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Gewinnung isolierter Zellen aus pflanzlichen Geweben durch 
Pektinasewirkung. 

Vort R,  BAUCH und H.  J.  OVERBECIK. 

I~it 2 Textabbildungen. 

Das fibliche Schnellverfahren zur Feststellung von 
Chromosomenzahlen in Wurzelspitzen, die Behand- 
lung mit kochender Karminessigs~iure nach HEITZ, 
bewirkt neben der F~irbung eine gewisse ~azeration 
der Zellverb~inde. Die durch die S~iurebehandlnng er- 
zielte Lockerung des Zellgeffiges reicht im allgemeinen 
aus, vm dutch einen Druck auf das Deckglas ffir Z/ih- 
lungen geeignete Einzelzellen oder kleinere Zellkom- 
plexe zu erhalten. In vielen F~illen ist abet die Zer- 
legung des Gewebes in Einzelelemente noch reeht nit- 
vollkommen und selbst mehrmaliges Aufkochen mit 
Karminessigs~i~re ffihrt z~t keinen besseren Ergeb- 
nissen. Der Wunsch, eine Zerlegung der Wurzel- 
spitzen bis zu den einzelnen Zellen durchzuf/ihren, 
veranlal3te uns, Fermente als Mazerationsmittel zu 

Hauptbestandteile Pektinasen sind, das aber auch 
noch kr~iftige Proteasen enth~ilt (OPPENHEIMER, p. 
523), Zur Lfs~ng der Enzyme wurden etwa o,5 g der 
Substanz 24 Stunden lang mit Ioccm Wasser bei 
Zimmertemperatllr digeriert und nach Filtration ver- 
wendet. Legt man frische oder mit Alk0hol-Eisessig 
fixierte Wurzeln in eine derartige Lfsung ein, so ist 
nach dreistfindiger Betlandlung die Lfsung der Pektin- 
Mittellamelle bereits so weir vorgeschritten, dab ein 
leichter Druck auf das Deckglas genfigt, um die Wur- 
zeln in einen Brei yon Einzelzellen zerfallen zu lassen. 
Fiir die Karminessigs~uref~irbung zerteilt man die 
Wurzeln zweckm~il3ig mit Nadeln im Farbtropfen 
m6glichst klein, kocht unter dem Deckglas auf und 
zerdriickt dann das Gewebe. Durch diese Zerteilung 

Abb. I. Zwiebelwurzel. 3 S t u n d e n  m i t  Fi l t ragol  behandel t ;  
Karminessigsguref~irbung. Die Gewebe s ind e inschicht ig  aus- 

gebrei tet .  Ob jek t iv  3, Okular 2. 

verwenden. Fiir diese Zwecke kamen in erster Linie 
Zellulasen und Pektinasen in Frage. Derartige Fer- 
mentpr~iparate sind yon der pharmazeutischen Indu- 
strie tells fiir medizinische, tells ffir technische Zwecke 
in den Handel gebracht worden. Als Zellulase wurde 
das ,,Luizym" des Luitpoldwerkes Miinchen, als Pek- 
tinase das ,,Filtragol" yon Bayer-Leverkusen geprfift. 
Das Zelhflasepr~iparat erwies sich ffir unsere Zwecke 
als ungeeignet. Selbst bei jfingsten Wurzelmeristemen 
konnte mit ihm keinerlei Lockerung des Gewebezu- 
sammenhanges erzielt werden. Dagegen war es mit 
dem Pektinasepr~iparat ohne besondere Schwierig- 
keiten mfglich, das Gewebe v611ig zu erweichen. Wir 
verffigen jetzt fiber zweij~ihrige Erfahrung mit dieser 
Methodik und glauben, dab dadurch die Schnellver- 
fahren zur Chromosomenz~ihlung nicht nut in schwie- 
rigeren F~illen, sondern ganz allgemein vereinfacht 
werden k6nnen. 

F i 1 t r a g o 1 wird ffir technische Zwecke der lV[ost- 
bereitung verwendet, um die in der Obstsaftkelterei 
h~ufig unangenehm auffretenden Pektintrfibungen zu 
beseitigem Das technische Pr~iparat besteht aus fein 
zerkleinerten Pflanzenteilen, auf denen besonders ak- 
rive Rassen yon Aspergillus niger kultiviert worden 
sind. Es stellt also ein Enzymgemisch dar, dessen 

Abb. 2. Zwiebelwurzel.  Gleiche Behandlung.  Kern- 
s t ruk tu ren  werden dutch  die Fermente n ich t  gesch~idigt. 

Objek t iv  6, OkuIar 2. 

vermeidet man, dab sich mehrere Zellschichten iiber- 
einander legen (Abb. i.) Die Filtragol-Behandlung 
st6rt die Klarheit der zytologischen Details in keiner 
Weise (Abb. 2). Auch die im Prfiparat vorhandenen 
Proteasen machen sich bei einer derartig kurzzeitigen 
Behandlung nicht weiter st6rend bemerkbar. Die 
Innehaltung eines bestimmten pH-Wertesist ffir unsere 
Zwecke nicht erforderlich. Ffir die Pektinasen ist zwar 
ein pH-Wert yon 6,o optimal, aber die fixierten Wur- 
zeln bringen geniigend S~iure mit, um die Lfsung der 
Mittellamelle zu gew/ihrleisten. Uberdies tritt diese 
L6sung auch im neutralen und leicht alkalischen Be- 
reich ein, erfordert nur eine etwas liingere Dauer der 
Einwirkung. Die Filtragolbehandlung 1/iBt sich, wenn 
man vorfixierte Wurzeln verwendet, sogar noch ab- 
kfirzen. Nach �89 bis istfindigem Aufenthalt in der 
L6sung sind die Wurzeln geniigend mit dem Ferment 
durchtr~inkt. ~bertr~gt man sie dann in Wasser, so 
l~iuft die enzymatische Spaltung weiter und ffihrt 
etwa in der gleiehen Zeit zur Erweichung der Ge- 
webe wie bei dauernder Einwirkung der Ferment- 
16sung. Die Filtragollfsung trtibt sich bei l~ngerer 
Aufbewahrung leicht dutch bakterietles Wachstum. 
Die pektinlfsende Wirkung leidet darunter abet 
nicht. Noch io Tage alte L6sungen, die bereits 
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stark getrfibt waren, gaben uns zufriedensteltende 
Wirkung. 

Wie spezifisch die Filtragolbehandlung die Pekti- 
nasen zur Wirkung kommen l~13t und wie welt die 
Proteasen dabei zur/icktreten, ergibt sich am besten 
aus der Tatsache, dab lebende Wurzelspitzen durch 
die Behandlung nicht nennenswert in ihrer Wachs- 
tumsintensit~it gest6rt sind, trotzdem sie vollstiindig 
erweicht sind und unter  dem Deckglas in einen Zell- 
brei zerfallen. Nach ~bertragung in Wasser bleiben 
die Meristemteile noch etwa 3 Tage lang deut!ich er- 
weicht, his die Wirkung der Pektinase bet dem wei- 
teren Wachstum der Wurzel nachl~iBt. Es bietet sich 
bier also eine einfache und schonende Methode, um 
lebende Zellen fiir experimentelle Zwecke in gr6geren 
3/iengen aus Geweben zu isolieren. Wie wenig die Be- 
handlung die Zellen in ihrem Stoffweehsel st6rt, ergibt 
sich am besten aus der Tatsache, dab die Protoplasma- 
str6mung yon Tradescantia-Staubfadenhaaren selbst 
bet 24 stiindigem ,Aufentb_alt in der Stammlbsung un- 
ver~tndert abl~iuft. 

Filtragol wirkt nicht  nur bei zarteren Wurzelspitzen 
und SproBmeristemen, sondern erweicht auch jiingere 
Blattstiele und SproBteile. So lieBen sich iunge 
Sprosse yon Paeo~r Aqzdlegia und P~'imula leicht 
in Einzelzellen zerlegen. Dabei t/bsten sich zuerst die 
5Iarkzellen voneinander, w~ihrend Rinde und Leit- 
btindel nach 3stiindiger Einwirkung noch test geblie- 
ben waren. Eine 24stiindige Behandlung ftihrte aber 
auch bet diesen resistenteren Geweben zur Aufhebung 

des Gewehezusammenhaltes. Dagegen war es bei aus- 
gewachsenen Organen, Sprossen und Bl~ittern, selbst 
bet l~ingerer Behandlung, nicht m6glich, Einzelzellen 
zu erhalten. Hier dtirften die Mittelamellen bereits 
weitere chemische Ver~inderungen erlitten haben, die 
die L6slichkeit der Pektinlamelle herabsetzen. 

Neuerdings verwenden wir an Stelle des technischen 
Pr~iparates einen Fermentauszug, der uns seitens der 
Herstellerfirma entgegenkommenderweise zur Verfti- 
gung gestellt wurde. Er wirkt in der gleichen Weise 
wie das technische Prgparat. 

Z u s a m m e n f a s s u n g .  

Die Isolierung yon Einzelzellen aus jugendlichen 
lebenden oder fixierten pflanzlichen Geweben gelingt 
leicht dutch L6sung der Mittellamelle mit Pektinasen. 
Eine 3st/indige Filtragol-Behandlung reicht aus, um 
den Zellverband so weitgehend zu loekern, dal3 durch 
leichten Druck auf das Deckglas gr6Bere Mengen iso- 
lierter Zellen zu erhalten sind. Diese Vorbehandhmg 
erleichtert das Aufsuchen geeigneter Stadien ftir die 
Chromosomenz~hlung nach den iiblichen Schneltver- 
fahren. Da die Lebensvorg~Lnge in der Zelle durch die 
Behandlung nicht gest6rt werden, erm6glicht dieses 
Verfahren attch die Isolierung lebender Zellen aus dem 
Gewebeverbande. 

A n m e r k u n g : Falls Filtragol derzeit auf dem Han- 
delswege nicht erh~ltlich sein sollte, dfirften Obstsaft- 
keltereien in der Lage seth, die erforderlichen geringen 
Nengen abzugeben. 
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lift. B. CRAN E, Origin of Viruses. (Ursprung vonViren. ) Nature 
155 (I945). - 

Bet Pfropiung der Apfelsorte Lord Lambourne auf 
andere Soften sind zwei AbnormitXten aufgetreten: 
I. die Zweige haben beimWachstum in sich keinen festen 
Halt, so dab schon wenige Frtichte die Zweige fast senk- 
recht nach unten ziehen; 2. die Frfichte werden nur ein 
viertel so grog wie gew6hnlich. Bet ffropfung yon 
Lambourne auf die Sorte Excelsiorentwickelte Lam- 
bourne nur schla{fes Ge~Lst, bet Pfropfung derselben 
Variet~t auf die Sorte Redcoat Grieve entsteht die klejn- 
friichtige Abnormit~Lt. Gleiche Reaktionen treten auf, 
wenn man Lambourne auf andere Sorten pfropft. Verf. 
glaubt, dab die Abnormit~ten auI Viren zurfickzuftihren 
sind, und daf3 diese Viren unmittelbar w~hrend der 
Pfropfung entstanden sind, und zwar durch Eindringen 
yon Proteiuen ether Variet~t in die Zellen der anderen. 
Eine 5~hnliche Erscheinung, die diese Vorstellung stfitzen 
k/3mlte, haben andere Autoren bet Kartofielpfropiungen 
gefunden. Ba~dlow. 

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. (DieHaupt- 
variet~Lten der ~'ichie in Europa, mit einem Beitrag zur 
Theorie einer Waldvegetation w~hrend der letzten Dilu- 
vialvereisnng.) Acta Horti bergiani (Uppsala) 14, 249 
his 342 (I948). 

Die Behaarung der einj~hrigen Triebe der Fichte nimmt 
in Europa yon S nach N zu, umgekehrt nimmt die H~u- 
figkeit ganz kahler Exernplare nach N zu rasch ab, wie 
die Untersuchung yon 38o Populationen (je Ioo Sttick) 
aus ganz Skandinavien, 29 ausde r  Schweiz nnd 75 in 
Skandinavien angepflanzten Herktinften aus Mittel- 
europa zeigte. An SteIle tier irtiheren, ausschlieglich aui 
die Form tier Zapfenschuppen gegri~ndeten Variet~ten 
wird eine neue Gliederung der Art durchgefiihrt, die auch 
die Triebbehaarung berticksichtigt. ]3ehaarte Zweige hat 

der Haupttyp und die nicht rnelar als selbst~ndige Art an- 
erkannte var. obovata (Ledeb.) Fellm., kahle Zweige zwei 
neue Varietaten, die in Mitteleuropa verbreitete vat. gee- 
ma, nicc~ Lindq. mit rhombischen Zapfenschuppen und die 
var. afcti~e Lindq. mit kleineren Zapfen und verkehrt- 
eiitbrmigen Schuppen. Diese Variet~t hat ein eigenartig 
zersplittertes Areal an der Grenze der Fichtenverbreitung 
yon VC-Norwegen bis Kola, das die verschiedensten kli- 
matischen Bedingungen umfagt. Da  ferner eine Reihe 
yon Glazialrelikten dieselbe Verbreitung zeigt, wird nach 
eingehender Diskussion der ScbhB gezogen, dab die Va- 
riet~t ein Glazialrelikt ist, die Fichte also schon im letzten 
Interglazial in Skandinavien gelebt und wohl WMder 
gebildet hat. Sie mug dann, wie eine Auswertung der 
Literatur fiber Pollenanalyse ergibt, ein zweites Mal im 
Sp~ttglazial yon N[itteleuropa her eingewandert sein. Der 
Hauptschub kam abet erst im Atlantiknm yon Finnland 
her fiber die Ostsee. Er verdrSngte die unter dem Nlima 
der Wgrmezeit nicht mehr konkurrenzi~higen Fichten 
ausdem Sp~Ltglazialodersogsieauf. AufdieEinkreuzung  
der aus Mittelenropa starnmenden Fichte der Siideinwan- 
derung dfirite noch die geringe ]3ehaarung der heutigen 
stidskandinavischen ]?ichten zurtickgehen. Die vat, arc- 
rice wurde in ihre heutigen Vorpostenstandorte an der 
Verbreitungsgrenze der Art zurfickgedr~ngt. Gleich- 
zeitig mit der Einwanderung des Haupttyps drang var. 
obovatc~ yon N-Asien her fiber Kola nach N-Skandinavien 
vor. Paul (Bonn), o o  

A. I. LOSS, Gitruskulturen in der OdSSR. Moskau-Leningrad, 
Verlag Selhozgiz, 132 S. 25 Abb. (I947). [Russisch.] 

Das ]3ucla besteht aus dreiTeilen: i, EntsLebung der 
Citrusarten und die Aufgaben ihres Einffihrens, 2. Das 
neue System der botanischen Klassifikation der Gattung 
Citrus. 3. Die Ergebnisse des Einfi~hrens und der SorLen- 
erforschung der Citruskulturen in tier UdSSR. Die wich- 
tigste Aufgabe des Einfiihrens sieht Verf. tin Heran- 
ziehen des ztichterischen Ausgangsmaterials aus n6rdlich- 
sten und besonders hoch in Gebirgen liegenden natfir- 


