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Uber das Sichelstadium des Nucleolus.

Schon Howrmmster, dem wir eine grundlegende Untersuchung ") iiber die Ent-
wickelung des Pollens verdanken. war es aufgefallen, dass in den Pollenmutterzellen
von Tradescantia die Nucleolen auf gewissen Entwickelungsstufen die kreisrunde
Form verlieren und als lianglich runde massen eines sehr dichten Schleimes erschei-
nen. Derartige Nucleolen sind dann spiter von Taner ?) bei den Pollenmutter-
sellen von THemerocallis fulva aufgefunden worden. Ausser dem fast konstanten
Vorkommen von Vacuolen konstatirte Tawer bei den betreffenden Nucleolen noch
eine zwelte Eigm'nzhilnﬂicl1keit, in sofern alg sie im Gegensatz zu 1hrem fritheren
Verhalten nicht mehr mit Methylgriin zu tingiren waren ?). Tancw findet. dies
Verhalten der Nucleolen um so auffilliger, als sie die Fihigkeit, sich mit Carmin
wu farben, in diesem Stadium nicht verloren haben.

Fast gleichzeitig mit Taxen hat STRASBURGER seine Aufmerksamkeit auf die
fraglichen Korperchen gelenkt!). Der Umstand, dass die von Taxern als Nucleolen
aufgefassten Gebilde sich in tinktioneller Hinsicht anders als gewdhnliche Nucleolen
verhalten, ferner die Entwickelungsgeschichte der betveffenden Korperchen bestimmten
Sreaspumanr fir die Ansicht, dass -es sich hier iiberhaupt nicht um Nucleolen
handelte, sondern dass die [raglichen Gebilde einen bis dahin {iberschenen Bestand-
theil des Kerns der Pollenmutterzellen repriisentirten, fiir welchen SrrAsBURGER
den Namen Secretkdrperchen einfilhrte 9. Es stellte sich heraus, dass derar-
tige Secretkirperchen nicht nur bei den untersuchten Monocotylen, sondern auch bei

den Dikotylen, den CGiymnospermen und den Pteridophyten (Equisetum) nachge-

Yy HowMeIsTER, Uber die Entwickelung des Pollens, Botan. Zeit 1848 Sp. 425,
) TaxgL, Die Kern- und Zell-theilungen bei der Bildung des Pollens von Hemerocallis fulva,
Denkschriften d. kaiserl. Ak, d. Wissensch, Mathem. naturw. Classe. Bd. 4. Abth II, pag. 63.

® 1. ¢, pag. 67.
) SrraspURGER, Ueber den Theilungsvorgang der Zellkerne nnd das Verhdltniss der Kern.

theilung, Arch. f. mikroskop. Anatomie, Bd XXI, pag. 476—>590.
3 1. c. pag. 482.
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wiesen werden konnten !). Bei den Equiseten waren sie in den Sporenmutterzellen
zu sehen, bel den Samenpflanzen dagegen ausschliesslich in den Pollenmutterzellen.
Der Umstand, dass in den sich zur Theilung anschickenden Pollenmuliterzellen das

Secretkdrperchen angeblich in's Cytoplasma hinausgestossen wird, giebt STrRASBURGER

Veranlassung, die Frage aufzuwerfen, oh nicht das Secretkirperchen mit denjenigen
Aussonderungen, die mit dem Reifender Geschlechtsprodukte verbunden sind, ekvi-
ralent wire ®), ohne jedoch in diesem zu einer bestimmten Ansicht zu gelangen.

Ziwei Jahre spiiter hat Srrasvurcur wieder dem SE%L’I‘C‘Lkiil‘]')t—‘l'(:]](.‘l)- seine Auf-
merksamkeit gewidmet %),  FEr giebt jetzt zu, dass das Secretkorperchen doeh mdog-
licherweise in irgend einem Verhiltniss zur Nuecleolarsubstanz stehe, allein da di-e
betreffenden  Gehilde durch die Zeit ihrer Bildung, den Ort ihres Auftretens und
zum Thell auch durch ihre Reactionen voun den gewshnlichen Nucleolen abweichen,
werden sie als Gehilde sud generis aufgefiihrt und mit dem Namen Nebenkern-
korperchen, Paranucleolus helegt ).

Die Richtigkeit der Srraspurcirschen Auffassung wurde indessen bald von
verschiedenen Seiten bestritten. So behauptete GuieNakn %), gestiitzt auf die Reac-
tionen und das sonstige Verhalten des Paranucleolus, dass derselbe nichts anderes
sel, als das in Auflosung hegriffene Kernkarperchen. Zu derselhen Ansicht ge-
langte auch Zacuarias®), der in iherzeugender Weise die nucleolare Natur der als
Secretkorperchen und Paranucleolus aufgefiihrten Gebilde nachwies. Die von Srras-
BurGER heobachtete Ausstossung des Paranucleolus in’s Cytoplasma ist nach %acua-
rias darauf zurtickzufiihren, dass bei der Fixirung oft ein Platzen des Zellkerns
stattlindet, wobei der Nucleolus und der tibrige Inhalt ausgeschleudert wird 7).

In der That hat Srrassurcur auch spiter seine Ansicht iiher die specifische
Natur des Paranucleolus [allen lassen und denselben als echten Nucleolus aner-
kannt ¥).  Unbeantastet blieh dagegen die von ihm, Tanen und Howmuisiur kon-
statirte Thatsache, dass allgemein in den Pollenmutterzellen die Nucleolen auf ge-
wissen lintwickelungsstulen an die Peripheric des Kernes riicken und sich hier
als linsférmige Massen dicht an der Kernwandung ausbreiten. Diese Frscheinung
erhielt ein ganz neues Intresse, als von Zimmermaxy ?) die Entdeckung g‘emm_-.h-l'
wurde, dass gich auch in den weiblichen Sexualanlagen und zwar zu oang .t'-utsprP-

+ v et 14 e Torodino abaniele 11 i )
chender Zeit analoge Vorginge abspielen. In dem primiren Embryosackkern

N Loe pag. 501—504.

1. pag. 5OG,

) STRASBURGER  Die Konfroversen der indirekten Kerntheilung, Arvch. f. mikroskopische
Anatomie, Bd NXIII pag. 246—305, -

) Die Kontrov. d. indir, Theil. pag. 270.

B GuieNarn, Recherches sur la structure et la division do noyau cellulaire chez les végétanx,
Ann, des seienc, nat. Botan. Sér. 6, 1. XVII N:o 1, pag. -

% %,\(JHI‘RI,\H, Uber den Nucleolus, Botanische Zeit. 1885,

) Uber den Nucleolus, Bot. Ztg. 1885 Sp. 262 und Sp. 282,

") Histologische Beitriige, Heft 1, pag. 88.

) ZauMERMANN, Uber das Verhalten der Nucleolen wiithrend der Karyokinese (Beitridge zur
Morphologie und Physiologic der PAanzenzelle, Bd TI, Heft 1.)
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riickt namlich, unmittelbar vor der ersten Theilung, der Nucleolus an die Peri-
pherie des Kernes, wo er als lins- oder vielmehr calotten-formiger Korper eine
Zeit lang liegen bleibt. Von Zimmurmany wurde darauf hingewiesen ), dass sich
dieser Vorgang, der in ganz analoger Weise in den minnlichen und den weiblichen
Sexualanlagen verlauft, gerade zu der Zeit abspielt, wo nach den Untersuchungen
von Overron %) und Guienarp ) die Reduktion der Chromosomen stattfindet. Von
Zimmermany  wird daher die Vermuthung ausgesprochen, dass diesem Vorgange
irgend welche tiefere Bedeutung zukomme, ohne dass es doch gegenwiirtig moglich
wire, diese Bedeutung genau anzugeben ). Da die Nucleolen in diesem Stadinm
auf dem Querschnitte eine gewisse Ahnlichkeit mit einer Mondsichel besitzen, wird
dasselbe von Zimmermasy als Sichelstadium bezeichnet ?).

Die Berechtiguing der sochen referivten Ausfiihrungen von Ziumurmans sind
von Srrassumerr und seinen Schiilern energisch bestritten worden. [Ein Paar
Monate nach der Verdffentlichung der Zimmermannschen Arbeit erschien aus dem
Bonner Institute eine vorldulige Mittheilung «Uber Nucleolen und Centrosomens,
deren Autor, H. J. Humrursy 9, dic von Zimmeraany heschrichenen sichelformigen
Gebilde einfach auf durch ungeniigende Fixirung erzeugte Kunstprodukte zuriick-
fithren will. Humrngey grindet diese Auffassung dwrauf, dass an Alkoholmaterial
von Ceratozania sowohl die Kerne der Antherenwandung wie die des sporogenen
Gewebes derartige Substanzansammlungen aufzeigten, und zwar fanden sich die
sichelformigen Korperchen immer aul der von der Oberfliche des Pollenfaches
abgewandten Scite, der Richtung entsprechend, in welcher die fixirende Fliissigkeit
vordrang. Die an der Kernwandung angesammelte Substanz soll sich nach Hun-
rarEY gegen Tinctionsmitteln anders als Nucleolarsubstanz verhalten, in dem sie
mit Fuchsinjodgriin cinen rothvioletten Farbenton annimmt. Aus diesen Umstin-
den schliesst Humphrey, dass die fraglichen Substanzansammlungen, die mit den
Sichelkorperchen Zinumermanns identisch  sein sollen, nicht ans Nucleolarsubstanz
hestehen, sondern dass hier ein durch schlechte Fixirung entstandenes Gemisch von
Chromatin und ‘Nucleolarsubstanz vorliege 7).

Der Humenrevschen Mittheilung folgte dann bald eine Arbeit von StTraspun-
cur selbst 8), worin der Autor zu verschiedenen Tagestragen der Zellkernforschung
Stellung nimmt. In Bezug auf das sogenannte Sichelstadium des Nucleolus behaup-

4 1. 2.

?) On the reduction of the Chromosomes in the Nuclei of Plants (Annals of Botany, 1893,
Vol. VII N:o 25).

" Nouvelles études sur la fécondation (Annales d. sc. nat. Botan. ~Sér. 7. T, 14, p. 163.

4 1. e p. 8

1 o pod .

% H. J. HUuMPHREY, Uber Nucleolen und Centrosomen, Berichte der deulsch. botanischen
Gesellsch. 1884, p. 108.

D L ¢ pag. 112,

# Karyokinetische Probleme, Jahrhiicher Fir wissenschaftl. Botanik, BANXVILL Helt 1, p. 151,

|
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tet SrrAsBURGER '), dass auf' diesem Gebhicte verschiedene Erscheinungen nicht
hinldnglich aus eimander gehalten wurden, und dass sich aus diesem Umstande der
Widerspruch der Angaben zum Theil erklirt. FKinerseits soll es ndmlich in den
Pollenmutterzellen zur Zeit der Prophasen gar nicht selten vorkommen, dass unter
dem Einfluss des Fixirungsmittels der Nucleolus gegen die Wandung getrieben
wird, sich an derselben abflacht und dann mehr oder weniger sichelformig er-
scheint. Dasselbe geschalh nach Srrassurcer in den von Ziumsrmany beobach-
teten Embryosackkernen; der durch das Fixirungsmittel erzeugte Druck soll unter
Umstinden so stark werden konnen, dass ein Theil oder die gesammte Substanz
des Nucleolus nach aussen gepresst wird. Dies erklirt nach Srraspurcrr, warum
der Nucleolus in solchen Priijparvaten als ganz schmale Sichel sich zeigen, in
manchen Kernen auch ganz fehlen kann. — Andererseits findet man oft — ich
referire fortwithrend die Ausfiihrungen von Srrassuraur —- Substanzansammlungen,
die durch ihre konstante Lage zu der Richtung, in welcher die fixirende Fliissigkeit
vordrang, sich als durch ungentigende Fixirung entstandene Artefacte kundgeben.
Solche sichelformigen Substanzansammlungen findet man nach Srrassurerr nicht nur
in den Pollenmutterzellen, sondern auch in den jugendlichen Geweben der Anthe-
renwandung und in anderen jungen Geweben, deren Kerne gegen Reagentien be-
sonders empfindlich sind. Die grosse Empfindlichkeit dieser Kerne soll durch den
Chromatinreichthum ihres Kernsaftes hedingt sein; hieraus soll sich auch die tine-
tionellen Eigenthiimlichkeiten der sichelférmigen Kérperchen erklidren.

In einer spiteren Abhandlung *) hat Humparry seine frithere Ansicht dahin
modificirt, dass die sichellérmigen Gehilde wohl ausschliesslich aus Nucleolarsub-
stanz bestehen, dass sie aber ihre Form und Lage elner ungleichmiissigen Fixirung
verdanken. In gut fixirtem Material von verschiedenen Pfanzen konnte Hunrnney
niemals derartige Gebilde auffinden, demgemiss werden sie von Iumrngey als
Kunstproducte ohne jede Bedeutung hetrachtet ).

T Frithjahr 1895 unternahm ich, auf den Vorschlag des Herrn Prof. Zimmer-
mann, cine Untersuchung iiber den primiven Embryosackkern wmit besonderer
riicksicht auf das Sichelstadium des Nucleolus, das hei den weiblichen Sexualan-
lagen von ZinmmerMANN nur hei Lilium Martagorn beobachtet war. s gelang mir
hald, dag typische Sichelstadium hei einigen Liliaceen nachzuweisen, und zwar unter
solchen Umstédnden, dass mir der Verdacht auf Artefacte irgend welcher Art vollig
ausgeschlossen  schien. Indessen wurde die Untersuchung durch andere Arbeiten
unterbrochen und erst in diesem Jahre (1897) wieder aufgenommen im botanischen
Institute der Universitit Lund, dessen Chel, Prof. Dr. F. Areschoug mir mit grosster
Liberalitit die fiir die Untersuchung nothigen Hiillsmittel zur Verfiigung stellte.  Wenn
ich jetzt meine diesheziigliche Beobachtungen publicire, erlaube ich mir die Be-

"} Karyok. Probleme, pag. 158
%) On some constituents of the Cell, Annals of Botany, Vol IX (1895) pag. 561.
% Annals of Botany, vol. IX, pag. 569.

Zur Physiologie des pflanzlichen Zellkernes, 9

merkung, dass fir die in diese Arbeit niedergelegten Ansichten ich allein die
Verantwortung ftrage.

In Bezug auf die Litteratur habe ich nur hinzuliigen, dass Zrrmurmasy in
seiner letzten Arbeit!) Strassuraer und Humeunrey gegeniiber seine fritheren

Angaben aufrecht hilt.

Methodisches.

Der Umstand, dass die sichelformigen Nueleolaraushreitungen von STRASBURGER
und Humenrey als Kunstprodukte erklirt worden sind, machte es wiinschenwerth,
vollig gleichartige Objecte einer grossen Anzahl verschiedener  Fixirungsmittel
quszusetzen. Von Huwmearey war ausserdem  behauptet worden %), dass das ven
ZIMMERMANN vorzugsweise angewandte Merxrrsche Gemisch und tiberhaupt die
wisserigen Fixirungefliissigkeiten unbefriedigende Resultate lietern, withrend dagegen
Alcohol, aleoholische Sublimatlosung, alcoholische Pikrinsdureldsung u. dergl. sehr
schone Tixirung geben sollen. Es kamen deshalb die meisten von den in der bota-
nischen Mikrotechnik empfohlenen Gemischen zur Verwendung und zwar
) Die Merxrrsche Chromséure- Platinchloridlosung
2) Kmrsers Sublimat- Fssig- Gemisch )

) Trmmarnas Chrom- Osmium- Essigsiure )
) Hurarawns Platinehlorid- Osmiunm- Hssigsiure
5) Pikrinschwelelsiure n. KLuINENBERG
) Aleohol absolutus
) Cone. alcoholische Sublimatldsung
8) Cone. aleoholische Pikrinsiureldsung
9) Many's Fixirungsfliissigkeit °)

10) Carnov's Fixirungsfliissigkeit ).

Die besten Resultate erhielt ich mit der Mmrxrrschen, der Frusminaschen
und der Kuisurschen Fliissigkeit; besonders das letste lieferte mir, den Angaben

"y Die Morphologie und Physiologic des ptlanzlichen Zellkernes, pag. 70 (Jena, Gustav. Fischer
1896).

2y Anmnals of Botany, XTI, p. 5G8.

) Das Kmisumsche Gemisch besteht ans Agua. dest. 300 eem., Sublimat 10 gr, und Kisessig
3 com. — Die Angabe STRASBURGERS, dass das Reagenz aus 50 ¢. Sublimat, 300 g.  Wasser und
3 g. Fisessig Desteht, Dhernht offenbar aul einem Druckfehler, da sich bei gewshnlicher Tempera-
tur in 300 g. Wasser nur 22, 17 g, Snblimat aunflisen.

) Das Frenmmixesche Gemisch kam in folgender Concentration zur \ erwendung :

1% Chromsiurelosung — 16 cem.
29y Ogminmsiureldsung — 3 cen.
Fisessig = T gei.

% Das Maxy'sehe Gemisch kam in der von Husprrey (Annals of Botany, XTI, p. b68) ange-
gebenen Coneentration zar \ erwendung (auf 100 cem. abs. Aleohol 4 gr. Pikrvinsaure, 15 gr. Sublimat
and 7 gr. Tannin,) Rawirz, Leitfaden ete., pag. 2G gieht eine andere Zusammensetzung an.

5 x 5 -1 J )

¢ (fr. Roskn, Couns Beitrdge zur Biologie der Pflanzen, Bd. VII, pag. 282.
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Rosuns entsprechend, durchgiingig sehr gute Resultate.  Von den alkoholisehen Gemi-
schen erwies sich die Sublimatlosung unter Umstinden sehr vortheilhaft, im Allgemei-
nen zeigte sich aber, dass die alecoholischen Fliissigkeiten auf die hier in Frage kom-
menden Objekle cinen recht ungtinsgticen Einflusg austiben, indem der Jﬂl]]].:l'\'(m—l(‘k
durch die wasserentziehende Wirkung des Aleohols vanlt&mn kontrahirt wird. ‘Bosml-
ders listig war dieser Umstand bei den von Husxeruuy empfohlenen Many'schen Ge-
misch, dag obendrein unter Umstinden eine recht schlechte Fixirung der Kerne des
Nucellargewebes herbeilithrete, und demgemiss inm besten [Talle eine nur beschriinkte
Anwendung in der botanischen Mikrotechnik beanspruchen kann. Auch das Caw-
wovsche Gemisch, das von Rosen mit gutem Lrfolg fiir das sporogene Gewebe der
Farne verwendet wurde, erwies sich hier wenig geeignet. Die Pikrinschwefelsiure
bewirkte iihnlich wie Alcohol eine starke Contraction deg Embryosacks, und schien
ausserdem cine destruirende Wirkung autf die Nucleolen :111.%11('111{'41.

Die Ausfithrungen von Srraspurarg und Humenrey liessen es auch erwiinscht
sein, eine Coagulation der Protoplasten ohmne chemische Fixirungs-
flilssigkeiten herbeizulihren. HEs wurden zu diesem Zwecke ganze Frml'-ht—
knoten mit heissem Wasserdampf fixirt. Dies geschah meistens derart, dass der ent-
blosste und von der Narbe belreite, aber noch im Verbande mit dem Bliithenschatte
befindliche Fruchtknoten wihrend einer bis zwei Minuten den heissen Dimpten
von kochendem Wasser ausgesetzt wurde.  Die o behandelten Objecte kamen
dann  theils direct in absoluten Aleohol, theils in 10-procentigen Alct;ﬂlml, und aus
diesen  erst allmiéthlich  in Aleohol absolutus. In solehen Pi'ﬁ.}]ﬂ-l'é’l’[(’ll waren die
Chromosomen  der in Theilung begriffenen Kerne meistens gut erhalten, dagegen
liecss sich in den ruhenden Kernen ddes Nuccllargewebeg kaum eine Differenzirung
nachweisen. Aullallender Weise war aber der Kern des Embryosacks
in diegen Priparaten immer gut crhalten und liess das ('YIu‘onlnting(e‘.rﬂsi und
den Nucleolus mit grosster Deutlichkeit hervortreten, so dass auf diese Weise sehr
instructive Priaparate erhalten wurden,

) Die in alcoholisehen TFhissigkeiten fixirten Objecte wurden, wenn nithig, in
Jodaleohol resp. Lithinmearbonathaltigenm: Alcobol ausgewaschen, dann nach dem
von  ZimmuErMANN ') zusammengestellten  Verfahren in Xylol-Aleohol, Xylol, Xylol-
Parafin und reines Paraffin (von Schmelzpunkt 58 Y () tberfihirt und lschliose’;lich
auf einem Juxaschen Mikrotom in Schnitte von H

10 p zerlegt. Dinnere Schuitte
waren in Anbetracht der relativen Grosse des Embryosacks nicht erwimscht. Die
Sehnitte wurden  mit Eiwelss-Glycerin aufgeklebt und nach Entlernung des Paraf-
fing durch Xylol in die Fiarbfltssigkeit gehracht, ‘-

Die in wisserigen Gemischen fixirten Objekte wurden in einem ZinryvmRMANN-
schen  Auswasch-apparat %) withrend 12—24 Stunden mit fliessendem Wasser ausge-
waschen wnd  dann durch steigenden  Alcohol in Xylol und Paraffin iﬂ)erh'ag;e’n
Zum Vergleich kam auch in einigen [Fdllen anstatt des Xylols (_?hlm-ol’ormlzm'

" Botaniche Mikrotechnik 1892,
% Cfr. Mikrotechnik, pag. 24.

Zur Physiologie des pflanzlichen Zellkernes. T

Verwendung '), ohne dass doch bei dem in Frage stehenden Materiale irgendwelche

erhebliche Vortheile durch diese Verfahrunesweise erzielt wurden.
5

. Gefarbt wurde hauptsiichlich mit Fuchsin, Jodgrim, Safranin, Gentianaviolett
und Orange G.

Die schipste Farbung erhielt ich in ruhenden Kernen durchgiingig mit Fuchsin-
Jodgriinfarbung nach der von ZiMWERMANN angegebenen Methode ®). Die  auf-
geklebten’ und von Xylol und Paraffin befreiten Mikrotomsschnitte kommen hierbei
in ein Farbstoffgemisch, das aus 1 Theil konc. wiisseriger Fuchsinlosung und 9
Theile 0,1-procentiger Jodgriinlosung susammengesetzt ist, verweilen 8 Minuten in
der Firbefliissigkeit und werden dann mit abs. Aleohol, dem auf 100 eem. 0,1 gr.
Jod und 1 cem. Eisessig zugesetzt ist, ausgewaschen und derect in Xylol und Ca-
nadabalsam  dberfiillirt. Von Zmwueraanx wurde diese Methode hauptséchlich far
mit Mrrxsrscher Flissigkeit fixivtes Material emplohlen, indessen eignet sie sich
wie Rosen gefunden ®) und ZiMMERMANN auch bestitiet hat!), noch besser fir
Material. dag mit dem Kumserschen Sublimat-Essiggemisch fixirt wurde. Ich erhielt
sehr schine Resultate nicht nur mit Material von dieser Beschaffenheit, sondern
tiberhaupt bei allen Arten von Fixirung mit Ausnahme fir Chromsfurefixirungen.
Besonders das Frmanrvesche (emisch erwies sich in dieser Hinsicht sehr ungtin-
stig 9, so dass an derartigen Priiparaten die Farbung nur ausnahmsweise gelang.
Aber an Material, das mit Aleohol, Sublimatalcohol oder Pikrinsdurealeohol fixirt
war, gelang die Farbung immer sehr gut, nur musste hier die Zeit der Einwirkung
des Farbstoffsgemischs unter Umstinden aul 3--4 Minuten herabgesetzt werden.

Befriedigende Resultate erhielt ich auch mit einer Combination von Fuchsin
und Hamatoxylin. In diesem Falle wurden die Schnitte zuerst nach den Angaben
von ZimdERMANN ©) mit einer kone, wisserigen Fuchsinlésung behandelt, dann mit
einer losung von Pikrvinsdure in 50 %o Aleohol begossen, bis sie vollig schwarz
erschienen, dann mit 90 0/ Alcohol ausgewaschen, mit Wasser abgespiilt und mit
Delafieldscher Himotyxolinlosung behandelt.  Nach Auswaschen mit Wasser und
{'berfiihrung in  Canadabalsam  war das Chromatingeriist meistens violett, die
Nucleolen leuchtend roth.

Das mit Fusamvascher oder Herraanyscher Fliissigkeit fixirte Material wurde
meistens mit Safranin-Gentianaviolett-Orange gelirbt. Tch verfuhr dabei gewdhn-
lich nach der von Ziumermany angegebenen Methode ) und erhielt so recht befrie-

digende Resultate.

) Cfr. Rawirz, Leitfaden ete., pag. 33, wo die Chloretormitberfiihrung besonders warm
empfohlen wird,

3 . das Verh. der Nrcleolen wihrend der Karyokinese, pag. 5.

%) Couxs Beitrige, Bd. VIT, pag. 233.

4y Zeitschr. f. wissenschaftl, Mikroskopie. Bd 12, pag. 458.

%) Diese Beschaffenheit der Priiparate liess sich durch nachtrigliche Behandlung mit Wasser-
stoffsuperoxid und schwefliger Sdure picht abhelfen. Cfr. OVERTON, Zeitschr. f. wissensch Mikro-
skopie, Bd. VII, pag. 1.

) Botan. Mikrotechnik, pag.

Acta Reg. Soe. Physiogr. Lund. T. VIL 2
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Specielle Beobachtungen.

Der Zweck der vorliegenden Arbeit machte es wiinschenswerth, Reprisen-
tanten aus verschiedenen Pflanzenfamilien in den Bercich der Untersuchung hevein-
guziehen. Bei nidherer Umschau stellte es sich indessen heraus, dass eine relativ
kleine Anzahl Arten fiir die hier zu entscheidenden Fragen giinstiges Untersuchungs-
material abgeben. Bei den meisten mir zu Gebot stehenden Dicotylen erwies
sich schon die geringe Griosse des Embryosacks als ein listiger Umstand, der
durch die schlechte Tingirbarkeit der betreffenden Kerne noch erhoht wurde.
Brauchbares Material lieferten indessen die Papaveraceen und ganz beson-
ders die Onagrariaceen, von denen einige Oenothera-, Epilohium- und Fuchsia-
Arten eingehend untersucht wurden.

Von den Monocotylen wurden in ersten Linie die Liliaceen untersucht
(Lilium, Fritillavia, Tulipa, Ornithogalum, Antheriewm, Gagea). In Bezug aunt die
Amaryllideen (Narcissus, Galanthus u. s. w.), die in Anbetracht der erheb-
lichen Grosse ihrer Nucleolen ein wahrscheinlich sehr gutes Material hitten liefern
kénnen, ergab die im Februar und Mirz unternommene Untersuchung, dass n
den zu dieser Zeit noch in der Erde befindlichen Bliithenknospen der Embryosack-
kern sich schon getheilt hatte. .

Liliacese,.

Tulipa silvestris.

In dem ganz jungen Embryosack, der hier unmittelbar ans der Archesporzelle
hervorgeht Y, Dbemerkt man - innerhalb der deutlich ausgebildeten Kernmembran
mehrere kleine Nucleolen, die in einer kornigen, streckenweise gertistformig ange-
ordneten Substanz eingebettet liegen. Die Nucleolen firben sich mit dem Fuchsin-
jodgriingemisch intensiv voth, die kirnigen Differenzirungen, die offenbar Chro-
matinkirner darstellen, nehmen bei Behandlung mit der erwiihnten Farbefliissigkeit
einen rothlichen oder réthlich-blauven Farbenton an. Die Bilder, die man in diesem
Stadium  bekommt, zeigen ein vollkommen iibereinstimmendes Aussehen, gleich
giiltig ob mit alcoholischen oder chromsauren Gemischen fixirt wurde, (Fig. 1.)

In einem etwas spiteren Stadium haben innerhalb des Kernes bemerkens-
werthe Metamorphosen stattgefunden. Das frither fast erythrophile Chromatingeriist
ist nun kyanophil geworden und erscheint bei Behandlung mit der ZimyMuryaNN-
schen Farbefliissigkeit blau oder griin. Die kleinen Nucleolen haben sich zu einem

N Ctr. Treve und MELLINK, Notice sur le developpement du sac. embryonnairve etc.,, Arch.
ner landaiser d. se. exact. 1880, T. 15, p. 4562.
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prossen Nucleolus vereinigt, der meistens eine centrale Liage einnimmt und in wel-
chem gevohnlich mehrere kleine Vacuolen sichthar sind.

In einem etwas weiter vorgeschrittenen Stadium, aber noch bevor die eigent-
liche Lingsstreckung des Embryosacks stattgefunden hat, riickt der Nucleolus aus
dem Centrum nach der Peripherie des Kerns. Hier legt er sich der Kernwandung
dicht an und breitet sich zu einem calottenférmigen Kiorper aus. War die Ver-
schmelzung  der Nucleolen vorher nicht vollstindig, findet man neben dem grossen
Nucleolus' noch ganz kleine Nucleolen, die ebenfalls der Kernwandung dicht
anliegen und eine auf dem Querschnitt halbmondformige Gestalt hesitzen. (Fig. 2.)

Es mag hier gleich hervorgehoben werden, dass man in diesem Punkte iber-
einstimmende Bilder mit den verschiedensten Fixirungsmitteln erhilt. Fig. 2 ist
einem mit Fresmisascher Fliissigkeit fixirten Priaparate entnommen, Fig. 3, stammt
aus einem Sublimatalkohol-pracparat, Fig. 4 aus einem mit Kumser's Flitssigkeit fixir-
ten Objecte. Dies ist besonders deshalb wichtig, weil die verschiedenen Fixirungs-
mittel in anderen Beziehungen eine verchiedene Wirkung austiben. So fillt,es in
erster Linie auf, dass mit alcoholischen Fliissigkeiten fixirte Objecte gewdhnlich einen
stark kontrahirten Embryosack besitzen, wihrend dagegen in mit Merkeuscher oder
Kuiserscher Fliissigkeit fixirten Objecten der Embryosack seine normale Form be-
hiilt. Die Konservirung der Kernmembran ist bei Chromséure-Fixirung eine erheb-
lich hessere wie mit z B. alcoholischer Pikrvinsidure. Dagegen hesitzt letztere Fliissig-
keit die hemerkenswerthe Bigenschaft, den Kernsaft erstarren zu lassen, so dass an
derartigen Priiparaten das Chromatingertist und der Nucleolus in einem granulirtem
Masse eingebettet liegen, wihrend bei Chromsdure-Fixirung das Chromatingeriist
(und der Nucleolus) in der sonst leeren Kernhohle ausgespannt erscheint.  Bei
Fixirung mit Merxeischer oder Fummminescher Tliissigkeit beobachtet man oft
im Cytoplasma des FEmbryosacks kleine, fast spiralig gewundene Korperchen, die
sich mit Fuchsin und besonders mit Hamotoxylin stark firben. Sie konnen unter
Umstiinden an Centrosomen erinnern, warven aber offenbar nur Mikrosomen von
etwa derselben Art wie die von Humrnruy ') abgebildeten Korperchen.

An Schnitten, die aus den mit heissem Wasserdampl fixirten Fruchtknoten
herrithrten, waren im Cytoplasma grosse Vacuolen entstanden, so dass das Plasma
in Folge der Wasserentziehung strang- oder netzformig angeordnet war,  Die
Kernwandung des primiven Embryosackkerns war indessen erhalten, und dicht
an diese gedriickt lag der calottenférmig ausgebreitete Nucleolus, wihrend das
Chromatingeriist als ein zartes Fadenwerk in der Kernhohle ausgespannt war.
(Fig. b).

Wahrend also die mit den verschiedenen Fixirungsmitteln in diesem Stadium
erhaltenen Bilder in wesentlichen Punkten von einander dilferiren, stimmen sie
alle darin tiberein, dass die excentrische Lage und die calottenformige Gestalt des
Nucleolus vorhanden war. Schon diese Thatsache spricht sehr dafir, das es sich
hier nicht um Kunstprodukte handeln kann.

) An-n;.i.]s of Botany vol. IX, Pl. XX, Fig. 12,
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In einem ectwas weiter vorgeschrittenem Stadium findet die Léngsstreckung
des Embryosacks statt. Zu dieser Zeit bleibt der Nucleolus noch an der Kernwan-
dung liegen, withrend der Kern selbst sein Volumen etwas vergrossert. Die Chro-
matinsubstanz fingt zu dieser Zeit an, die Knauelform anzunehmen,

Unmittelbar hiernach heginnt im Cytoplasma eine bemerkenswerthe Differen-
zirung. Rings um den Kern sondert sich eine dunkle Schicht ab, die an Safranin-
Gentianaviolett-Orange-Priiparaten und auch an Fuchsinjodgrinpriparaten sich deut-
lich gegen das iibrige Cytoplasma abhebt. In dieser dunkleren Schicht, das offen-
bar mit dem Srrassurarrschen Kinoplasma identisch ist '), wird bald eine mit der
Kernwandung concentrisch verlaufende, filzartige Structur sichtbar, wihrend gleich-
zeitig im Innern des Kerns das Chromatingeriist in ziemlich schmale Chromosomen
zu zerfallen beginnt. Noch in diesem Stadium ist der Nucleolus als sichelférmige
Ausbreitung an der Kernwandung zu sehen. (Fig. 6).

In dem aber der Kern sich noch weiter zur Karyokinese anschickt, riickt der
Nucleolus wieder in das Centrum hinein, Ob er hier aunfgelést wird, oder vielmehr
bei der Karyokinese nach Aufiosung der Kernmembran in das Cytoplasma ausge-
stossen wird, habe ich bei Tulipa nicht entscheiden kénnen.

Tulipa Gesneriana.

Wie bei der vorigen Arvt entsteht auch hier der Embryosack unmittelbar
aus der subepidermoidal gelegenen Archesporzelle. Der primire Embryosackkern
besitzt anfangs einen Kern, der sich durch grosse Armuth an kyanophile Substanz
auszeichnet, dafiir aber mehrere grosse, stark erythrophile Nucleolen aufweist. Die
weitere Bntwickelung des Imbryosacks verliult hier in allen wesentlichen Punkten
auf dieselbe Weise wie hei der vorigen Art, so dass eine detaillirte Beschreibung
iiberfliissig erscheint. Kin Unterschied liegt allerdings darin, dass bei Tulipa Ges-
neriana der Embryosack ungefihr um die Halfte kleiner ist wie bei Tulipa silvestris.
Auch hier wurde das Sichelstaditun bei Anwendung von den verschiedensten Fixirungs-

mitteln -— auch kochendem Wasser — konstatirt,
Fritillaria imperialis.

Die Entwickelung des Embryosacks verlinft auch hier nach demselben
Schema wie bei den ZTwlipaarten, indem sich die subepidermoidal gelegene Arche-
sporzelle unmittelbar zum Embryosack entwickelt.  Schon in ecinem sehr zeiti-
gen Stadium hebt sich auf Fuchsinjodgriinpriiparaten die Archesporzelle durch
ihre intensive Erythrophilie ab von den umgebenden Kernen des Nucellargewebes,
die ausser erythrophiler Nucleolen auch reichliche Mengen kyanophiler Chromatin-

"y Cfr. Strasburger, Histologische Beitrige, Heft IV ; ferner Karyokinetische Probleme, pag. 195.
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substanz fiithren. Neben den deutlich erythrophilen Nucleolen finden sich im ganz
jungen Embryosackern auch kleinere Korperchen, die mit IFuchsinjodgriin eine
rothlichviolette Farbe annchmen und offenbar mtt den Rosenschen Pseudonucle-
olen 1) identisch sind. Allméhlich vorschmelzen die erythrophilen Nucleolen, so dass
schliesslich ein grosser, central gelegener Nucleolus entsteht, wiithrend die Pseudo-
nucleolen einstweilen unverdndert bleiben. Der Gehalt des Embryosacks an kyano-
philer Substanz ist in diesem Stadium noch schr gering. Bald fingt doch die
Chromatinsubstanz an eine griinblaue Farbe anzunehmen, und in diesem Stadium
viickt der Nucleolus an die Kernwand, wo er sich calottenformige abplattet. Lr
ist jetzt auffallend erythrophil, so dass er bei Behandlung mit dem Fuchsinjodgriin-
gemisch sehr schuell in leuchtendem Roth tingirt wird, wihrend das Chromatin-
gerlist schwach blau erscheint. Spiter riickt aber der Nucleolus wieder in das
Centrum zuriick, so dass er zu der Zeit, wo im Cytoplasma sich eine Differenzirung
in Kinoplasma und Trophoplasma geltend macht, eine anndhernd centrale Lage
einnimmt.

In einem Embryosack mit stattindender Karyokinese sah ich im Cytoplasma
erythrophile Rlemente auftreten, die woll nur als ausgetretene Nucleolen gedeutet
werden konnen. In Embryosicken mit ruhenden Kernen fanden sich, hesonders
an mit Merkrscher Flissigkeit fixivtem Material, im Cytoplasma kleine Difterenzi-

“rungen. die mit Centrosomen eine gewisse Ahnlichkeit aufwiesen. In Fig. 7 habe

ich einige dieser Gehilde, die offenbar mit den echten Centrosomen nichts zu thun

hahen, abgebildet.
Fritillaria Meleagris.

In der Hauptsache stimmt diese Art mit der vorigen iitberein, so dass eine
detaillirte Beschreibung der einschligigen Verhiltnisse tiberflitssig sein diirfte.  Die
Entwickelung der uns hier intressirenden Gebilde verldult bis zum Sichelstadium,
das bei dieser Art gewdhnlich sehr karakteristisch und leicht auftindbar ist, in ganz
analoger Weise wie hei Fritillaria imperialis. In Bezug aut das Sichelstadium ist
es bemerkenswerth, dass man hier relativ oft Bilder antrifft wie sie in Figur 7
wiedergegehen sind; ausser dem grossen Nucleolus liegen hier an der Kernwandung
auch Kkleinere Nucleolen, welche die typische Sichelform angenommen haben. Bel
dieser Art habe ich wiederholt beobachten kénnen, wie der Nucleolus beim Schnei-
den entweder ganz oder nur theilweise durch das Messer aus seiner norma-
len Lage verriickt worden ist. Fig. 8 stellt cinen derartigen Fall dar, wo der Nuc-
leolus an seiner Mitte ahgesprungen ist, und die eine Hailfte sich ausserhalb des
Kerns hefindet. Dies Verhalten beweist offenbar, dass der Nucleolus imn fixirten
Zustande einen ziemlich grosse Hirte besitzt, allein einige Schliisse auf seine Kon-

sistenz ntra vitwm sind natirlich daraus nicht zu ziehen ®).

1) RosEx. Beitrige zur Kenntniss der Pflanzenzellen, Cohns Beitrige, Bd. V, pag. 448,
%) Auffallender Weise gelingt bei dieser Art die Fuehsinjodgriinfarbung ziemlich schlecht,
und zwar auch an Material, das mit der Keiserschen Flissigkeit fixirt wurde.
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Als besondere FEigenthiimlichkeit kann hervorgehoben werden, dass man bei
Fritillaria Meleagris nicht selten zwei neben einander liegende, vollig ausgebildete
Embryosiicke vorfindet. (Fig. 9). Anliches haben Truus und Mevranen ') fir
Narcissus Tazetta und A. Fiscuwrw ?) fir Triglochin konstatirt,

Mit Fritillarie Meleagris stimmen in allen wesentlichen Punkten Fritillaria
pyrenaica, Fr. persica und eine nicht ndher bestimmte Fritillariaspecies iiberein.

Anthericum Liliago.

Die Verhiiltnisse sind hei dieser Pfanze denen bei Fritillaria sehr dhnlich,
nur sind sowohl Zellen wie Kerne bei Awnthericum bedeutend kleiner. Der Embryo-
sack entwickelt sich hier ganz in derselben Weise wie bei Fyitilluria und bekommt
kurz vor seiner Lingsstreckung einen sichelféormigen, peripher gelagerten Nucleolus.
Ob der Nucleolus bis zu seiner Auflisung in dieser Lage verharrt oder wieder in
das Centrum hereinzieht, habe ich bhei dieser Art nicht entscheiden konnen.

Gagea stenopetala.

In dem ganz jungen Embryosackkern findet man auch hier mehrere kleine,
stark erythrophile Nucleolen und ein fast erythrophiles Kerngeriist. Die Nucleolen ver-
schmelzen allmihlich zu einem grossen, central gelegenen Nucleolus, wihrend das
Kerngeriist kyanophile Eigenschaften bekommt. Vor der ersten Theilung riickt
der Nucleolus an die Kernwendung, hehiilt aber meistens eine anndhend kreisrunde
Form, so dass es bei dieser Art kaum zu einem typischen Sichelstadium kommt.
Allerdings waren die der Kernwandung anliegenden Nucleolen nicht selten deut-
lich abgeplattet, aber von ecinem typischen Sichelstadium, wie es z. B. bei Fyafil-
laria Meleagris auftritt, konnte hier kaum die Rede sein. Moglich wiire ja, dass das
Sichelstadium bei dieser Art sehr schnell durchlaufen wird, und demgemisss die
entsprechenden  Stadien sich leichter der Beobachtung entziehen.  Sowiel steht
aber fest, dass auch hier vor der ersten Theilung der grosse Nucleolus an die
Kernwandung riickt; wenn das Kinoplasma sich um den Kern zu differenziren

anfiingt, befindet er sich wieder gewohnlich im Centrum.

Ornithogalum nutans.

Diese Art schliesst sich in allen wesentlichen Punkten der vorigen an. Auch
hier riickt der Nucleolus zu einer hestimmten Zeit an die Peripherie, scheint aber
meistens seine rundovale Form zu behalten. Als Curiosum  kann angefiihrt werden,
dass sich bei dieser Art ganz #hnliche Gebilde fanden wie diejenigen, die von

Y L e. pag. 454,
7 Zur Kentniss der Embryosackentwickelung einiger Angiospermen (Jen. Zeitschr. f. Natur-
wiss. 1880, Bd 16.)
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Huwprgrry ') an Alkoholmaterial von Cerafozamia gesehen und von ihm (irrthtim-
licherweise) mit dem Zrmmurmanyschen Sichelstadium identificirt worden sind. Das
betreffende Material war mit alcoholischer Sublimatlosung fixirt.

An  Ornilhogatum nutans schliessen sich Ornithogalum Kotschyanum und Gagea
lutea, bei denen wohl eine Wanderung des Nucleolus nach der Peripherie des Kerns,
aber nur selten eine sichelférmige Abplattung desselben konstatirt wurde. Da in-
dessen von diesen Arten nur eine beschriinkte Anzahl Fruchtknoten untersucht
wurde, ist es gar nicht ausgeschlossen, dass ein typisches, aber rasch schwinden-
des Sichelstadium hier iibersehen wurde,

Lilium tigrinum.

Von dieser Art stand mir Material zur Verfiigung, das in Alcohol abs. so
wie in Frmamivascher, Merxrrscher und Kriserscher Flissigkeit fixirt war,

Die uns intressirenden Verhdltnisse sind bei dieser Art fast ganz derselben
Natur wie bei den vorher erwidhnten Zulipa- wnd Fritillaria-Arten.  Der ganz junge
Embryosack fiilhrt mehrere Nucleolen, die allmihlich zu einen grossen, central gele-
genen Nucleolus zusammenschmelzen, und dieser riickt dann kurz vor der Lings-

“streckung des Embryosacks an die Peripherie des Kerns, wo er die bekannte

Sichelform annimmt. (Fig. 10). In dieser Lage verharrt er eine ganz geraume
Zeit, wihrend inzwischen der Embryosack sich in die Lénge streckt und rings um
den Kermn sich das Kinoplasma zu differenziren anfingt!). (Fig. 11). Spiiter, als
in der Kernhohle das Chromatingeriist die Fadenform angenommen hat, riickt er
wieder in das Centrum hinein, (Fig. 12). Die weiteren Schicksale des Nucleolus

der Karyokinese habe ich bei dieser Art nicht verfolgt.

Lilium croceum, L. maculatum, L. mulliflorum, L. tauricum,
L. testaceum, L. umbellatum

stimmen in allen wesentlichen Punkten mit L. figripwm iiberein. Bei allen
diesen Arten wurde das Sichelstadium in seiner typischen Aushildung konstatirt,
und zwar an Material, das mit den verschiedensten Fixirungsmitteln fixirt wurde.

Onagrariacesae.
Oenothera biennis.

Die Entwickelung des Embryosacks verlduft hier anscheinend in derselben Weise

wie bei Oenothera tetraptera, deren Embryosackentwickelung von Guiawarp ¥) ein-

1 {Ther Nucleolen und Centrosomen, Ber. d. d. bot. Ges, 1894, pag. 260.
) Das Kinoplasma war bei dieser Art nur an mit? Fremminascher Flussigkeit fixirtem Ma-
teriale (hier aber sehr deutlich) zu sehen; bei Aleoholfixirnng war jede Spur einer derartigen,

Differenzirung verwischt.
" Guianarp, Recherch. sur le sac. embr., pag. 157.
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gehend untersucht worden ist. Der ganz junge, noch wenig gestreckte Embryosack
hesitzt einen Kern, dessen rundliche, central gelegene Nucleolus intensiv erythrophil
ist, wihrend das schwach entwickelte Chromatingeriist deutlich kyanophile Eigen-
schaften besitzt. In einem spiteren Stadium, nach dem der Embryosack eine
bedeutende Lingsstreckung erfahren, findet man den Nucleolus der Kernwandung
angeschmiegt, und zwar hat er jetzt eine nicht zu verkennende Calottenform ange-
nommen, sodass er auf dem Querschnitte sichelformig erscheint. (Fig. 13). In einem
noch spiteren Stadinm  findet man den Nucleolus wieder im Centrum des Kerns,
wo er die kreisrunde Form angenommen hat.

Von dieser Art stand mir nur Aleoholmaterial zur Verfigung. — Ganz
dhnliche Verhiltnisse wie bei Oenoth. biennis konstatirte ich an Aleoholmaterial von
Epilobivm angustifolivon and Fuchsia coccmea.

Bei allen untersuchten Omnagrarviaceen gelingt, wenigstens an Alcoholmaterial,
die Zimmermanxsche Fuchsinjodgrimfirbung sehr schon.

Papaveracese.

Papaver bracteatum.

Zu der Zeit, wo nach den bei anderen Arten gemachten Erfahrungen das
Sichelstadium erwartet werden konnte, fand sich auch bei dieser Art der Nucleolus
als lins- oder sichelformige Masse der Kernwandung angelagert. (Fig. 14). Bei
P. bracteatum, — die einzige Papaveracé, die ndher untersucht wurde — konstatirte
ich das typische Sichelstadinm sowohl an mit Aleohol wie an mit. Frenainascher und
Kerserscher TFliissigkeit fixivtem Material. Auch hier bewdhrte sich an Alcohol-
material die Zimmermannsche Fuchsinjodgrimfirbung ganz vorziiglich.

Uebersicht der Resultate. Theoretisches.

Aus den im Vorigen mitgetheilten Beobachtungen geht hervor, dass der von
ZinMERMANN als Sichelstadium bereichnete Zustand des Nucleolus in dem priméren
Embryosackkern eine bei den Angiospermen sehr verbreitete Krscheinung ist. Unter
21 untersuchten Arten aus drei verschiedenen Familien konnte das Sichelstadium
in vollig typischer Ausbildung bei 17 nachgewiesen werden, wihrend bei 4 Arten
in den entsprechenden Stadien nur eine Auswanderung des Nucleolus nach der Peri-
pherie konstatirt wurde. Ohne Zweifel wiirden ausgedehntere Untersuchungen das
Vorhandensein des Sichelstadiums bei vielen anderen Familien ergeben.

Eine Discussion iber die Bedeutung der betreffenden Metamorphosen des
Nucleolus kann aber selbstverstindlich nur dann einen Sinn haben, wenn es sich
herausgestellt hat, dass die von ZmumerMaNy als Sichelstadium bezeichuetenIStruc-
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turverhiltnisse nicht. wie es Srrasruraer und Houwmenrey behaupten auf Kunst-
producte zuriickzufithren sind.  Die Entscheidung dieser Frage ist, in sofern es
sich um den Embryosack handelt, nicht so ganz leicht, weil die Beschaffenheit
des Materials eine Untersuchung enfra vitam nicht erlaubt. Es giebt indessen an-
dere Anhaltspunkte, die in dieser Frage bestimmte Fingerzeige geben.

In erster Linie ist dann zu notiren, dass die sichelformigen Nucleolen keines-
wegs, wie an Artefaeten zu erwarten wiire, regellog — sporadiseh auftreten, sondern
immer ganz regelmissig, derart, dass in einem hbestimmten Fruchtknoten entweder
alle oder keine Embryosackkerne die fraglichen Structurverhiltnisse zeigen. Dies
Verhalten harmonirt villig mit der hekannten Thatsache, dass in einem bestimmten
Fruchtknoten die Entwickelung der Samenknospen meistens sehr gleichmissig ver-
lauft. Ferner ist es sehr bemerkenswerth, dass ich Structurverhélinisse, die an das
Sichelstadinm erinnern konnten, ausserhalb des primiren Embryosackkerns gar
nicht beohachtet habe. Weder in dem ganz jungen Embryosackkern noch in seinen
Tochterkernen oder in den Kernen des umliegenden Nucellargewebes habe ich
Structurverhiltnisse gesehen, die an das wirkliche Sichelstadium erinnern kinnten.

Zweitens spricht gegen die Natur der fraglichen Gebilde als Artefacte ganz
entschieden die Thatsache, dass die betreffenden Bilder mit den verschieden-
sten Fixirungsmitteln erhalten werden. Ein jeder, der sich mit eytologischen
Untersuchungen abgegeben hat, weiss ja ganz gut, dass die mit verschiedenen
Fixirungsmitteln erhaltenen Priiparate nicht nur in tinctioneller sondern oft genug
auch in structureller Hinsicht von einander differiven; ich verweise hier spec. auf
das, was in dieser Hinsicht in Bezug aul den Embryosack (pag. 9) erwithnt wurde.
Trotz dem haben ich bei den untersuchten Tulipa-, Fritillaria- und Lilinm-Arten
in allen Tillen, wo das Entwickelungstadium des Embryosacks das Sichelstadium
erwarten liess, anch dassclbe gefunden, und zwar gleichgiiltig, ob mit Aleohol, Chrom-
siuregemischen oder Sublimat fixirt worden war. Dieser Umstand schliesst den
Verdacht aul Kunstprodukte mit einem hohen Grad von Wahrscheinlichkeit aus.

Noch misslicher erscheint der Versuch, die Jraglichen Erscheinungen als Kunst-
produkte erkliren zu wollen, wenn man die Beweisfiihrang von Humenrey und
SrraspurceEr etwas niher in's Auge fasst.

In seiner ersten Publikation ') identilicirt HMumprrey dass Zmmermannsche
Sichelstadium mit einigen Gebilden, die er an schlecht fixirtem Alcoholmaterial von
den Pollensiicken der Ceratozamia gesehen hat. Die von Humenrry beobachteten
Korper waren sichelformig und lagen an der Peripherie des Kernes; mit dem Zrw-
mermanschen Fuchsin-jodgrimgemisch behandelt nahmen sie weder wie die Nucleo-
len eine rein rothe noch wie die Chromatinsubstanz eine blaugriine Farbe an,
sondern wurden in einer Zwischenniiance rothblau tingirt. Die Orientirung der
Korperchen zeigte eine gewisse Regelmiissigkeit, derart, dass sie von der Seite,
wo die Fixirungsflissigkeit vorgedirungen, abgewandt waren. s kann somit kein
Zweifel dariiber bestehen, dass diese Korper wirklich durch ungentigende Fixirung

Y Ber. d. dentsch. botan. Ges. 1894, p. 260.
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entstanden sind; allein mit den Zimmermasnschen Sichelnucleolen, die mit Fuchsin-
jodgriin immer eine sehr reine und intensiv rothe Farbe annehmen, und die ich
wenigsten immer in gut fixivtem Material am besten ausgebildet beobachtete, haben
diese von Huvmerrey heschriebenen Gehilde absolut nichts zu thun.

In seiner letzten Publikation') scheint Humphrey, offenbar unter dem Ein-
drucke der inzwischen erschienenen Arbeit von Srrasnurenr, seine diesheziigliche
Ansicht dahin modificivt zu haben, dass die Zimwermannschen Siche]kﬁrpern. wirk-
liche Nucleolen darstellen, die aber nur in Folge ungleichmissiger Fixirung ihre
auffallende Form bekommen haben. Da indessen aus der Humpnrzvschen Darstel-
lung klar hervorgeht, dass er das echte Sichelstadium des Nucleolus niemals gesehen
hat ¥), diirfte eine Kritik seiner letzten Ansicht iiberfliissig sein.

- J*]n:e besondere Beachtung verdienen dagegen die Ausfiihrungen SrrasBURGERS ®).
Dieser Forscher meint gefunden zu haben, dass aul dem fraglichen Gebiete ver-
schiedene Krscheinungen nicht hinlanglich aus einander gehalten wurden und be-
spricht dann ausfithrlich sowohl das echte Sichelstadium wie die von Humrrrey
irrthtimlicher Weise als Sichelstadium gedeuteten Gebhilde *). Letatere werden auch
von Srrassurarr als durch schlechte Iixirung erzengte Kun:’w't.]'n'o;.luki'e- aufgefasst.
In Bezug auf des Zrmmermannsche Sichelstadinm dusserst sich STraSBURCGER -t'olgen-
dermassen ?), |

»Zur Zeit der Prophasen kommt es in den Sporen- und Pollenmutterzellen
auch nicht eben seclten vor, dass unter dem Einfluss des Fixirungsmittels der
Nucleolus gegen die Wandung getrieben wird, sich an derselben abfacht und dann
mehr oder weniger sichelférmig erscheint. Dasselbe geschah auch in den von
ZinmerMANN beobachteten Imbryosackmutterzellen. Der Druck kann so stark wer-
den, dass ein Theil oder auch die gesammte Substanz des Nucleolus durch die
Kernwandung nach aussen gepresst wird. Daher der Nucleolus in solchen Pripa-

raten als ganz schmale Sichel gich zeigen, in manchen Kermen auch ganz fehlen -

kann».

Die Form und lLage des im Sichelstadivm sich befindenden Nucleolus soll
also nach Strragsrreur hervorgeruten sein durch einen vom Fixirungsmittel auf
jenen ausgeiibten Druck, der unter Umstiinden den Nucleolus durch die Kernwan-
. o Yavata] 1 A Fs e o ant AT, 5
d.unb pressen soll.  Allein man fragt sich vergebens, wie das Zustandekommen
eines solchen Druckes physikalich zu erkliren sei. Der mit Kernsalt gelillte

gy . n . —~ . i '
blasenformig aulfgetriebene Embryosackkern kann mit vollem Recht aufgelasst wer-
1 ala e e 1 aE - 1 - 1 ] 1
den als eine Vacuole, innerhalb welcher ein osmotischer Druck von einer gewissen
Hohe herrseht. Bei Einwirkung eines Fixirungsmittels werden die osmotischen
Gleichgewichtsverhiltnisse im Zellkern wie im ganzen Protoplasten destruirt, aber

) Annals of Botany, 1895, vol. IX, pag. 561,

%) 1. e. pag. H6S.

%) Karyokinetische Probleme, pag. 158,

‘) Der Vorfwurf in Bezug avf Contfusion frifft also nur Herrn Humphrey.
) Karyokin. Probleme, pag. 159. -

(>
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ein Fliissigkeitsdruck, der den Nucleolus gegen die Kernwandung pressen und ab-
flachen sollte, lisst sich mit besten Willen nicht herauskonstruiren.

s ist iihrigens nicht gerade schwer zu schen, wodurch SrRASBURGER 1n
diesem Punkte irve gefithrt worden ist. Wie schon vor Jahren Zacwarias ') betont
hat, kommt cg nicht selten vor, dass der Kern unter dem Einflusse des Fixirungs-
mittels platzt, und eben dies Platzen hat SreAsBurRGER seiner Zeit zu der irrigen
Annahme geliihrt, sein Paranucleolus werde in’s Cytoplasma hinausgestossen. Dies
Platzen des Zellkerns beruht aber keineswegs aul eine Drucksteigerung innerhalb
des Kernes, sondern erklirt sich daraus, dass der im Plasma herschende Gegendruck
aufgehoben wird ').  Unter normalen U mstinden lastet nidmlich auf die Kernwan-
dung sowohl der innerc Druck des Kernsaftes wie auch ein Husserer, vom Cyto-
plasma (vesp. dessen Vacuolen) ausgehender Druck. Bei Einwirkung des Fixirngs-
mittels auf den Protoplasten wird nun in erster Linie der cytoplasmatische Druck
aufgehoben, withrend der innere Druck des Kernes noch eine Zeit lang persistiren
kann. und die Kernwandung, die nunmehr einem einseitigen Drucke ausgesetzt
ist, zerplatzt, wobei der Inhalt hisweilen herausgeschleudert wird. Die letatere
Erscheinung, die auch ich an fixirtem Material konstatirt habe, beruht also keines-
wegs aul eine durch das Fixirangsmittel hervorgerufene Drucksteigerung, da eine
solehe iiberhaupt nicht zustande kommt, sondern einfach auf die Authebung des
dusseren Druckes 2. Die Srrassurcersche Erklarung des Sichelstadium muss dem-
gemiiss mit Bestimmtheit zuriickgewiesen werden.

Die Unzulinglichkeit des Strasnurcerschen Erklirungsversuches geht viel-
leicht in noch schlagender Weise daraus hervor, dass wie schon pag. 6 erwihnt
wurde, auch Fruchtknoten, die unter Ausschluss chemischer Agentien durch heissen
Wasserdampl fixirt wurden, ganz analoge Strukta rverhiltnisse aufwiesen (Cfr. Fig. ).

Indessen gicht es noch ein drittes Alternativ, wonach das Sichelstadium aller-
dings kein Kunstprodukt wire, aber doch eine nur nebenséchliche Bedeutung be-
sitzen wiirde. s wire jn denkbar, dass der anfangs im Kernsaft schwebende resp.
im Chromatingeriist aufgehiingte Nucleolus in Folge giner Anderung seines speci-
fischen (Gewichtes sich nach unten senken und sich dann, als schleimige resp.
zahfliissige Substanz unter dem Einflusse der Schwerkraft abflachen wiirde. Hine
derartige Erscheinung wiirde auch dann zu Stande kommen, wenn anstatt einer
Vermehrung des specifischen Gewichts des Nucleolus eine Abnahme des spec. Gew.
der Vacuolenfliissigkeit eintritte. Das letatere Alternativ erscheint nicht ganz ausge-

) Wiec Prerrer hervorgehoben hat, ist tiir das Zustandekommen osmotischer Druckkrifle
innerhalh des Plasmas das Vorhandensein von Vacuolen keineswegs nothwendig. Cir. Pleffer,
7ur Kenntniss der Plasmahaut und der Vacuolen, Abhandl. d. math. phys. der. K. Sichs. Ges.

d. Wissensch., Bd. 16.

%) Line ganx analoge Nrscheinung findel man bei den Gerbstoffvacnolen, die oft momen-
tan platzen, wenn der Protoplast beschidlgt wird, Wenn man vorher durch sehr verdiinnte Me-
thillenblaulosung einen Niederschlag von gerbsaurem Methylenblau innerhalb der Vacnole erzeugt,
gieht man nicht selten, wie die blauen Korner ins Plasma hinausgestossen werden. Cir. KLERCKER
Studien iiber die Gerbstoff-vacuolen, Bihang till K. Vet. Akad. handlingar, Bd. 13, N:o 3.
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schlossen, wenn man sich vergegenwiirtigt, dass das Eintreten des Sichelstadiums
gewdhnlich mit einer Vergrosserung des Zellkerns, moglicher Weise also auch mit
einer Verdiinnung des Kernsaftes verbunden ist. Das Z_u1.'i'1c:k\\';11'|dern des Nucleolus
gegen das Centrum hin konnte wiederum durelr eine der Karyokinese vorangehende
Zunahme der gelosten Bestandtheile des Kernsaltes erklirt \\"erden. -

In der That liessen sich fiir diese Frklirung des Sichelstadiums einige Beohach-
tungen anfithren. Beim Durchmustern der Praparate von Tulipa, die.t(ln.s Sichel-
stadium  enthalten, ist es mir aufgefallen, dass die calottenformigen Nucleolen
meistens den mit der Lingsaxe des Fruchtknotens paralellen Km.'].]_\-\'anr_lung'en an-
liegen; an Querschnitten, die vertikal gegen die Lingsaxe des Frm'htkmtens‘geﬁ'iln'l'
werden, werden also die Nucleolen in sichelférmige Theilstiicke zerlegt. Da die
cylindérférmigen Fruchtknoten von Tulipa, Fritillaric und Lilium il‘]_lt"&lll:‘.;‘;-’:% mit hori-
sontal gerichteter Lingsaxe aul der Fixirungsfliissipkeit schwimmen, wiirden die
Nucleolen, falls sie in der erwihnten Weise durch die Schwerkraft beeinflusst wiir-
den, eben diese Orientirung zeigen.

Gegen eine derartige Frklirung des Zustandekommens des Sichelstadiums
sprechen nun allerdings solche Bilder, wo ausser dem grossen Nucleolus auch
kle.'mc.ire 1&;1(:]101[(‘)1'1111;;‘6 Nugcleolen an der Kernwandung ausgebreitet liegen.  Allein
da die Gefdsse mit den zu fixirenden Objecten aul nicht zitterfreien Tischen pla-
cirt warven, konnten diese Bilder moglicherweise dadurch zustande kommen, dass
wahrend der Fixirung eine rollende Bewegung der in der Fixirungsfliissigkeit
horisontal schwebenden Fruchtknoten ecingetreten wire. Um in ('“(3.‘7"&'!]1'] Punkte
F\Izu‘he]t zu hekommen, wurden Frochtknoten von Tulipa stlvestris, in denen das
Sichelstadium  vermuthet werden konnte, vertikal befistiot und in dicser Lage der
Fixirungsfliissigkeit ausgesetzt. Aber auch in den so hehandelten Fl'llchtiguot:en
lagen die sichelférmigen Nucleolen meistens den mit der Lingsaxe des Organs
paralellen  Kernwandungen an. Diese Thatsache beweist also uu-\\'iq'lerleghmn dass
der Schwerkraft keine Rolle bheim Zustandekommen der fragli-
chen Erscheinung zugeschrieben werden kann. -

\"\Ms fiir .l(raftc aber in dieser Iinsicht thitig sind, lisst sich gegenwirtig
gar nicht bestimmen. Ob die Nucleolen selbst vielleicht améhoide Bewegungen
austithren. oder ob sie passiv durch andere Kernelemente an die Peripherie é’e[i{ln-f
werden, das ist eine Frage, aul welche hier nicht niher eingegangen werden soll.

il = - Syl e i T g . . . .

Werfen wir einen Riickblick auf die im Vorigen mitgetheilten Beobachtungen,
so finden wir, dass die als Sichelstadium bezeichnete FErcheinung eine in den primé-
ren Embryosackkernen sehr verbreitete, wahrscheinlich normale Erscheinung ist.
Denn  auch i ille 0 eine Abpl: 3 i

auch in den Fillen, wo eine Abplattung des Nucleolus nicht wahrgenom-
men wurde, konnte doch immer eine Auswanderung desselben an die Peripherie des
Kernes konstatirt werden,

7 - s ' . ‘ . "

Von grossem Intresse ist nun die Thatsache, dass sich auch in den méann-
lichen Sexualanlagen ganz analoge Vorginge abspielen. Nach den zur Zeit

et
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vorliegenden Untersuchungen kann es gar nicht bezweifelt werden, dass in den
Pollenmutterzellen das  Sichelstadium eine sehr hiutige, wahrscheinlich normale
Erscheinung ist ).

Bedeutungsvoll erscheint es auch, dass die betreffenden Metamorphosen
in den woeiblichen und minnlichen Geschlechtsanlagen zu ganz korrespondirender
Zeit statthnden. Wie Zomrsrawany betont hat, fillt dieser Moment gerade mit
dem Zeitraum zusammen, in welchem nach den Untersuchungen von GuiGNARD
und Overrox die Reduction der Chromosomen stattfindet. Zimmermany vermuthet
deshalb, und wohl auch mit vollem Recht, dass dieser Erscheinung cine tiefere

Bedeutung zukomme, doch meint er nicht, gegenwirtig diese Bedeutung niiher

pricisiren zu konnen.

In der That wird eine Deutung des Sichelstadiums gerade dadurch erschwert,
dass sich die niamlichen Processe sowohl in den ménnlichen wie in den weiblichen
Geschlechtsanlagen abspielen. Bekanntlich differiren die ausgebildeten Sexualzellen
besonders darin, dass die Eizellen immer grosse erythrophile Nucleolen fithren,
wahrend die generativen Kerne des Pollenschlauchs gar keine Nucleolen hesitzen ),
und es scheint demnach unzulissig, die betreffende Erscheinung mit dem speci-
fischen Sexualcharakter in Beziehung zu hringen. Wenn man dazu bedenkt, dass
der Nucleolus zuletzt immer in das Centrum des Kerns zuriickwandert, erscheint
die Sache noch rithselhafter.

Deshalb ist es wohl mdglich, dass das Sichelstadium als solches nur eine
korrelative Erscheinung ist zu anderen, vorliufig unaufgeklirten Processen, die sich
s der betreffenden Zeit innerhalh der Sexualorgane abspielen. Wenn wir die
thatsichlich nicht zutreffende Annahme machen wiirden, dass das Sichelstadium
ein hei der Fixirung entstandenes Artefact wire, so wiirden wir doch aut gewisse, die-
sem Artefacte zugrandeliegenden Structureigenthiimlichkeiten schliessen miissen,
denn da die betreffenden Bilder nur in den Sexualanlagen, und in diesen nur zu
einer ganz bestimmten Zeit, dann aber mit grosster Regelmissigkeit konstatirl wer-
den, so ist es einleuchtend, dass sic jedenfalls ihre Entstehung ganz hestimmten
Qualititen der fraglichen Kerne verdanken. Dasselbe gilt auch fiir den hier realisir-
ten Fall, dass niimlich die sichelférmigen Nucleolen préformirt sind, in sofern als
die fraglichen Nuecleolarmetamorphosen als Begleiterscheinung anderer, innerhalb
der Kernsubstanz sich abspielender Vorgiinge aufgefasst werden konnen.

Tndessen bleiben vorliufig alle Speculationen iiber die Bedeutung des Sichel-
stadiums von problematischem Werth, schon aus dem Grunde, weil die Frage nach
der Bedeutung der Nucleolen iiberhaupt noch eine offene ist. Die mikroskopischen
Befunde auf dem Gebiete der Cytologie geben ja nur in vereinzelten Fillen ein-
deutige Aufschliisse tiber die nucleo-physiologischen Probleme, und gerade in Bezug

) In den Pollenmutterzellen wurde hisjetat das Sichelstadinm beobachtet bei Tradescantia
(Hormeister), Hemerocallis (TaNer), Fritillarie. Glauciwm, Aconitum, Pinus, (STRASBURGER), Helle-
borus, Lilium (ZIMMERMANN),

%) Cfr. Zacharias, Ueber den Nucleolus, pag. 290.
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quf die Nucleolen stehen sich noch die Ansichten gegeniiber!). Trotz dem, oder
vielmehr gerade desshalb, scheinen mir Untersuchungen wie die vorliegende ihre
Berechtigung zu hesitzen. Denn auf dem Gebiete der Cytologie wird es sich
wohl noch eine geraume Zeit in erster Linier darum handeln, ein lestes IMunda-
ment von sicher konstatirten Thatsachen herbeizuschaffen. Von diesewn (Resichts-
punkte aus mdchte ich wenigstens die vorstehenden Zeilen beurtheilt wissen.

1T.

Uber die Chromatophilie der Sexualkerne.

1. Litteratur und Fragestellung.

Vor einigen Jahren (1890) machte der Zoologe Auvsksacu die intressante Ent-
deckung 9, dass in den ruhenden Zellkernen der Amphibien sich zweierlei Nucleo-
len unterscheiden lassen, die von diesem Forscher als erythrophile und kyanophile
bezeichnet wurden. Avmrsacu grindete diese Unterscheidung  darauf, dass die
beiden Arten von Nucleolen in tinctioneller Hinsicht eine hestimmte Differenz zeig-
ten und zwar derart, dass’wenn ihnen gleichzeitig ein rother und cin blaver Farb-
stoff geboten wurde, gewisse Nucleolen sich roth, andere blau farbten. Dies Wahl-
vermagen der zweierlei Nucleolen erschien um so merkwiirdiger, als die chemische
Constitution des Farbstoffs hei der fraglichen Erscheinung sich von untergeordne-
ter Bedeutung erwies, in dem zwei chemisch so verschiedene Korper wie Carmin

) Nach dew die vorliegende Untersuchung schon abgeschlossen war, und das Manuskript
bereits druckfertie vorlag, erhielt sich die soeben erschicnenen »Cytologische Studien aus dem
Bonner hotanischem Instituts (Jahrh. f. wissenschaftl. Botanik, Bd. XXX, Heft. 2 und 3) von denen
fiir mich besonders die verdienstvollen Arbeiten von Morrier {Beitrage zur Kentniss der Kern-
theilung in den Pollenmutterzellen einiger Dikotylen und Monokotylen) und JueL (Die Kern-
theilungen in den Pollenmutterzellen von Hemerocallis fulva ete) von grossem Intresse waren.
Diese beiden Autoren haben indessen nur beildufig den Nucleolen ihre Aufmerksamkeit gewidmet,
so dass irgend welche Angaben iiber das Fehlen oder Auttreten des Sichelstadinms in den Pollen-

mutterzellen der untersuchten Arten nicht vorhanden sind.
%) AUERBACH, Zur Kentniss der thierischen Zellen, Sitzungsber. d. Kgl Preuss. Akad. d.
Wiss., 26 Juni 1890,

Zur Physiologie des pflanzlichen Zellkernes. 21

und Tuchsin ') von den selben Nucleolen gespeichert werden, wihrend das dem Fuch-
sin in constitutioneller Hinsicht verwandte Methylgrin nur die kyanophilen Nucleo-
len tingirt.

Noch grosser wurde das sich an diese Fragen ankniipfende Intresse als von
Avrrpacr (1891) gezeigt wurde, dass die chromatophile Gegenzitzlichkeit der beiden
Kemsubstanzen in einer bestimmten Relation zur Sexualitit steht, indem bei den
untersuchten Vertebraten alle ovarialen Formationen tiberwiegend erythrophil, die
Spermatozoen aber (wenigstens der Kopf) ausschliesslich kyanophil #) sind.  Bei der
Klarstellung dieser Verhiltnisse verfuhr Avereacr, um vollig einwurfsfreie Resul-
tate zu erhalten, folgendermassen ®). Nach dem zwei, je eciner ménnlichen Ge-
schlechtsdriise  der betreffenden Species entnommene Stiickchen gemeinschaftlich
gehiirtet und dann in Paraffin eingebettet waren, wurden Schnitte nebeneinander
aul ein und dasselbe Objectglas geklehbt und auf diesem zusammen allen weiteren
Proceduren ecinschliesslich der tinctionellen unterworfen. Wurde nun als Firbe-
fliissigkeit z. B. ein violettes Gemisch von Eosin und Methylgriin (oder Fuchsin
und Anilinblau) angewandt, so erschienen schon’ dem unbewaffneten Auge die
Schnitte des Ovariums ganz roth, die des Hodens dagegen ganz blau oder blau-
griin 1), Die mikroskopische Untersuchung ergab, dass an den Spermatozoen der Kopft
sich immer blau firbte; an den Riern ewies sich die Substanz des Keimblidschens
und im besonders hohem Grade die seiner Nucleoli durchgingig erythrophil. Nach
diesen Befunden schien es also in hohen Grade wahrscheinlich, dass der sexuelle
Gegensatz sich auf zwei Substanzen griindet, die sich qualitativ unter Anderem da-
durch unterscheiden, dass die miinnliche kyanophiler, die weibliche erythrophiler
Natur ist.

Avurpacr betont selbst, dass zu einer weiteren Verallgemeinerung des von
ihi aufgestellten Gesetzes noch entsprechende Beobachtungen an wirbellosen Thieren
und an Pflanzen nothig wiren. Aul botanischem Gebiete ist dann auch diese
Liicke durch die intressanten Untersuchungen von Rosex %) und Scrorrninper )
ausgefiillt worden. Von Rosen wurde die bedeutungsvolle Thatsache konstatirt,
dass in Bezug auf die Chromatophilie eine vollkommene Ubereinstimmung besteht

" Die von AUERBACH bhenntzten Farbstoffe vertheilen sich demgeweiss auf zwei Gruppen:

Blane Reihe: Rothe Reihe:
Methylgriin Carmin

Smaragdgriin Eosgin

Victoriablau Echtroth

Methylenblan Orange

(Hamatoxylin) Rosanilin {schwefelsaures).

% AversacH, Ueber einen sexuellen Gegensatz in der Chromatophilie der Keimsubstanzen
Sitzber. der Kgl. preuss. Ak. d. Wissensch. 25 Juni 1891,

H1 e p 714

O L e op. 119,

) RoskN, Beitrige zur Kenntniss der Pflanzenzellen, Cohn's Beitvdige, Bd. V, p. 443.

% Beitriige znr Kenntniss des Zellkerns und der Sexualzellen bei Kryptogamen, Cohn's
Beitrige, Bd. 6 (1892), p. 267.
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swischen den Sexualkernen der untersuchten Pflanzen ') und denen der von AvER-
nacH studirten Wirbelthiere. Der generative Kern des Pollenkorns erwies sich
nemlich stets als kyanophil, wihrend dagegen der Eikern sowie simmtliche Kerne
des Embryosacks der erythrophilen Gruppe anhoren. Besonders prignante Resultate
erhielt Rosex bei Doppeltfirhungen mit Fuchsin-Methylenblau; bei Anwendung von
diesem Farbstoffsgemisch stellte es sich auch heraus. dass der vegetative Kern des
Pollenkorns stark erythrophil ist, und dass im weiblichen Geschlechtsapparat die
Erythrophilie sich schon in der Embryosackmutterzelle geltend macht. - Analoge
Beobachtungen wurden auch von ScHOTTLANDER fiir die Kryptogamen gemacht:
bei den Marchantiaceen vnd Characeen besteht die Eizelle ausschliesslich aus erythro-
philer Substanz, die reifen Spermatozoiden vorwiegend, wenn auch nicht ausschliess-
lich aus kyanophilen Stoffen.

Bine wichtige Erweiterung unserer Kentnisse in Bezug auf die Chromatophilie
lieferte dann Zacwarias durch den Nachweis ), dass einerseits kinstliche Nuclein-
préparate aus einem geeigneten rothblanen K Farbstoffgemisch nur den blanen Farb-
stoff aufnehmen resp. festhalten, andererseits auch die verschiedensten den PHanzen-
and Thierreich anhorigen Zellen sich in ihren nucleinhaltiger Theilen blau firben,
im iibrigen aber roth. Die tinctionelle Differenz zwischen den Kernen der beiderlei
Sexual Zellen wurde also auf die schon frither von Zacmawtas betonte Thatsache
einer stofflichen Verschiedenheit zuriickgefiihrt.

Im scharfen Gegensatz zu diesen Anschanungen macht STrASBURGER %) geltend,
dass die Ursache der chemischen und chromatischen Differenz der Sexualkerne
nicht in dem Sexualkarakter als solchem liegt, sondern dass die kyanophilen und
erythrophilen Higenschatten der Zellkerne lediglich von Krniahrungsverhiltnissen
abhingen. Demgemiiss soll bei der Karyokinese das Kerngeriist der Tochterkerne
erythrophil werden, wenn demselben viel Cytoplasma als Niahrmaterial zur Verti-
gung steht, kyanophil dagegen, wenn deren entstandene Tochterkern sich unter
Bedingungen befindet, welche eine Nahrungsauinahme aus dem Cytoplasma ein-
schrinken oder ausschliessen. Diese Ansieht stiitzt Srassurarr hauptsichlich darant
dass bel den Gymmospermen der Pollenschlauchkern sich um so ausgepriigter erythro-
phil zeigte, je grosser die Menge des in der Pollenschlauchbildenden Zelle enthal-
tenen Cytoplasmas war. Ebenso werden von Srrassuraur die stark erythrophilen
Anlagen von Adventivkeimen bei Fumkia ovala als Belege liir die Richtigkeit seiner
Angicht angefiihrt.

Gegen die Srraspurarrsche Erklarung der (hromatophilie hahen sowohl Zacaa-
r1as ) wie Rosen ®) theoretische Bedenken gedussert und besonders hervorgehoben,
dass wir tber die Ernihrung  des Kerns vorliufig gar zu wenig wissen, um an

) RoseN untersuchte nur Liliaceen.

% ZacHARIAS, Ueber Chromatophilie, Ber. d. deutsch. botan. Ges. XI, pag. 188.

%) §rRASBURGER, Uber dag Verhalten des Pollens ele. Jena 1892.

4) Ueber Chromatophilie, pag. 194.

%) Beitiiige zur Kentniss der Pflanzenzellen III, Cohn's Beitrige, Bd. VII, pag. 231
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diese Verhiltnisse irgendwelche Speculationen anzukuiipfen. Es schien mir indes-
sen wahrseheinlich, dass diese Frage einer experimentellen Losung zuginglich sei, und
zwar gerade in Bezug auf die Kerne der Pollenschliuche. Wie ich an anderem Orte
gezeigt habe ), gicbt es cine betrichtliche Anzahl Pollenkorner, die in destillivtem
Wasser gut entwickelte Schlinche treiben, wobei dic im Pollenkorn aufgespeicherten
Reserystoffe allmihlich verbraucht werden, so dass sich die KKerne des Pollenschlauches
unter schr ungiinsticen Krniihrungsverhiltnissen befinden. Almliches gilt auch in
Bezug anf diejenicen Pollenschliiuche, die in damplgesittigter Luft keimen %), Wiirde
man nun derartige Pollenkorner theils in destillivtems Wasser (resp. damplgesittigter
Luft), theils in einer zur Eiweisshildung hefihigenden Culturfliissigkeit zuor Keimung
veranlasgen konnen, wiiven offenhar die Bedingungen fiir eine experimentelle Priifung
der Srraspurcrrschen Ansicht gegeben, insolern alg die Theilung des generativen
Kerns einerseits in einem verhiltnissmiissig schlecht erniihrtem, andererseits in einem
sehr wohlgeniahrten Cytoplasma stattfinden wiirde. Es ist mir auch gelungen, diese
Bedingungen herzustellen und aul diese Weise einen Beitrag zur Klarstellung der
oben erwihnten Verhiltnisse zu liefern.

II. Versuchsanordnung und Methodik.

Fiir die Entscheidung der uns hier infressivenden Frage wirde es vielleicht
gentigen, Culturen in stickstoflfreien nnd in stickstoffhaltigen Fliissigkeiten mit einan-
der zu vergleichen. U aber bei den Versuchen die moglichst grossen Differenzen
heziiglich der Ernidhrungsverhiltnisse zu realisiven, wurden in erster Linie als Un-
tersuchungsmaterial solche Pollenkirner gewéhlt, die in destillirtem Wasser ¥), resp.
in damplgesittigter Luft Schlinche treiben. Leider zeigte es sich bald, dass eine
hetriichtliche Anzahl der so heschaftenen DPollenkérner in den spiter zu besprechen-
den Nahrfliissigkeiten raseh zugrunde gehen. Eine zweite Schwierigkeit lag darin,
dass in den dtickstoffhaltigen Flissigkeiten viele Pollenkorner sehr schén keimten,
ohne dass eine sichere Zunahme der im Schlauche befindlichen Eiweisstoffe kon-
statirt werden konnte. Ferner stellte es sich heraus, dass in vielen Schliuchen, die
sehr gut entwickelt waren, und in denen offenbar eine reichliche Eiweissbildung
stattgefunden, sich der generative Kern nicht mehr theilte.  Aber auch abgesehen
von diesen Umstiinden, erwies sich schon die ungleichmissige Ausbildung des be-
nutzten Materials sehr listig, indem der Pollen aus den verschiedenen Antheren

") Liprorss, Zur Biologie des Pollens, Jalwh. f. wissensch, Botanik, Bd. XXIX, Heft 1.

3 Movisen, Zur Physiologie des Pollens, Sitz. ber. d. kais. Ak, d. Wiss. in Wien, math.-
naturw, ClL, Bd. CIT, Abth. I Juli 1893, pag. 6.

% Ans leicht ersichtlichen Griinden konnten fiir diese Versuche nur solche Pollenarten Ver-
wendung finden, die in Wasser gar keine Platzungen anfwiesen.

Acta Reg, Sec. Physiogr. Lund. T. VIIL 4
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derselben  Bliithe oft genug in ganz verschiedener Weise gegeniiber den henutzten
Culturfliissigkeiten reagirte.

Thatsichlich gelang es doch, Pollenkérner herauszufinden, welche die nothi-
gen Qualificationen  besassen. Die so bheschaffenen Pollenkdrner kanien theils in
cinen aus dest. Wasser hestehenden, auf den Objecttriger ausgebreiteten Culturtrop-
fen, theils wurde ein anderer, in derselben Weise placirter, aber aus stickstolfhalti-
ger Nihrlosung bestehender Tropfen mit Pollen aus derselhen Bliithe beschickt.
Als NahrAissigkeit kam meistens eine Pepton-Zuckerlosung (von 1% Pepton und
1-5 % Rohrzucker) zur Verwendung. In diesem Medium trieben die benutzten
Pollenkorner in einigen Stunden sehr gut entwickelte, ott spiralig gewundene Schliuche.
Dagegen erwies sich das Asparagin recht schidlich, selbst wenn es in Zuckerlosung
gebbtén wurde ; Harnstoff, der nach den intressanten Untersuchungen von HANsTEEN )
bei Gegenwart von Zucker eine sehr reichliche Riweissbildung in den Lemwrn\'m-zgln
her\'orrﬁﬂ. wirkte auch zu schidlich um hier Verwendung finden zu kénnen, 7

Nach Ablauf ciniger Stunden wurde der nunmehr mit gekeimten Pollenkor-
nern  beschickte Objecttriiger aus der feuchten Kammer heransgenommen, und der
Tropfen wihrend einer Minute den Dampfen ciner 2-procentigen Osmiumsiiure-
losung  ausgesetzt.  Dann wurde das dest. Wasser, resp. die Ymcker-Peptonlosung
vorsichtig mit Fliesspapier abgesogen, die meistens zu einer filzartigen Decke ver-
flochtenen Schlinche mit dest. Wasser ausgewaschen und mit ein Paar Tropfen
der Kmiserschen Sublimatessiglisung begossen. Nach Ablauf ciniger Stunden wurde
die Sublimatlosung entfernt, die Schlduche noch einmal mit dest. Wasser gewaschen,
und dann auf dem Objecttriiger mit der Farheflitssigkeit tingirt,

Als Firbemittel henutzte ich vorreigend ein rothblanes Gemisch von Ifachsin
wne Jodgriin, das gewohnlich nach der ZrmErmanyschen Vorschrift %) zusammen-
gesetat war, oder unter Umstiinden auch etwas verdimnt wurde. Im Allgemeinen
wurde die Einwirkung der TFarbstoffe divekt unter dem Mil{l'()skppe verfolgt, und
nach crziclter Farbung mit Wasser ausgewaschen. Wenn eine Uberfirbung statt-
gefunden hatte, wurde mit dem von Zinmermany cmplohlenen essigsiurehaltigen
LAIL-Uhnl differenzivt, doch musste dies sehr vorsichtig geschehen, weil sich sonst

fast sdmmtliche Inhaltsbestandtheile der Schlauche entfarbten.

iII. Beobachtungen und Resultate.

Agapantlhus umbellatus. Die Pollenkorner dieser Pflanze keimen sehr schin m (]_es’r.
Wasser und treiben in 3—5H Stunden lange Schlinche, die noch eine geraume Zeit

s 3 % N - . ) —_— s O
1) HANSIEES, Beitrige znr Kentniss der Eiweissbildung ete., Ber. d. dentsch. bot, Ges. 1896,

pag. 362.
7y (4r. Lipromrss, Zur Biologie des Pollens, pag. 33.

% Cfr. pag. 1.

£
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lebendig bleiben. In den ausgewachsenen Schliuchen bildet das Plasma strecken-

weise nur eine dimme, der Membran anliegende Schicht; hochstens die vordere
Milfte des Schlauches wird von Plasma vollstindig ausgefillt, und auch hier sind
meistens  betriichtliche Vacuolen vorhanden. In den ausgewachsenen Schliuchen
lisst sich meistens nur ein Kern nachweisen; dieser ist entschieden kyanophil und
hebt sich hei Behandlung mit Fachsinjodgriin sehr deutlich als ein fast homogener.
blauer, ziemlich stark lichtbrechender Korper im dem granulirten, intensiv roth-
sefiirhten Cytoplasma ab.  Er repriisentirt offenbar den generativen Kern, wilrend
dagegen der vegetative Kern in diesem Stadium meistens nicht mehr nachweisbar
ist. Selten hatte sich der generative Kern getheilt, sodass zwei kyanophile Kerne
vorhanden waren.

In 4% Rohrzuckerlosungen fanden sich ungefilr dieselben Verhiltnisse. nur
warer in diesem Falle die Schliuche etwas linger wie in den H,0-Culturen. Die
Kerne verhalten sich ganz in derselben Weise wie in der vorigen Cultur,

In Zuckerpeptonlosungen keimen die Pollenkorner von Agapanthus auch ziem-
lich rasch und treiben sehr schon entwickelte Schliuche. Diese sind von der Basis
his zur Spitze von einem dicken, aus Eiweisstoffen bestehenden Schleim ausgoefillt;
Vacuolen sind iiberhaupt nicht innerhalb des Cytoplasmas zu sehen.  Der vegatative
Rern wird in diesen Schlinchen auffallend lange erhalten; bei Behandlung mit
Fuchsin-jodgriin reagirt er deutlich erythrophil. Sehr stark erythrophil ist auch das
Cytoplasma.  Der generative Kern ist aber auch in diesen Culturen entschieden
kyanophil, und schimmert durch das intensiv rothgefirhte Cytoplasma als ein lins-
formiger, sehr deutlich im Blau tingirter Koérper. Hatte das Cytoplasma allzuviel
Fuchsin gespeichert, o war die blane Firbung zuweilen verdeckt, sie konnte dann
aber durch Auswaschen mit essigsaurem Jodalkohol wieder sichthar gemacht wer-
den: durch kriftiges Auswaschen wurde leicht cine Stadium erreicht, wo sowohl
das Cytoplasma wie der vegetative Kern vollstindig entfarbt waren, wihrend dage-
gen der generative Kern intensiv blaugriin tingivt war. Nucleolen waren in dem
generativen Kerne nicht zu sehen.

In den meisten Schliuchen der Zucker-Pepton-Culturen konnte nur ein gene-
rativer Kern konstatirt werden, allein es fanden sich auch Schlauche, in denen der
betreffende Kern sich in zwei getheilt hatte. In diesen Schliuchen, die im Allge-
meinen sehr kriftie und von Riweisstoffen gefillt waren, verhielten sich die ent-
standenen Tochterkerne durchaus kyanophil. Auch bei den stirksten mir zuging-
lichen Vergrosserungen konnten in diesen IKernen keine Nucleolen entdeckt werden;
sic bestanden, soweit die mikroskopische Beobachtung ergeben konnte, ausschliess-

lich aus kyanophil reagirender Chromatinsubstanez.

Imanthophyllum sp.  Die Pollenkorner einer in den Gewiichshiinsern des bot.
Gartens zu Lund cultiviten Imanthophyllum-Art keimen sehr schon in dest. Was-
ser, und treiben auch in Zuckerpeptonlosungen gut entwickelte Schlduche.  Von
den TL,0-Culturen gilt ungefihr dasselbe, was beziiglich der vorigen Art erwéhnt




26 Bengt Lidforss. Zur Physiologie des pHanzlichen Zellkernes.

wurde. In den Schlinchen der Zuckerpepton-Culturen hat offenbar eine sehr reich-
liche Eiweisshildung stattgefunden, da dieselben in ihrer ganzen Linge von einer
stark lichthrechenden, mit Fixirungsmitteln gerinnenden Substanz ausgeltllt gind,
In diesen Schlinchen findet man recht hiulig sowohl Karyokinesen des generativen
Kernes wie auch vollig ausgebildete Tochterkerne. Letztere zeigen sich hei Behand-
lung mit Fuchsinjodgriin entschieden kyanophil; von Nucleolen ist keine Spur zu
entdecken. In einigen Schlduchen konnten drei oder sogar vier kyanophile Sub-
stanzansammelungen wahrgenommen werden, und es hatte demnach den Anschein,
als ob sich der eine resp. die beiden generativen Kerne cin zweites Mal getheilt hatten.
Soviel ich habe finden kénnen, war dies aber nie der Fall, sondern die betreffende
Erscheinung berubte darauf, dass sich bei der Karyokinese einzelne Chromosomen
oder gruppen von Chromosomen aus ihren normalen Bahnen abgelenkt worden

waren und dann im Cytoplasma als selbstindige, kyanophile Centra erschienen.

Von den iibrigen untersuchten Arten lieferten hauptsichlich einige Tulipa-
and Narcissus-Arten hrauchbares Material.  Da die ndheren Details aher vollstiindig
mit den soeben geschilderten Verhiltnissen bei  Agapanthus und  Tmanthophyliam
{ihereinstimmen, diirfte eine nihere Beschreibung tiberflissig sein.

Das theorelische Intresse der jetzt referirten Thatsachen liegt darin, dass die
kyanophile Reaction der minnlichen Sexualzellen bei den untersuchten Angiosper-
men nicht auf Erndhrungsverhiltnisse suriickzulthren ist.

Eine Abinderung in der Chromotophilie des minnlichen Sexual-IKKerng hiitte
sich auf zweierlei Weise kundgeben kéunen: entweder hitte die Chromatinsubstanz
erythrophile Eigenschaften hekommen ') (etwa wic dag Chromatingeriist der Arches-
por- und EiZellen), oder es hitten sich innerhally des Kerns Nucleolen aushilden
kénnen. Von diesen beiden Alternativen wurde keines realisirt. Oheleich in den
Zuckerpepton-Culturen cine sehr reichliche Fiweisshildung innerhalb der Schliuche
atatt fand. o dass sich die Theilung des generativen Kernes in einem an Fiweis-
stoffen {iberreichen Cyloplasma  abspielte, wurde die chromatische Reaction der
Tochterkerne gar nicht verdndert.

Die Ansicht Srrassurerms, dass die verschiedenertige Chromatophilie der
minnlichen und weiblichen Sexualkerne in den Ernihrungsverhiltnissen begriindet
sei. hut sich demmnach beziiglich der von mir untersuchten Angiospermen als unhalt-
bar erwiesen. Ob dieser Ansicht sonst irgend welche Giiltigkeit zukommt, dariiber

miissen kiinftige Untersuchungen entscheiden.

Y Bine derartige Abandernng der Chromatophilie hiitte besfiglich <er Chromatinsubstanz
gehr wohl nur auf physikalischen Verschiedenheiten bernhen kionnen, ohne dass die chemische
Beschaffenheit der fraglichen Gehilde verindert wire; cfr. A. FiscHER, Untersuchungen iiher den
Ban der Cyanophyceen und Bacteriew, p. 4—14, Anders verhalt es sich in Bezug auf die chroma-

tische, Differenz zwischen Chromatingeriist und Nucleolen, deren chemische und morphologische
Ungleichwerthigkeit zu jeder Zeit am lebenden Material konstatirt werden kann.
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Erklarung der Abbildungen.

Samtliche Figuren sind mit Hiilfte der Camera Taeida unter Verwendung eines Lurrzschen
Tmmersionssystemes (Homog, Im. Yhe Oc. IIT) goneichnet. Die Figuren 10, 11 und 12 sind dann
anf /s verkleinert worden. — In den mit Freamsixascher Flissigkeit fixivten Priaparaten st die

Firbung anf den Bildern etwas sehematisirt.

Fie. 1. Tulipa silvestris, Junger Embryosack, Fixirung: Kursersche Flissigkeif Fir-
bhung: Fuchsinjodgrim,

Fig. 2. Tulipa =i Ivestris, Sichelstadinm. Fixirung: FremyrNasche Fligsigkeit; Fir-
hung: Fuchsin-jodgrin.

Fig. 3. Tulipa silvestris, Sichelstadinm, Fixitung: Sublimataleohol; Firhung: Fuch-
sin-jodgriin.

Tie, 4, Tulipa Gesneriana, Sichelstadinm. Fixirung; Krtsereche Flissigkeit; Farbung:
Fuehsgin-jodgriin,

Fig. 5. Tulipa silv estris, Sichelstadinm, Fixivang: Heisser Wasserdampf, Hirtnng mit
Aleohol: Firbung: Fuchsin-jodgrin.

Tig. 6. Tulipa silvestris, Altes Sichelgtadium, rings nm den Kern Kinoplasmabildong.

sin-jodgriin.

Fixirung: Fremuiscsche Tlissigkeit; Fiarbung: Fuel
Fig. 7. Tritillaria imperia lis, Sichelstadium. Fixirnng: MergETsche Fliissigkeit; Fir-
hung: Fuchsin-jodgriin.
Fig. 8. TFritil laria Meleagris, Sichelgtadium; der Nucleolus heim Schneiden an der
okeit; Firbung: Fuchsin-jodgriin.

Mitte abgesprungen. IFixirung: MurkETsche Fliiss

Fig, 9. Fritillaria Meleagris, Stadium unmittelbar vor dem Sichelstadinm, TFixirung:
MerkELsche Flissigkeit; Farbung: Fuchsinjodgrim. :

Fig. 10, TLilinm tigrinum, Sichelstadium. TFixirung: abs. Aleohol; Firbung: Fuchsin-
jodgriin.

Fig. 11, Liliunm tigrinum, Alteres Sichelstadinm, beginnende Kinoplasmabildung. Fixi-

rong: FrLEMMINGsche Flitssigkeit, Firbung: Fuehsinjodgrin.

Fig. 12, Lilinm tigrinum, Nach beendetem Sichelstadinm ist der Nucleolus wieder in
das Centrum des Kernes geriickt. Fixirung: abs. Aleohol (deshalb keine Kinoplasmaditferenziron-
gen sichthar); Farbung: Fuchsin: jodgriin,

Fifi. 13 1. 18 b, Oenothera biennis, Sichelstadinm. Fixirung: abs. Aleohol; Firbung:
Fuchsin-jodgriin.

Fig. 14 n. 14 b, Papaver bracteatum, Sichelstadium. Fixirung: abs. Alcohol; Fir

bung: Fuchgin-jodgrin.







