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R. Bavcr und H. J. OverBECK:

Der Zichter

(Aus dem Institut fiir Pflanzendkologie der Universitat Greifswald.)

Gewinnung isolierter Zellen aus pflanzlichen Geweben durch
Pektinasewirkung.
Von R, BAUCH und H., J, OVERBECK.

Mit 2 Textabbildungen.

Das iibliche Schnellverfahren zur Feststellung von
Chromosomenzahlen in Wurzelspitzen, die Behand-
lung mit kochender Karminessigsdure nach HErrz,
bewirkt neben der Firbung eine gewisse Mazeration
der Zellverbinde, Die durch die Saurebehandlung er-
zielte Lockerung des Zellgefiiges reicht im allgemeinen
aus, um durch einen Druck auf das Deckglas fiir Z&h-
lungen geeignete Einzelzellen oder kleinere Zellkom-
plexe zu erhalten. In vielen Fillen ist aber die Zer-
legung des Gewebes in Einzelelemente noch recht un-
vollkommen und selbst mehrmaliges Aufkochen mit
Karminessigsdure fihrt zu keinen besseren Ergeb-
nissen. Der Wunsch, eine Zerlegung der Wurzel-
spitzen bis zu den einzelnen Zellen durchzufiihren,
veranlaBte uns, Fermente als Mazerationsmittel zu

Zwiebelwurzel. 3 Stunden mit Filtragol behandelt;
Karminessigsdurefarbung. Die Gewebe sind einschichtig aus-

Abb. 1.

gebreitet. Objektiv 3, Okular 2.

verwenden. Fiir diese Zwecke kamen in erster Linie
Zellulasen und Pektinasen in Frage. Derartige Fer-
mentpriparate sind von der pharmazeutischen Indu-
strie teils fiir medizinische, teils fiir technische Zwecke
in den Handel gebracht worden. Als Zellulase wurde
das ,,Luizym‘ des Luitpoldwerkes Miinchen, als Pek-
tinase das ,,Filtragol’ von Bayer-Leverkusen gepriift.
Das Zellulasepraparat erwies sich flir unsere Zwecke
als ungeeignet. Selbst bei jingsten Wurzelmeristemen
konnte mit ihm keinerlei Lockerung des Gewebezu-
sammenhanges erzielt werden. Dagegen war es mit
dem Pektinasepriparat ohne besondere Schwierig-
keiten moglich, das Gewebe vollig zu erweichen. Wir
verfiigen jetzt iber zweijihrige Erfahrung mit dieser
Methodik und glauben, daB dadurch die Schnellver-
fahren zur Chromosomenzidhlung nicht nur in schwie-
rigeren Fallen, sondern ganz allgemein vereinfacht
werden kénnen.

Filtragolwird fiir technische Zwecke der Most-
bereitung verwendet, um die in der Obstsaftkelterei
hiufig unangenehm auftretenden Pektintritbungen zu
beseitigen. Das technische Priparat besteht aus fein
zerkleinerten Pflanzenteilen, auf denen besonders ak-
tive Rassen von Aspergillus niger kultiviert worden
sind. Es stellt also ein Enzymgemisch dar, dessen

Hauptbestandteile Pektinacen sind, das aber auch
noch kriftige Proteasen enthilt (OPPENHEIMER, p.
523). Zur Lésung der Enzyme wurden etwa 0,5g der
Substanz 24 Stunden lang mit 1occm Wasser bei
Zimmertemperatur digeriert und nach Filtration ver-
wendet. Legt man frische oder mit Alkohol-Eisessig
fixierte Wurzeln in eine derartige Ldsung ein, so ist
nach dreistiindiger Behandlung die Lésung der Pektin-
Mittellamelle bereits so weit vorgeschritten, daB ein
leichter Druck auf das Deckglas geniigt, um die Wur-
zeln in einen Brei von Einzelzellen zerfallen zu lassen.
Fir die Karminessigsiurefirbung zerteilt man die
Wurzeln zweckmiBig mit Nadeln im Farbtropfen
méglichst klein, kocht unter dem Deckglas auf und
zerdriickt dann das Gewebe. Durch diese Zerteilung
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Abb. 2. Zwiebelwurzel. Gleiche Behandlung. Kern-
strukturen werden durch die Fermente nicht geschidigt.
Objektiv 6, Okular 2.

vermeidet man, dafl sich mehrere Zellschichten iiber-
einander légen (Abb.1.) Die Filtragol-Behandlung
stért die Klarheit der zytologischen Details in keiner
Weise (Abb. 2). Auch die im Priparat vorhandenen
Proteasen machen sich bei einer derartig kurzzeitigen
Behandlung nicht weiter stérend bemerkbar. Die
Innehaltung eines bestimmten pr-Wertesist fiir unsere
Zwecke nicht erforderlich. Fiir die Pektinasenist zwar
ein pg-Wert von 6,0 optimal, aber die fixierten Wur-
zeln bringen geniigend Sdure mit, um die Losung der
Mittellamelle zu gewihrleisten. Uberdies tritt diese
Losung auch im neutralen und leicht alkalischen Be-
reich ein, erfordert nur eine etwas lingere Dauer der
Einwirkung. Die Filtragolbehandlung 148t sich, wenn
man vorfixierte Wurzeln verwendet, sogar noch ab-
kiirzen. Nach %- bis rstiindigem Aufenthalt in der
Losung sind die Wurzeln geniigend mit dem Ferment
durchtrinkt. Ubertrigt man sie dann in Wasser, so
lduft die enzymatische Spaltung weiter und fiihrt
etwa in der gleichen Zeit zur Erweichung der Ge-
webe wie bei dauernder Einwirkung der Ferment-
I6sung. Die Filtragollsung tritbt sich bei langerer
Aufbewahrung leicht durch bakterielles Wachstum.
Die pektinlosende Wirkung leidet darunter aber
nicht. Noch 10 Tage alte Ldsungen, die bereits
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stark getriibt waren, gaben uns zufriedenstellende
Wirkung.

Wie spezifisch die Filtragolbehandlung die Pekti-
nasen zur Wirkung kommen 146t und wie weit die
Proteasen dabei zuriicktreten, ergibt sich am besten
aus der Tatsache, dafl lebende Wurzelspitzen durch
die Behandlung nicht nennenswert in ihrer Wachs-
tumsintensitat gestort sind, trotzdem sie vollstindig
erweicht sind und unter dem Deckglas in einen Zell-
brei zerfallen. Nach Ubertragung in Wasser bleiben
die Meristemteile noch etwa 3 Tage lang deutlich er-
weicht, bis die Wirkung der Pektinase bei dem wei-
teren Wachstum der Wurzel nachldfit. Es bietet sich
hier also eine einfache und schonende Methode, um
lebende Zellen fiir experimentelle Zwecke in groBeren
Mengen aus Geweben zu isolieren. Wie wenig die Be-
handlung die Zellen in ihrem Stoffwechsel stort, ergibt
sich am besten aus der Tatsache, daf3 die Protoplasma-
strémung von Tradescantia-Staubfadenhaaren selbst
bei 24 stiindigem Aufenthalt in der Stammlésung un-
verandert abliduft. ,

Filtragol wirkt nicht nur bei zarteren Wurzelspitzen
und SproBmeristemen, sondern erweicht auch jlingere
Blattstiele und SproBteile. So lieBen sich junge
Sprosse von Paconia, Aquilegia und Primula leicht
in Einzelzellen zerlegen. Dabei osten sich zuerst die
Markzellen voneinander, wihrend Rinde und Leit-
biindel nach 3stiindiger Einwirkung noch fest geblie-
ben waren. Eine 24stiindige Behandlung fithrte aber
auch bei diesen resistenteren Geweben zur Aufhebung
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des Gewebezusammenhaltes. Dagegen war es bei aus-
gewachsenen Organen, Sprossen und Blittern, selbst
bei langerer Behandlung, nicht méglich, Einzelzellen
zu erhalten. Hier diirften die Mittelamellen bereits
weitere chemische Verdnderungen erlitten haben, die
die Loslichkeit der Pektinlamelle herabsetzen.

Neuerdings verwenden wir an Stelle des technischen
Priparates einen Fermentauszug, der uns seitens der
Herstellerfirma entgegenkommenderweise zur Verfi-
gung gestellt wurde. Er wirkt in der gleichen Weise
wie das technische Prédparat.

Zusammenfassung.

Die Isolierung von Einzelzellen aus jugendlichen
lebenden oder fixierten pflanzlichen Geweben gelingt
leicht durch Lésung der Mittellamelle mit Pektinasen.
Eine 3stiindige Filtragol-Behandlung reicht aus, um
den Zellverband so weitgehend zu lockern, daBl durch
leichten Druck auf das Deckglas gréfere Mengen iso-
lierter Zellen zu erhalten sind. Diese Vorbehandlung
erleichtert das Aufsuchen geeigneter Stadien fiir die
Chromosomenzihlung nach den iiblichen Schnellver-
fahren. Da die Lebensvorgiange in der Zelle durch die
Behandlung nicht gestdrt werden, ermdéglicht dieses
Verfahren auch die Isolierung lebender Zellen aus dem
Gewebeverbande.

Anmerkung: Falls Filtragol derzeit auf dem Han-
delswege nicht erhaltlich sein sollte, diirften Obstsaft-

keltereien in der Lage sein, die erforderlichen geringen
Mengen abzugeben.
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Allgemeines.

M. B.CRANE, Origin of Viruses. (Ursprung von Viren.) Nature
155 (1945).

Bei Piropfung der Apfelsorte Lord Lambourne auf
andere Sorten sind zwei Abnormitdten aufgetreten:
1. die Zweige haben beim Wachstum in sich keinen festen
Halt, so daB schon wenige Friichte die Zweige fast senk-
recht nach unten ziehen; 2. die Friichte werden nur ein
viertel so groB wie gewdohnlich. Bei Pfropfung von
Lambourne auf die Sorte Excelsior -entwickelte Lam-
bourne nur schlaffes Gedst, bei Pfropfung derselben
Varietat auf die Sorte Redcoat Grieve entsteht die klein-
friichtige Abnormitdt. Gleiche Reaktionen treten auf,
wenn man Lambourne auf andere Sorten pfropft. Verf.
glaubt, daB die Abnormitdten auf Viren zuriickzufiihren
sind, und daB diese Viren unmittelbar wahrend der
Pfropfung entstanden sind, und zwar durch Eindringen
von Proteinen einer Varietidt in die Zellen der anderen.
Eine ahnliche Erscheinung, die diese Vorstellung stiitzen
kénnte, haben andere Autoren bei Kartoffelpfropfungen
gefunden. Bandlow.

B. LINDQUIST, The main varieties of Picea Abies (L.) Karst. in
Europe, with a contribution to the theory of a forest vegetation
in Scandinavia during the last Pleistocene glaciation. (Die Haupt-
varietidten der Fichte in Europa, mit einem Beitrag zur
Theorie einer Waldvegetation wihrend der letzten Dilu-
vialvereisung.) Acta Horti bergiani (Uppsala) 14, 249
bis 342 (1948).

Die Behaarung dereinjihrigen Triebe der Fichte nimmt
in Europa von S nach N zu, umgekehrt nimmt die Hau-
figkeit ganz kahler Exemplare nach N zu rasch ab, wie
die Untersuchung von 380 Populationen (je 100 Stiick)
aus ganz Skandinavien, 29 aus der Schweiz und 75 in
Skandinavien angepflanzten Herkinften aus Mittel-
europa zeigte. An Stelle der fritheren, ausschliefiich aunf
die Form der Zapfenschuppen gegriindeten Varietdten
wird eine neue Gliederung der Art durchgefiihrt, die auch
die Triebbehaarung beriicksichtigt. Behaarte Zweige hat

der Haupttyp und die nicht mehr als selbstindige Art an-
erkannte var. obovaie (Ledeb.) Fellm., kahle Zweige zwei
neue Varietiten, die in Mitteleuropa verbreitete var. ger-
manica Lindq. mit rhombischen Zapfenschuppen und die
var. avctice Lindq. mit kleineren Zapfen und verkehrt-
eiformigen Schuppen. Diese Varietat hat ein eigenartig
zersplittertes Areal an der Grenze der Fichtenverbreitung
von W-Norwegen bis Kola, das die verschiedensten kli-
matischen Bedingungen umfat. ‘Da ferner eine Reihe
von Glazialrelikten dieselbe Verbreitung zeigt, wird nach
eingehender Diskussion der SchiuB gezogen, dafB die Va-
rietitein Glazialrelikt ist, die Fichte also schon im letzten
Interglazial in Skandinavien gelebt und wohl Walder
gebildet hat. Sie mufBl dann, wie eine Auswertung der
Literatur iiber Pollenanalyse ergibt, ein zweites Mal im
Spitglazial von Mitteleuropa her eingewandert sein., Der
Hauptschub kam aber erst im Atlantikum von Finnland
her iiber die Ostsee. Er verdrangte die unter dem Klima
der Warmezeit nicht mehr konkurrenzizihigen Fichten
aus dem Spatglazial odersog sie auf. Aufdie Einkreuzung
der aus Mitteleuropa stammenden Fichte der Siideinwan-
derung diirfte noch die geringe Behaarung der heutigen
siidskandinavischen Fichten zuriickgehen. Die var. arc-
#ica wurde in ihre heutigen Vorpostenstandorte an der
Verbreitungsgrenze der Art zuriickgedrangt. Gleich-
zeitig mit der Einwanderung des Haupttyps drang var.
obovata von N-Asien her iber Kola nach N-Skandinavien
VoI, Paul (Bonn). oo

A. 1, LUSS, Citruskulturen in der UdSSR. Moskau-Leningrad,
Verlag Selhozgiz, 132 S. 25 Abb. (1947). [Russisch.]
Das Buch besteht aus drei Teilen: 1, Entstehung der
Citrusarten und die Aufgaben ihres Einfithrens, 2. Das
neue System der botanischen Klassifikation der Gattung
Citvus. 3. Die Ergebnisse des Einfiilhrens und der Sorten-
erforschung der Citruskulturen in der UdSSR. Die wich-
tigste Aufgabe des Einfithrens sieht Verf. im Heran-
ziehen des ziichterischen Ausgangsmaterials aus nérdlich-
sten und besonders hoch in Gebirgen liegenden natiir-



