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Zusammenfassung
Aus Elektrophorese-Untersuchungen geht hervor, daß Malachitgrün ein

rein kationischer Farbstoff ist, was mit der Konstitution des Farbstoffs
übereinstimmt.

Rutin bedingt eine negative Metachromasie.
Plasma und Zellkern der Oberepidermis der Zwiebelschalen von

Allium cepa zeigen nach Vitalfärbung mit Malachitgrün übereinstimmend
ein ausgeprägtes Maximum bei ~ 626—630 nm sowie zwei breite Absorp-
tionsbanden bei ~425 nm und ~315 nm. Die mit Malachitgrün vital ge-
färbten „vollen" Zellsäfte der Unter epidermis zeigen ein Absorptions-
spektrum mit einem Maximum bei ~633 nm.

Aus der Lage der Absorptionsmaxima und dem Verlauf der Absorp-
tion skurven kann geschlossen werden, daß die Färbung des lebenden Plasmas
und Zellkernes auf einer Anreicherung der Farbstoffteilchen in einem lipid-
artigen Milieu beruht. Die Speicherung in „vollen" Zellsäften beruht auf einer
Komplexbildung zwischen Farbstoffteilchen und zelleigenen Flavonolen.

Summary
Microspectrophotometric Investigations on the Accumulation Mecha-

nism of the Cationic Dye Malachite Green by Living Plant Cells.
Electrophoretic investigations show that malachite green is a purely

cationic dye, which is in absolute concurrence with the constitution of the
dye.

x) Prof. Dr. I, TSEKOS, Botanisches Institut der Universität Thessaloniki,
Griechenland.
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Rutin causes negative metachromasy.
After vital staining with malachite green both the plasma and the

nucleus of cells from the upper epidermis of scale leaves of Allium cepa show
a marked absorption maximum at ~ 626—630 nm as well as two wide
absorption bands with maxima at ~425 nm and ~315 nm. After vital
staining with malachite green the ,,full" cell saps of cells from the lower
epidermis show absorption spectra with maximum at ~633 nm.

The position of the absorption maxima and the course of the absorption
curves lead to the conclusion, that the staining of the living plasma and
nucleus is due to an accumulation of dye particles in a lipid-like Milieu.
The accumulation of "full" cell saps is due to a complex formation between
dye particles and navonoles genuine to the cell.

Einleitung

In ihren ausgedehnten Untersuchungen haben einerseits GUILLIERMOND
und GATJTHERET (1940/46) und andererseits DRAWERT (1940) Malachitgrün
als brauchbar für eine vitale Plasma- und Kernfärbung gefunden (vgl. auch
ALEACH 1927, BECKER 1935, KINZEL & IMB 1961, TSEKOS 1970a). DRAWERT
(1940) untersuchte die Verteilung des Farbstoffs in Abhängigkeit vom pH-
Wert der wässerigen Farblösungen einerseits in vivo auf Plasma und Zellsaft
der Allium-Zelle und andererseits in vitro zwischen organischen Lösungs-
mitteln und einer wässerigen Phase. Die Oberepidermen der Zwiebelschalen
von Allium cepa speichern Malachitgrün ausschließlich im Plasma und Zell-
kern, die Unterepidermen dagegen vorwiegend in der Vakuole. Da Malachit-
grün nicht die Zellwand färbt, ist es für mikrospektralphotometrische
Messungen an den einzelnen Zellbestandteilen sehr brauchbar.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, durch vergleichende spektralphoto-
metrische Untersuchungen an Farbstoff-Lösungen und an gefärbten leben-
den Zellen den Bindungsmechanismus von Malachitgrün in den einzelnen
Zellbestandteilen zu klären.

Methodik

Als Versuchsobjekte dienten die Ober- und Unterepidermen von Allium
cepa. Die Zellen wurden mit Malachitgrün der Firma Merck in Leitungs-
wasser in einer Konzentration 1/10.000 bzw. 1/100.000 5—6 Min. angefärbt.
Die Absorptionsspektren lebender Zellen sind in Leitungswasser mit dem
UMSP I (C. Zeiss, Oberkochen) aufgenommen worden. Die Vitalität der
Zellen wurde durch Beobachtung der Plasmaströmung während der Mes-
sungen kontrolliert.

Die Absorption des Malachitgrüns in den verschiedenen Lösungs-
mitteln und deren Beeinflussung durch Rutinzusatz wurde mit dem Spek-
tralphotometer PMQ II (C. Zeiss) gemessen. Näheres über die Methodik
siehe TSEKOS (1969a, b, 1970a, b, c, 1972, 1973).
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— • — • — Chloroform

Butanol

Ölsäure

670 650 630 610 590 570 550 530 510

X(nm)
Abb. 1. Absorptionskurven von Malachitgrün in verschiedenen Solventien. Die
Lösungen wurden durch Ausschütteln des Farbstoffs aus 1/200.000 wässeriger

Phase mit pH ~ 7,0 gewonnen
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Resultate

I. Eigenschaften des Farbstoffs
a) Reinheitsgrad
Bei der dünnschichtchromatographischen Trennung auf Kieselgel

G-Schichten mit Butanol-Äthanol-Wasser (90+10+10) als Pließmittel tritt
neben der blaugrünen Hauptkomponente noch eine blaugrüne Fahne auf.

b) Verhalten im Elektrophoreseversuch
Übereinstimmend mit der Konstitution des Malachitgrüns (HARMS

1965, DRAWERT 1908, S. 47) erweist er sich im Elektrophoreseversuch als
rein kationischer Farbstoff (Tab. 1). Das amphotere Verhalten von Malachit-
grün (INGRAHAM & VISSCHER 1935, DRAWERT 1940, 1968 und die dort an-
gegebene Literatur) soll mit DRAWERT (1968) auf Beimengungen in den
handelsüblichen Präparaten zurückgeführt werden.

c) Absorptionsspektren
In den organischen Lösungsmitteln gelöst zeigt Malachitgrün folgende

Absorptionsmaxima (Abb. 1 und 2): 276 nm in Benzol, 621 nm und 263 nm
in Chloroform, 625 nm in Butanol und ölsäure, 315 nm in Benzol+Lezithin
und 278 nm in Benzol+Ölsäure. Aus den Abb. 1 und 2 geht hervor, daß die
Natur des Lösungsmittels regelmäßig einen gewissen Einfluß nicht nur auf
die Lage der Absorptionsbanden ausübt, sondern auch auf die Beschaffen-
heit des Absorptionsspektrums.

Tabelle 1

Papierelektrophorese von Malachitgrün

pH

1,9
3,9
5,7
6,8
8,5

10,5

cm in Richtung
Kathode

4,5
2,0
1,0
1,4
1,2
1,0

Für Rückschlüsse auf die Zustandsform des Malachitgrüns in der
lebenden Zelle aus Absorptionsspektren ist noch der Einfluß anderer Stoffe
auf das Absorptionsspektrum des Malachitgrüns in vitro von Interesse
(vgl. auch TSEKOS & KARATAGLIS 1975). Da bei der Speicherung kationischer
Farbstoffe im Zellsaft Flavonole eine Rolle spielen, wurde auch der Einfluß
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von Rutin (Na-Salz des Rutin-Schwefelsäure-Esters, Merck) untersucht. Das
Absorptionsmaximum einer 1/200.000 Malachitgrün-Lösung in Phosphat-
puffer (2/375 Mol/l KH2PO4+1/750 Mol/l Na2HPO4) wird durch Rutin
kontinuierlich mit steigender Konzentration von 615 nm (Maximum der
monomeren Farbkationen, M-Bande) bis zu einer Wellenlänge von 633 nm
verschoben (Abb. 3; negative Metachromasie, Verbindungsbande V-Bande;
KINZEL 1959, BOCK 1964, TSEKOS 1969b, 1970a, b, c, 1972, 1973, STADEL-

MANN & KINZEL 1972 und die dort angegebene Literatur, TSEKOS &
KABATAGLIS 1975).

Iß-

11-

n
ME '

op-

Oß-

07-

10' 10~* 10~* 10J

Rutinkonzentration (Mol/lit.)
1Ö~ 10'

Abb. 4. Die Metachromasiegrade von 1/200.000 Malachitgrün in verschiedeneu
konzentrierten Rutinlösungen

Rutin bedingt nach den Messungen eine negative Metachromasie.
Berechnet man nach WIAME (1947) aus den Extinktionswerten bei 633 nm
und 615 nm die Metachromasiegrade ME~=E633/E615, so ergibt sich ab
10~5 Mol/l Rutin mit zunehmender Konzentration ein Anstieg des Meta-
chromasiegrades (Abb. 4). Die Metachromasie nähert sich, wie zu erwarten
ist, einen End wert.

II. Absorptionsspektren der vital gefärb ten Zelle

Sowohl Plasma als auch Zellkern der Oberepidermiszellen der Schuppen-
blätter von AUium cepa zeigen nach einer Vitalfärbung mit Malachitgrün
übereinstimmend ein ausgeprägtes Maximum bei ~ 626—630 nm sowie zwei
breite Absorptionsbanden mit Maxima bei ~ 425 nm und ~315 nm. Die

P h y t o n , Vol. 17, Fase. 3—4,1976. 15
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Abb. 6. Absorptionskurven des „vollen" Zellsaftes in den Unterepidermiszellen
der Zwiebelschalen von Allium cepa nach einer Vitalfärbung mit Malachitgrün
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Kurven in Abb. 5 lassen im UV die starke Absorption von Eiweiß, UNS und
DNS erkennen.

Der mit Malachitgrün gefärbte „volle" Zellsaft (DRAWERT 1968 und
die dort angegebene Literatur, TSEKOS & KARATAGLIS 1975) der Unter-
epidermiszellen der Zwiebelschalen von Allium cepa weist ein Absorptions-
maximum bei ~633 nm auf (Abb. 6).

III. Diskussion

Plasma und Zellkern zeigen nach einer Vitalfärbung mit Malachitgrün
ein ausgeprägtes Maximum bei ~ 626—630 nm. Nach der Lage dieses
Maximums und nach dem Verhalten des Malachitgrüns in wässerigen
Lösungen verschiedener Konzentration (siehe MICHAELIS und GRANICK

1945, LILLIE 1969 und die dort angegebene Literatur) ist sehr wahrscheinlich
eine Anreicherung der Farbstoffteilchen in der wässerigen Phase des Proto-
plasmas auszuschließen.

Vergleicht man die Absorptionskurven des vital gefärbten Plasmas und
Zellkerns (Abb. 5) mit den in vitro gewonnenen (Abb. 1, 2 und 3, siehe auch
MICHAELIS & GRANICK, LILLIE 1969 und die dort angegebene Literatur), so
zeigt sich eine gute Übereinstimmung mit den Farblösungen, die durch Aus-
schütteln des Farbstoffs mit Butanol, ölsäure und Benzol-(-Lezithin (1%)
aus einer wässerigen Lösung mit pH ~7,0 erhalten worden sind.

Es ist deshalb anzunehmen, daß es sich bei der vitalen Protoplasma-
färbung mit Malachitgrün um eine Anreicherung der Farbstoffteilchen in
einem lipidartigen Milieu des lebenden Plasmas handelt (vgl. auch DRAWERT

1940, 1948, 1956, 1968, SCHARF 1956, HÖLZL & BANCHER 1967, TSEKOS

1969 a, b, 1970 a, b, 1972, 1973, TSEKOS & KRISTEN 1969, KRISTEN &

TSEKOS 1971, STADELMANN & KINZEL 1972, TSEKOS & KARATAGLIS 1975).

Durch Zusatz von Rutin wird das Absorptionsmaximum der mono-
meren Farbkationen (Abb. 3) zur langwelligen Seite des Spektrums hin ver-
schoben. Dabei kann es sich nur um eine Komplexbildung zwischen Malachit-
grün und Rutin handeln.

Aus dem Vergleich der Abb. 3 mit Abb. 6 geht hervor, daß die Zellsaft-
färbung auf einer Komplexbildung zwischen Farbkationen und zelleigenen
Flavonolen (HERRMANN 1958, BANCHER & HÖLZL 1960, TSEKOS 1969 b,
1970a, b, c, 1972, 1973, TSEKOS & KARATAGLIS 1975) beruht.

Herrn A. SOUMPOS danke ich für die Umzeichnung der Abbildungen.
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