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NACHWEIS DER SCHWERMETALLE IN DEN PFLANZEN
UND DIE METHODE DER CHROMOSPODOGRAMME.
Von
SILVESTR PRAT.

Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut, Universitas Carolina, Praha.

(Eingelangt am 31. August 1936.)

Mit der steigenden Bedeutung bestimmter Kationen fiir die
Physiologie der Erndihrung entwickelt sich auch das Bediirfnis
ciner genaueren Verfolgung ihrer Lokalisation in den Zellen, ihrer
Transportwege und #hnlicher Fragen; die Losung ist aber immer
noch hauptsiichlich wegen der ganz geringen Mengen einiger Ele-
mente nicht genau durchfithrbar. Da nicht nur Anwesenheit, son-
dern auch verschiedene Formen der Lokalisation, das heillt

1. gewebslokalisiert,

2. zellokalisiert,

3. absolut lokalisiert
(J. Kisser, 183) und die Komplikationen der Reaktionen in
heterogenen kolloiden Medien beriicksichtigt werden miissen, sind
die Aufgaben der Histochemie viel schwieriger als die der ein-
fachen Mikrochemie, wie in vielen Arbeiten, pamentlich in den
Beitriigen von H. MoriscH, G. KLEIN und den Programmabhand-
lungen von KissEr, BRUNSWIK und GICKLHORN betont wird
(KrEIN, 1. 305).

Der einzige Weg, der zur Lisung der Bestimmbarkeit kleinster
Spuren im Gewebe fithren kann, ist die genaue Ausarbeitung von
Methoden und ihre Anwendung auf Materialien, in welchen der
Gehalt an bestimmten Elementen kiinstlich erhtht wurde. Dazu
kommt noch der zweite Umstand, der solche Untersuchungen not-
wendig macht:

Die Arbeiten iiber den EinfluB verschiedener Chemikalien auf
die Zelle sind umso bedeutender, je mehr Faktoren gleichzeitig
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beobachtet und gemessen werden konnen; es soll nicht nur ihre
Giftigkeit auf die Pflanze durch quantitative Wachstumsmessungen
und Wéagungen ermittelt, sondern gleichzeitig sollen auch die Ver-
dnderungen in den Losungen durch Analysen festgestellt werden;
Analysen der Pflanzen sowie die cytologischen und histochemi-
schen Befunde und die Speicherungsmoglichkeiten, gleichzeitig an
demselben Material ermittelt, sollen dann die Reaktionsmoglich-
keiten der Zellen angeben.

Den Sammelreferaten in der Zeitschrift MIKROCHEMIE, die
ausgedehnte Bibliographien darstellen, kann man auch entnehmen,
daB trotz mancher guter Methoden zur Bestimmung von Schwer-
metallen, der histochemischen Seite viel weniger Aufmerksamkeit
gewidmet wurde, als der mikroanalytischen Bestimmung.

DaB die Aufgabe manchmal auch bei den chemisch sehr ein-
fachen Reaktionen nicht leicht ist, wurde bei verschiedenen Reak-
tionen oft festgestellt. Die wegen ihrer charakteristischen Kristall-
form gut bewiihrte Reaktion auf Kalium, z. B. mit Kupferbleinitrit,
kann wegen der nicht momentanen Entstehung des Reaktionspro-
duktes mit Lokalisationsinderungen verbunden werden.

Blei. Die Schwierigkeiten, welche durch die quellende Wirkung
des Alkali bei der Einwirkung von Sulfid auf bleiimprégnierte
Zellkerne entstehen, wurden von HAMMET geschildert (HAMMET,
III. 139—141, V. 543) und konnten in eigenen Beobachtungen
bestéitigt werden. Die braune, wahrscheinlich kolloidale Féllung
von Bleisulfid ist viel unbestindiger als die graue bis schwarze;
dies ermoglicht auch die Beurteilung der Reagenzien. Deswegen
kann frisch bereitetes Schwefelwasserstoffwasser als besseres Fil-
lungsmittel bezeichnet werden als die Natriumsulfidlosung. Die
Unbestéindigkeit der Reagenslosung beschrénkt aber die allgemeine
Verwendbarkeit. Die alkalische Natriumsulfid-Losung (1 Teil 307
Na,S, 1 Teil 30% NaOH, 1 Teil Glyzerol) kann mit Vorteil ver-
wendet werden (PRAT, BABICKA aPOLIvVKOVA), jedoch fithrt auch
hier der Uberschul von Alkali sehr leicht zum Anschwellen und
Platzen der Zellkerne; das rasche Eindringungsvermogen ist aber
wieder ein Vorteil. Die Resultate konnen durch vorhergehende
Fixation mit verdiinntem Jodjodkali (eventuell Jodd&mpfen) ver-
bessert werden (vorsichtig, da PbJ, im Uberschufl von KJ 1oslich!).

Da sich die Sulfid-Niederschlige in sehr feiner Verteilung be-
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finden, sind sie der Oxydation sehr leicht zugéinglich und miissen
vor allen oxydierenden Substanzen (H.0.!) geschiitzt werden.
Auch die Terpentinbehandlung bei der Paraffin-Einbettung oder
-Losung ist zu vermeiden. Die Aufhellung mit Chloralhydrat ist
nicht moglich.

Die Préparate mit den Niederschligen miissen in 24 bis 48 Stun-
den entwissert und eingebettet werden, da sonst in der alkalischen
Sulfid-Losung sowie in Glyzerol allméhliche Dislokation und Um-
kristallisation einsetzt. Die Anderungen der Verteilung der
Schwérzung kann man in manchen Fillen auch makroskopisch
wahrnehmen.

Kupfer kann mit mehreren Reaktionen nachgewiesen werden,
doch miissen manche sehr vorsichtig durchgefiihrt werden. Kalium-
ferrocyanid bewédhrt sich gut bei groBeren Kupfermengen, fiir
kleinere ist die Empfindlichkeit nicht befriedigend und da das
Reagens nur schwer und langsam in die Zellen eindringt, ist eine
Storung der Lokalisation sehr wohl méglich. Uber die Féllung
als Sulfid kann dasselbe gesagt werden, was bei der Bleireaktion
angefithrt wurde. Die Féllung mit Benzoinoxim liefert gute Re-
sultate nur bei groflerer Kupfermenge, da die Niederschldge der
leichten Férbung wegen in den Zellen nicht genug klar hervor-
treten und leicht der Beobachtung entgehen konnen. Von allen
gepriiften Reagenzien hat sich die alkoholische Losung von Ru-
beanwasserstoffsdure (0,5% in 967 igem Alkohol) am besten ge-
zeigt. Dieses, bisher in der Mikrochemie gut bhewédhrte Reagens
(FEicL, FEIcL u. Kapurrrzas, RAy, WOLBLING u. STEIGER)
kann auch in der Histochemie sehr einfach verwendet werden. Es
geniigt, die zu priifenden Gewebe oder Schnitte in die Reagens-
losung schnell einzutauchen. Die Fédrbung und Féllung entsteht
schnell und deswegen kann gute Lokalisation erzielt werden. Die
Farbung éndert sich auch bei lingerem Aufbewahren in der Rea-
genslosung oder in Alkohol oder in Glyzerol nicht und die Objekte
konnen sehr gut mit den iiblichen Methoden der Mikrotechnik
durch Xylol in Paraffin eingebettet und dann geschnitten werden
Dal aber auch bei diesem ziemlich schnell wirkenden Reagens die
Diffusionsstrome sehr wichtig sind, 1408t sich sehr leicht zeigen,
wenn ein Tropfen Reagens von der Seite des Deckglédschens ein-
gesaugt zur Wirkung kommt; dabei lassen sich dann sowohl
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makroskopisch als — an einzelnen Zellen — mikroskopisch ver-
schieden gefidrbte Zonen, den Diffusionsstromen entsprechend, be-
obachten; diese Bildungen verdienen aber fiir sich selbst nihere

Aufmerksamkeit wegen ihrer Beziehungen zu den Strukturen der
Zelle.

Von den Nickelreaktionen ist die Féallung mit Dimethyl-
glyoxim sicher die am héufigsten angewendete und hat sich in
vielen Féllen sehr gut bew#hrt. Fiir die Histochemie mufl aber
die ziemlich langsame Kristallisation als Nachteil betrachtet
werden, da dabei oft die Lokalisation — und zwar nicht nur die
absolute, sondern auch die Zellokalisation und eventuell auch die

Abb. 1. Verschiedene Formen der Kristalle von Nickel-Dimethylglyoxim in und
an den Zellen nach der Elektroinjektion. a) Epidermis von Allium cepa (nach
der Plasmolyse mit 1 mol Saccharose). b) In den Zellen von Vallisneria.
¢) An den Zellen der Blattspitze von Zea Mais, an den Spaltéffnungen angehauft.

Gewebslokalisation — verdndert wird. Dies wird noch verstérkt
durch starke Diffusionsstrome, die beim Zusammentreffen des
alkoholischen Reagens mit dem wasserhaltigen Gewebe entstehen.

An Bohnenstengeln und Blittern sowie an Maisblédttern wurde
oft beobachtet, dall stiirkste Fillungen von Nickel-Dimethylglyo-
xim an und um die Spaltéffnungen auftraten. Es handelte sich
aber nicht um selektive Lokalisation, sondern die Offnungen der
Stomata erméglichen ein viel schnelleres Zusammenkommen des
Nickels mit dem Reagens, als durch die Kutikularschichten hin-
durch moglich ist.
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Da in den komplizierten Systemen der Zellkolloide durch die
Anwesenheit der verschiedensten Verbindungen die chemischen Re-
aktionen und Mikroreaktionen verschiedenartig beeinflullt werden
konnen, wurde oft auf die Notwendigkeit der Kontrolle durch die
Aschenanalysen hingewiesen. Die Einfithrung und Ausarbeitung
der Methode der Mikroizineration hat den Bereich der Mog-
lichkeiten besonders erweitert (MoLiscH, POLICARD, OHARA,
WERNER, SCHULTZ-BRAUNS).

Oft kann man schon an gewohnlicher Agche makroskopisch wich-
tige Aufschliisse iiber Gewebelokalisation bekommen. Es kann
wohl als allgemein bekannte Tatsache angenommen werden, daf}
Pflanzenasche nie schneeweill ist; oft wird die Féarbung dem
Eisengehalte zugeschrieben; dall aber die genauere Verfolgung der
makroskopischen Verteilung der Aschenfdrbung wichtige Auf-
schliisse iiber die Lokalisation verschiedener Elemente in den Pflan-
zenorganen geben kann, wurde zum erstenmal deutlich von NEMEC,
BaBICKA und OBORSKY betont und auch in der weiteren Arbeit
bestitigt (NEMEC).

Nach der Mikroizineration wurde die Farbe der Asche als Indi-
kator der Zusammensetzung und Lokalisation von POLICARD an-
gegeben. Bei der Ausarbeitung der Methode der Elektroinjektionen
(PRAT u. GLAZUNOV) wurde die Verbreitung einiger Schwermetalle
m der Pflanze verfolgt und dabei erwies sich die Methode der
Spodogramme, und zwar der Makro- sowie Mikrospodogramme als
vorteilhaft. Fiir Makrospodogramme sind sehr gut die weill email-
lierten Schamottenplatten (Rako oder Westbshmische Kaolin-
werke) geeignet. Die getrocknete Pflanze wird auf die Platte
gelegt und die Enden der Stengel und Spitzen lingerer Blitter
werden mit einem Tropfen von diinnem Gipsbrei befestigt, wodurch
sie geniigend festgehalten werden; nach der Verbrennung 140t sich
dann der Gipstropfen leicht wieder entfernen. Bei vorsichtiger,
langsamer Verbrennung behalten die Pflanzenteile gut ihre Formen
bei und die Asche kann an der weillen Unterlage der Farbe nach
sehr gut geschéitzt werden. Man kann dann sehr leicht ohne Loka-
lisationsstérung einige Reaktionen durchfithren. Sehr gut bewéh-
ren sich alkoholische Reagenslosungen (96%iger oder auch
507%iger Alkohol). Wenn dagegen wiisserige oder gar saure Li-
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sungen verwendet werden, tritt sehr leicht Lokalisationsénderung
und auch ZerflieBen der ganzen Aschenskelette auf.

Die Reaktionen werden in der Art der Tiipfelreaktionen so
durchgefiihrt, dall das Aschenskelett mit einer feinen Pipette mit
der Reagenslosung befeuchtet wird; bei langsamem Betupfen wird
die Reagenslosung durch die Asche eingesaugt und flieft nicht
iiber die Platte. Wenn notwendig, wird das Betupfen wiederholt.
Einige Reaktionen erscheinen sofort oder in einigen Sekunden
(mit Rubeanwasserstoffsdure), andere langsamer, nach Verdun-
stung des Alkohols (Dimethylglyoxim). Wenn notwendig, kann
das iiberschiissige Reagens vorsichtig mit Alkohol abgespiilt wer-
den. In dieser Weise konnen instruktive Chromospodogramme er-
halten werden, welche noch durch mikroskopische Kontrolle er-
ginzt werden konnen. Die von POLICARD und OKKELS empfohlene
Impriagnation mit Kolodium, die eventuell storend wirken konnte,
ist bei dieser Ausfithrung nicht notwendig. Fiir die Mikroizinera-
tion ist es notwendig, alle die Vorschriften genau einzuhalten,
welche bei Ausarbeitung der Methodik angegeben wurden (MoLiscH,
OHARA, POLICARD, WERNER, SCHULTZ-BRAUNS, MACLENNAN).

Am besten bewéhrt sich, die Blittchen oder Schnitte direkt auf
dem Deckglischen (auf einem glatten Eisenblech liegend) oder auf
diinnen Glimmerplidttchen zu veraschen, auf diesen ohne Uber-
tragen direkt zu beobachten, die Reaktionen vorzunehmen und diese
dann direkt als Deckglidschen anzuwenden. Der Vorgang ist der-
selbe wie bei Vorbereitung der Makrospodogramme. Nach Durch-
fithren der Reaktion und Trocknen werden die Préparate mit
Chloroform oder Xylol betupft und in Kanadabalsam aufbewahrt.
Mit dieser Methode kann sehr leicht festgestellt werden, dafBl in
die Pflanze injiziertes Kupfer oder Nickel durch die Geféltbiindel
bis in die Blattspitzentransportiert wird. Da namentlich in den
Gefilbiindeln sehr leicht schwarze Kohle verbleibt und die Kupfer-
Rubeanwasserstoffsiure-Verbindung auch dunkle Niederschlige
bildet, empfiehlt es sich, eine mikroskopische Kontrolle der Asche
vor der Reaktion vorzunehmen. Die Nickeldimethylglyoximkristalle
oder der violette Niederschlag von Nickel mit Rubeanwasserstoff-
siure tritt dagegen sehr deutlich hervor.
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Zusammenfassung.

Es werden Reaktionen auf Blei, Kupfer und Nickel in den pflanz-
lichen Zellen beschrieben und die Rubeanwasserstoffsiure (Dithio-
oxamid) wird als histochemisches Reagens empfohlen.

Ferner wird die Methode der Chromospodogramme niher aus-
gefiihrt.
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