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I. Einleitung

HorLER, ZiecLER, und Luuax (1956) vermuten, dass die Vital-
farbung mit Na - bzw. K - Fluorescein auf eine Bindung an Eiweiss - Li-
poid - Komplex zuriickzufithren ist. Nach Scrarr (1956) und DraWERT
(1960) findet zwischen dem Fluorescein und den polaren Lipoiden von
Lezithintyp eine festere Bindung mehr adsorptiver Natur statt. Aus
Fluoreszenzmessungen in Allium cepa - Zellen, die mit Na - Fluorescein
gefarbt worden waren, nimmt Boroir - NORDENEAMPF (1966) an, dafl
eine relativ lose Bindung an die Spraroproteine des Eiweiss - Lipoid -
Komplexes besteht.

Aus den mikrospektralphotometrischen Untersuchungen von Ban-
c¢HER und Horzr (1969) und Tsexos (1969a) geht hervor, dal Na -
Fluorescein sich als zweiwertiges Anion in der wisserigen Phase des
Cytoplasmas und des Zellkernes befindet.

Scawawtes (1965) verfolgt quantitativ mikrospektrophotometrisch
die Aufnahme von K - Fluorescein und Fosin Y in die Oberepidermis-
zellen der Schuppenblatter von Allium cepa in Abhidngigkeit von Zeit,
Konzentration und pH - Wert. Nach ScuwanTEes ist das quantitative
Speichervermégen des Plasmas fiir die genannten anionischen Farbstoffe
dhnlich der Speicherung kationischer Farbstoffe durch den Zellsaft.
Daraus ergibt sich, daB der pH - Wert des lebenden Protoplasmas eine
bedeutende Rolle fiir die Aufnahme und Speicherung von K - bzw. Na -
Fluorescein spielt.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Uraninschwellen eines Meeres
und acht Siisswasser - Anthophyten bestimmt.

I1. Material und Methode

Die Bestimmug der Uraninschwellen geschah wie bei DiaNNELIDIS
und Tsekos (1968). Als Fluoreszenzmikroskop stand das Photomikro-
skop mit Fluoreszenzeinrichtung der Firma C. Zeiss (Oberkochen) zur
Veritigung. Als Erregungsfilter kamen BG 38, BG 12, und BG 3 und
als Okularsperrfilter das mit der Nummer 47/65 bezeichnete Filter,
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zur Verwendung. Das Okularsperrfilter 47/65 ist zwischen 470 nm und
650 nm durchléssig, unterhalb von 470 nm und oberhald von 650 nm pra-
ktisch undurchlissig.

Halophila stipulacea wurde aus dem Golf von Rodos aus einer Tiefe
von & bis 10 m in Oktober 1968 gesammelt. Aus den Siisswasser - An-
thophyten wurde Myriophyllum spiecatum aus dem Volvi- See auns
einer Tiefe von 1,0 bis 2 m in April 1969 gesammelt. Die iibrigen unter-
suchten Arten wurden aus dem Aquarium des Botanischen Instituts
genommen.

Die Untersuchung wurde in Zeit vom Oktober 1968 his Mai 1969
durchgefiihrt.

II1I. Versuchsergebnisse und Riickschliisse

Aus den Versuchsergebnissen (Tab. 1 und 2) und auch unter der
Beriicksichtigung von Angaben anderen Autoren (HOrLER, ZIEGLER
und Luaan 1962a, b, ZiecrLEr und LuHan 1963, Tsexos 1965, Dian-
NELIDIS und Tsekos 1968} wurde die Beobachtung, daB die Uranin-
schwellen fiir die verschiedenen Pflanzengruppen verschieden sind,
bestidigt. Aus den untersuchten Pflanzen besitzen die Siisswasser-
- Anthophyten (pH 6,0-7,2, Tab. 2) héhere pH - Uraninschwellen als
das Meeres - Anthophyt Halophila stipulacea (pH 5,7 - v,2, Tab. 1).

Tabelle 1. pH - Schwellen der Protoplasma - Fluorochromierung von
Hualophila stipulacea.

Zellkategorien des Blaties *

Blatt- Rand- Stielzellen Basis- Spitz-|i§]dze“£ Mittel-

pH zihne| zellen| Normnales | Gequollenes| zallen zellen! Cylo-| Zell- | T1ppe-

| Plasma Plasma ‘Iplasm' kern | Zzellen
40 | +4+ | + ++ +++ -+ — — + —
45 | ++ | + ++ +++ ++ — + —
52 | ++ | F ++ +-+ + — - +— =
57 | + +— -+ +-++ = = — — —
59 | + — a4 +++ — — — — —
6.0 | +— ) — - et = = = | =
62 | — | -- - +4+4 - — | - | = | =
ﬁv!* - - - + 'I' }_ _— - - - b
82 — |- - ++ - = = = =

* Die verwendeten Ausdriicke fiir die verschiedenen Zellkategorien des Blattes
von Halophila stipulacen sind von Dian~evipis {1931) eingefiihrt worden.
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Tabelle 2, pH - Schwellen der Protoplasma - Fluoorochromierung

einiger Siisswasser - Anthophyten.

Myriophyllum sp icatum

‘ Myriophyllum

Hygrophila Vallisneria Cryptocoryne Crypiocoryne - Hygrophila mm_wnmmn Apenogeton
pH Sp- spiralis Haerteliona blasi Alte Zelle Junge Zelle Alte Zelle Junge Zelle verticillatum undulatus®
Cyt Zk Cyt Zk Cyt Zk Cyt Zk Cyt Tk Cyt Zk Cyt Zk Gp Cyt Gp Cyt AN Cyt 7k Gp
iy —
R T S T T = o I S S S S S R AU RS
Y T e M e o I o o o
B - NI R Rk S K R R T T o e e = S A S A A S
5 M +++ +++ +++ ++4+ ++r ++4+ +++ +++ +++ +++ +++
B e . .
7 B o e e k= T IS U R +4+ ++4O + 44
C
<
Ep 4+ 44 F 4t o+t ++ o+ + ++ e G
AR ++ 4+ + ++ ++ ++ ++ +++ -+ ++ ++ +++ B
61 IR +++ +++ + ++ +4++ +++ ++ +++ ++ + 4+ +++ +++ Z
M S R N B = S e e e e T It SR B S o £
w J—
z + ++ A+ 4 At + ++ ++ S 444
- N =
Ep 4 - + ++ + o — + + ++ S
AR+ ++ +— + ++ + ++ — + + ++ > =
65 IR ++ 4+  +— 4 N +a + ++ 4+ 44+ o
M +4+ +++ + + R e ++ +4+ g
- [ o
Z R e i+ — + + ++ 8
S - . m
Ep — + — — +— + +— + — — — + - ®
AR — + — — +— + +-— + — — — + c
67 IR+ Ft - = + 44 b+ — + + +4+ Z
M + ++ - = - 4 + o+ — o+ + 4 S
Z — — ++ + +++ — — — + 8
=)
- m
Bp - — - - - - - — - — - =
AR — — — — — — — + — — — - X
6,9 H__ﬁmw — 4 — — —_— H — H — — — H W
Z — — ++ — ++ — — — +— 3
o
7,0  Ep — — — — — J— — _— —_ — — —
‘ AR — — _ — — — — — — — — —
bis IR _ _ - — l _ - _ - _ - -
7,2 M — —_ —_— _ — _ — — _ _ —_ —_
Z —_ — _ — — — _— —_ —
-~
Ep-—Epidermis, AR = Aussenrinde, 1R = Innenrinde, M = Markzellen, = Blatt, % = alle Zellen, die griin fluoreszieren,  Cyt = Cytoplasma,  Zk = Zellkern, Gp = Gequollenes Plasma. .

*“Dig Epidermiszellen der oberirdischen Teilen von Aponogeion wndulatus sind mit einer dicken Kutikula bedeckt. Da der Farbstoff stark innerhalb der Zellwinde ges
Die Uraninschwellenwerte wurden fir die Zellen der unterirdischen Teilen und der Mesophyllzellen, die arm an Plastiden sind, festgestellt.

nommen Sworden.

w%_s; wird, ist er vom Protoplasma der Epidermiszellen nicht &
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Unteschiede hinsichtlich der Uraninschwellenwerte wurden nicht
nur zwischen den einzelnen Pflanzen, sondern sogar zwischen den ver-
schidenen Zellkategorien ein und derselben Pflanze beobachtet. Bei den
Siisswasser - Anthophyten liegen die Uraninschwellenwerte der Epi-
dermis - und der AufBlenrindenzellen niedriger in der pH - Skala als
der Mark - und der Innenrindezellen (z. B. Hygrophila gigadea, Hygro-
phila sp., Vallisneria spiralis, Tab. 2).

Bei dem Meeres - Anthophyten Halophila stipulacea sind die Unter-
schiede der Uraninschwellenwerte der verschiedenen Zellkategorien des
Blattes deutlich (Uraninschwellenwerte: Blattzdhne zwischen pH 6,0
und 6,2, der Randzellen zwischen pH 5,7 und pH 5,9, der Stielzellen zwi-
gchen pH 5,9 und pH 6,0 und Basiszellen zwischen pH 5,7 und pH 5,9).

Bei allen untersuchten Pflanzen wurde ein unterschiedliches Ver-
halt.n der jungen und der ausgewachsenen Zellen dem Na - Fluorescein
gegeniiber festgestellt. Die jungeren Zellen wiesen immer hiher Uranin-
schwellen auf als die alten (Hygrophila gigadea: junge Zellen zwischen
pH 6,7 und 6,9, alte Zellen zwischen pH 6,5 und 6,7, Myriophyllum spi-
catum: junge Zellen zwischen pH 6,7 und 6,9, alte Zellen zwischen pH
6,5 und 6,7). Das obengenannte Verhalten ist schon erwihnt (vgl. STruG-
GER 1938, Honserr 1959, Horier, ZiEciEr und Lumax 1962a, b,
ZiegLeEr und Lunaw 1963, Tseros 1965, DianneLipis und TsERos
1968). Es wurden Unterschiede zwischen dem Cytoplasma und dem
Zellkern ein und derselbe Zelle heobachtet. Wenn ein Unterschied zwi-
schen dem Cytoplasma und dem Zellkern bestand, dann zeigte der Zell-
ker hohere Uraninschwellenwerte als das Cytoplasma (vgl. HOrLER,
Z1ieGLER und Luaan 1962a, b, Zircrer und Lunax 1963, DiANNELIDIS
und Tsekos 1968).

Die starke Griinfluoreszenz des gequollenen Plasmas einiger Zellen
(DBRiNG - Phiinomen) bei pH - Werten, wo die normalen lebenden Zellen
keine sekundire Griinfluoreszenz anfwiesen, muss aul die Anionen -
- Permeabilitit des Plasmalemmas der nekrotischen Zellen beruhen (vgl.
DianveLinis und Tsexkos 1968),

Viele Markzellen der Siigswasser - Anthophyten befanden sich in
Tonoplastenstadien. Die Tonoplasten fluoreszierten intensiv griin und
gogar in pH - Werten, bei denen das Cytoplasma der normalen lebenden
Zellen keine Griin - Fluoreszenz zeigten (siehe auch DiaxNELiDIS und
Tsekos 1968, Abb. 6). Daraus geht hervor, daB die Anionen des Na -
Fluoresceins durch die Tonoplastenmebram permeieren (vgl HSFLER
1952, Burian 1962a, b, TseEros 1967).

Die Zellwinde der Zellen von Epidermis, Festigungsgewebe und
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Tracheen zeigten Gelbfluoreszenz, deren Inlensitit unabhingig vom
pll - Wert der verwendeten Iarbstoff - Pufferlsungen war. Hier mul
eine festere Bindung chemischer Natur zwischen Na - Fluorescein und
bestimmten Substanzen der Zellwand vorliegen. Elektroadsorption
mub ausgeschlossen werden, weil bei einer Elektroadsorption mit der
Erhéhung des pH - Wertes infolge einer stirkeren Farbstoff - Disso-
ziation eine Zunahme der Fluoreszenz - Intensitat statifinden sollte.
Es wurde intensive Griinfluoreszenz der Assimilations - und der
Reservestarkekorner beobachtet (Reservestiirkekorner gibt es in den
Markzellen des Stengels und der Wurzel der Siisswasser - Anthophyten
zu sehen). Die Assimilalations - Starkekoérner leuchteten griin nur beim
pH - Bereich, wo auch das Protoplasma zur Uranin - Sreicherung fahig ist
(vgl. ZiEcrLER 1960, DianweLiDis und TseExos 1968). Die Reservestarke-
kérner fluoreszierten griin noch bei pH - Werten, bei denen das
Protoplasma keine sekundére Griinfluoreszenz zeigte (vgl. ZiecLER 1960).

Meinem Lehrer, Herrn Prof. Dr. Th. Diawwervipis, danke ich fiir
die Anregung und Unterstiitzung zu dieser Arbeit. Danke auch dem
Herrn Dr. [. TseEkos fiir die Hilfe bei der Durchfithrung der Versuche.

Zusammenfassung

Es wurden die pH - Scwellen der Uraninfirbarkeit des Protoplasmas
1 Meeres - und 8 Siisswasser - Anthophyten festgestellt. Es zeigte sich
folgendes:

1) Fir die Siisswasser - Anthophyten lagen die Uraninschwellen
gwischen pH 6.0 und pH 7.2 und fiir das Meeres - Anthophyt Halophila
stipulacea zwischen pH 5,7 und pH 6,2.

2) Die Markzellen wiesen hohere Uraninschwellen auf als die iibri-
gen Zellen. Der Zellkern wies hohere Uraninschwellenwerte auf als das
Plasma.

3) Die verschiedenen Zellkategorien des Halophila - Blattes zeigten
verschiedene Uraninschwellenwerte.

4) Die junge Zellen zeigten immer hohere Uraninschwellenwerte
als die alte.

5) Gequollenes Plasma fluoreszierte intensiv griin auch bei pH -
- Werten, bei denen das Protoplasma der normalen, intakten Zellen
keine griine Fluoreszenz aufwies. Bei sehr hohen pH - Werten ist eine
starke griine Tonoplasten - Fluoreszenz zu erkennen.

6) Die pH - Schwellen der Assimilationstirke sind mit denen des
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Plasmas identisch, wahrend die pH - Schwellen der Reservenstarke hoher
lagen als die des Plasmas.

Summary

The pH threshold values obtained through Na - fluoresceine staina-
bility, were defined in eight (8) fresh - water and one (1) marine Antho-
phyta. The experiments resulted in the following data:

1) Fresh - water Anthophyta yielded pH threshold values of Na -
- fluoresceine between 6,0 and 7,2. The marine Anthophyte Halophtla
stipulacea showed a variation of pH values between 5,7 and 6,2.

2) Pith parenchyma cells of fresh - water Anthophyta showed
usually higher threshold values of Na - fluoresceine than the rest of
cells. Within a given cell the nucleus had always higher pH values in
comparison with the cytoplasm.

3} The various categories of cells studied in Halophila stipulacea
leaves appeared different in pH values.

4) Young cells showed always higher threshold of pH values staina-
bility than old ones,

5) Swollen plasma was strongly green fluorescent at those pH values
al which normal cells did not show any fluorescence. A few cells of fresh -
-water Anthophyta were at the toneplast stage, showing a sirong green
fluorescence at very high pH values.

6) The pH values of Na - fluoresceine found at the assimilating
starch grains are in coincidence with those of the protoplasm, whereas
the corresponding values of storage starch grains appeared higher than
the observed at the protoplasm.

Hepidnyng

Kofuwptclnoav ta Gpe pH ypdoews 1ol mpwromhdopates ik ti¢ Na -
grovepeonstvng dxtd (8) avlopbrav yhuxéwy H8dTwy xal évdg (1 0xhaaaiov
elagitou. "Edelylnouv td dwdrouba:

1Y Ta avBdgura té@v yruxtwy H8atwy dvepavilov Splx pH plovepeonstvns
petaly Ty npdy pH 6,0 xai pH 7,2, Té Ocrdoaiey dvBépurey Halophila
peTabl Ty mpdv pH 5,7 nai 6,2

2) Eig ta avBépurta tév yhuxdwy S8ty T wiTrtage Thg dveptavrg E8el-
xvuoy Tavtote Uymrdtepa Eota pH ghovopeouncivig &v oyfost mpbg Ta Aoumd xhT-
Tope. Kard wovdva Evrde tvde xal tob adTolb xuttdpou & muphy évepavile Sm-
hotepe Bt pH ghouvopeoncivig ) 6 mhdape.
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3) Al Sukpopor xavnyoplar xuttapwv tol plikou tHg Halophila £3ei-
wuov Supopx Sore pH  phouopeoxetvyg.

4) Ta veupd whrrepe Edcbuvuoy mdvrore Gge pH ypdioews WYmhdrepa
TEV HALLWREVWY.

5) Awywwpbvoy mrdoun Eplicilev &vrovov mpdowov eic mipdag pH, =g
Tag dmotug T mpwTéTAxoua TGV Quotohoyedv xutTdpv 88y Evepdulev plo-
propév. Mepued wivrapn tdv dvBopitwy Tdv yAuxéwy G8dTuv ebptonovro
els otadiov TovomhaaTtdv, ol émoter dpldpilov Evrovov mpacwov elg Moy G-
rag mipke pH.

6) Ta 8pwx pH phovopeanelne Tdv dpopoiwTindy AUVAOXOKKWY SUW-
nimrouy ut adrd Tol mhdouuTos, VG THY ETOTHMWIEVTIHGY AUVROKEKKWY KELV-
Tt SYmrdrepov Tév pH dplwv ol mhasuaros.
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