0.2 mol) 19 VII 1932,

(1) Wir verdanken diese Auffassung den Arbeiten von Chambers u. REZNI-
KOFF (1926), REZNIKOFF (1928), CHAMBERS u. HowLAND (1930), SPEK (1928).

(2) NH.CI wirkt verhiltnismassig stirker giftig auf das Innenplasma als
andere Alkalisalze, was darauf beruhen diirfte, dass die durch Hydrolyse ent-
standenen NH,OH-Molekiile oder NH. leicht in die Zelle eindringen kénnen.
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Konvexplasmolyse hiaufig. Chloroplast gleitet seitwérts und bildet
eine oder zwei Massen. Diese Chloroplastenklumpen sind oft vom
Cytoplasmaeinschluss ausgeschlossen. Ob sie aber von einer diin-
nen fast unsichtbaren Plasmaschicht umschlossen sind, ist schwer
zu beantworten. Bei hoher Einstellung an der Plasmapartie,
die nach der Gleitbewegung des Chloroplasten von diesem freige-
worden ist, wird die Bildung von zahlreichen Bldschen festgestellt
(Photo 21, 22, Fig.9). Bei niherer Beobachtung kann man konsta-
tieren, dass diese aus den Chloroplastenklumpen oder aus ihrer
Nidhe herauskommen und nacheinander nach dem freien Raum ver-

Fig. 9. Beginn der Blischenbildung in der Né&he des Chloro-
plasten-Klumpen. Blidschen wandern nach dem freien Raum.

schoben werden. Sie vergrossern sich allméhlich und fithren schwache
BrowNsche Bewegung aus. Unter Polarisationsmikraskop zeigen sie
keine Doppelbrechung. Man kann nicht sicher entscheiden, von wel-
cher Natur sie sind und aus welchem Teil des Protoplasmas sie ent-
stehen. Aus der Tatsache, dass sie aus den Chloroplastenklumpen
oder deren Nihe heraustreten, wire die Annahme nicht unwahr-
scheinlich, dass die Entmischung des durch die Chloroplastengleit-
bewegung zusammengeschobenen Cytoplasmas oder die des Chloro-
plasten selbst dabei eine grosse Rolle spiele. Es wire auch moglich,
dass die Plasmaprotuberanzen, welche von GICKLHORN (1932) in den
plasmolysierten Allium-Zellen untersucht wurden, mit diesen Blis-
chen bei Spirogyra in irgendeiner Beziehung stehen. GICKLHORN
ist der Ansicht, dass die Protuberanzen durch Entmischung oder
Verfliissigung des Protoplasmas entstehen. Es ist auch méglich,
dass diese Bldschen durch Quellung aus den Chondriosomen oder
bestimmten Mikrosomen entstehen, weil sehr #hnliche Gebilde von
GUILLIERMOND (1920)® im Blumenblatt von Tulipe gefunden wur-

(1) Zitiert nach ,,Traité de Cytologie végétale®. Paris, 1933, Fig. 86, S. 155.
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den, der ihre Entstehung auf die Quellung der Chondriosomen zu-
riickfiihrt. In einer Saponinlésung® sind die Blidschen leicht loslich,
wobei die Zellteilchen bewegungslos zuriickbleiben. In einer Alkohol-
16sung® lassen sich die Bldschen ebenso leicht losen, wie in der
Saponinlésung, wihrend sie in einer hypertonischen Rohrzucker-
I6sung unloslich sind. Da es schon bekannt ist, dass Saponin auf
die Oberflichenspannung des Protoplasmas erniedrigend wirkt, so
ware es nicht unmdoglich, dass die Substanz der Bldschen an der
Bildung der Plasmaoberfliche oder des Tonoplasten teilnimmt und
etwa von Lipoidnatur ist.

KCl (0.3 mol)

Konvexplasmolyse hiufig. Zusammendringen des Chloroplasten
nach dem Zerreissen des Plasmabelegs. Zerstreuung der schwach
lichtbrechenden Teilstiicke der Plasmaoberfiiche und der Zellteilchen
im Hohlraum.

KCl (0.4 mol und 0.5 mol)

Das plasmolytische Loslésen des Plasmabelegs von der Zell-
membran geht schwer. Ausgeprigte HECHTsche Fiaden, welche bald
nachher zerfallen. Die Rinnenspur ist deutlich zu sehen.

NaCl (0.2 mol)
Konvexplasmolyse. Im Gegensatz zu KCl (0.2 mol) keine Blis-
chenbildung nach dem Abgleiten des Chloroplasten.

NaCl (0.3 mol)

Konvexplasmolyse. Zusammendridngen des Chloroplasten nach
- dem Zerreissen des Plasmabelegs. Zerstreuung der Teilstiicke des
Cytoplasmas und der Zellteilchen im Hohlraum. HEcHTsche Féden.

NaCl (0.5 mol)
Im grossen und ganzen wie bei KCI (0.5 mol).

CaCl; (0.1 mol)
Schwache Plasmolyse, sonst normal.

) { Saponin wenig
KCl (0.2 mol) 10 cem

@ { Alkohol 5 cem ’
KCl (0.2 mol) 45 cem
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CaCl. (0.2 mol)

Anfangs eckige Plasmolyse, und bald nachher Konvexplasmolyse.
Die plasmolysierten Zellen bleiben ziemlich lang in diesem sonst un-
geschidigten Zustand. Keine Bldschen. Starkes HECHTsches Faden-
ziehen. Zerlegte Fiden bewegen sich lebhaft, noch am Plasmakorper
haftend. Schwache Zerstreuung der Teilstiicke des Cytoplasmas und
der Zellteilchen im Hohlraum.

CaCl: (0.5 mol)

Eckige oder Krampfplasmolyse. Der Cytoplasmabeleg ist koagu-
liert und stark lichtbrechend im Dunkelfeld. Das Fadenziehen ist
nicht mehr nachweisbar. Allgemeine Tendenz zur Verfestigung der
ganzen Protoplasten ist zu bemerken. In der CaCl,-Losung ist also
kein Auftreten von Blidschen zu sehen.

Ueberblicken wir die oben mitgeteilten Beobachtungsergebnisse,
so bemerken wir, dass KCl und CaCl, auch in hypertonischer Losung
die Neigung haben, verfliissigend bzw. verfestigend auf die plasmoly-
sierte Plasmaoberfliche zu wirken, wihrend NaCl in seiner Wirkungs-
weise etwa die Mitte zwischen beiden einnimmt, wobei es oft das
Protoplasma teilweise verfestigt. Selbst KCI wirkt verfestigend auf
das Protoplasma in hoherer Konzentration (0.5 mol).

Die Ergebnisse der obigen Versuche iiber die Salzwirkung sind
nur anhangsweise besprochen. Andere experimentelle Studien mit
Spirogyra sollen in weiteren Arbeiten ausfiihrlich mitgeteilt werden.

Zusammenfassung

1. Verschiedene koérnige Zellteilchen in den Spirogyra-Zellen
wurden im Hell- und Dunkelfeld beobachtet und nach ihren optischen
Eigenschaften gruppiert.

2. Besondere Aufmerksamkeit wurde auf die Verhiltnisse
gerichtet, unter denen der Chloroplast vom Cytoplasma erfasst ist.
Der Chloroplast ist in normalen Zellen tief eingebuchtet und ragt
kielartig in den Zellsaftraum hinein. Dadurch entsteht die ,,Chloro-
plastenrinne”. Die Rinne ist mitf Cytoplasma gefiillt, das einer be-
sonders eingehenden Beobachtung unterzogen wurde.
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3. Die notwendigen Vorsichtsmassregeln bei der Herstellung
der mikroskopischen Priparate bei der Lebendbeobachtung an Spiro-
gyra sind eingehend geschildert.

4. An plasmolysierten Zellen wurden Dunkelfeldbeobachtungen
ausgefithrt. HEcHTsche Fiden, Cytoplasmareste auf der inneren
Oberfliche der Zellmembran, Aufblihung der Plasmaoberfliche, Ag-
gregation der Teilchen im Hohlraum zwischen Membran und Cyto-
plasma wurden besonders in Betracht gezogen.

5. Verschiedene Schidigungen in den nicht plasmolysierten Zel-
len sind besprochen. Unter Verwendung dieser Schidigungsmerk-
male ist die Wirkung von Salzen auf Spirogyra-Zellen diskutiert.
Alkalisalze zeigen im allgemeinen die Tendenz, auf das Cytoplasma,
besonders auf dessen Oberfliche, verfliissigend und giftig zu wirken.
Im Gegensatz dazu iibt CaCl, eine verfestigende und keine giftige
Wirkung auf das Cytoplasma aus. Die antagonistische Wirkung
dieses Salzes gegen Kaliumsalze wurde einwandfrei bewiesen.

6. Es sind die Zustdnde des Cytoplasmas in Zellen geschildert,
die durch verschiedene hypertonische Salzlosungen plasmolysiert
wurden.
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Figurenerklarung der Tafel XIV und XV

Photo 1. Normale Zelle von Spirogyra.

Photo 2. Verteilung der Zellteilchen (wahrscheinlich Mikrosomen) im Cyto-
plasma. Mit Neutralrot gefarbt.

Photo 3. Mit Neutralrot gefirbte Zellen. Mikrosomen des Rinnenplasmas sind
auffillig.

Photo 4. Dunkelfeld. Durch starke Schidigung erzeugter Chloroplastenklum-
pen. Zerstreung und Aggregation der Plasmareste und Zellteilchen im
Hohlraum zwischen Membran und Plasmamasse.

Photo 5. Gleich Photo 4. Ausserdem Aufblahung.

Photo 6. Dunkelfeld. Cytoplasmareste in Gestalt von Teilchen auf der inneren
Oberfliche der Zellmembran.

Photo 7u.8. Aufblihung.
Photo 9. Dunkelfeld. Aufbldhung.

Photo 10. Aufblihung des Kernes. Die Zelle wurde mit 0.01 n Essigsiure be-
handelt.

Photo 11. Dunkelfeld. Aus einer zerschnittenen Zelle tritt ein Teil des Chloro-
plasten heraus; an dieser Stelle findet die Aufbléhung statt.

Photo 12. Dunkelfeld. Aufblihung. Ein kleines Blaschen befindet sich im Hohl-
raum, isoliert von der Hauptmasse des Protoplasmas. Es entwickelt sich
ohne Zusammenhang mit dem Chloroplasten.

Photo 13, 14, u. 15. Chloroplastentrennung. Hochhebung und Beginn der Quel-
lung des Cytoplasmas ().

Photo 16. Quellung und Vakuolisierung des Chloroplasten. Ein grosser Teil des
Zellraums ist mit gequollenem Cytoplasma erfillt ().

Photo 17. Quellung des Chloroplasten. Loslosung der Plasmaoberfliche von der
Membran. Ziemlich grosser Raum ist mit zerstreuten Cytoplasmasub-
stanzen erfiillt., Die urspriingliche oder eine neu durch die Aufblihung
gebildete Vakuole (?).

Photo 18. Tropfiger Zerfall des Chloroplasten.

Photo 19. An der rechten Zelle ist der Anfang der Pseudoplasmolyse bemerk-
bar. Hochhebung des Cytoplasma an der linken Zelle (*).
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Photo 20. Pseudoplasmolyse.
Photo 21. Bildung zahlreicher Blédschen in einer plasmolysierten Zelle.

Photo 22. Dunkelfeld. Blidschen in einer plasmolysierten Zelle.
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