Giacomo Tripodi

Osservazioni sui fenomeni di accumulo

del rosso neutro nel tubo pollinico (*)

INTRODUZIONE

P. DANGEARD (1923, 1933, 1934, 1956a, b) ha per primo af-
frontato il problema della evoluzione del sistema vacuolare nel
tubo pollinico delle Angiosperme e, adottando le colorazioni
vitali con il rosso neutro quale metodo di ricerca, concluse che
esso trae origine da quello della microspora. Egli mise in evi-
denza come i vacuoli che lo costituiscono abbiano una morfo-
logia variabile, ma riconducibile a due tipi distinti, dei quali
il pitt diffuso & rappresentato da una serie di piccoli vacuoli
sferici, mentre l'altro & costituito da vacuoli pit grandi, di
varia forma; tale differenza sarebbe da attribuire ad un diverso
grado di imbibizione. In seguito alla colorazione vitale, i grandi
vacuoli assumono un color rosa pallido, gli altri, invece, accu-
mulano il rosso neutro piu intensamente.

Queste osservazioni di P. DANGEARD vennero confermate
dalle analoghe ricerche di HUREL-PY (1934), che, inoltre, ha rile-
vato l'esistenza di un rapporto fra colorazione vacuolare con il
rosso neutro e il pH della soluzione colorante esterna, come
era stato in precedenza dimostrato da IrRwin (1923, 1926) in
Nitella, e da McCuTcHEON e Lucki (1924).

(*) Lavoro eseguito nell'Istituto Botanico della Facolta di Agraria in
Portici, diretto dalla prof.ssa Valeria Mezzetti Bambacioni.
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Numerosi Aa. (vedi DRAWERT, 1956) hanno ampiamente di-
mostrato come sia determinante il pH della soluzione colorante
esterna per tutti i fenomeni di permeazione e di accumulo, di
qualsiasi tipo essi siano. Infatti, ¢ condizione essenziale perche
possa avvenire la penetrazione dei coloranti nella cellula viva,
che essi si trovino nella soluzione esterna, almeno in parte,
allo stato non dissociato; la particolare costituzione del pla-
smalemma (BricGs, HoPE e ROBERTSON, 1961) consente il pas-
saggio dei coloranti vitali soltanto per via lipidica e, di conse-
guenza, soltanto allo stato indissociato liposolubile (DRAWERT,
1939, 1940; HOFLER, 1947). Pertanto, & evidente quale sia la
importanza del pH della soluzione colorante e della costante
di dissociazione dei singoli coloranti (COLLANDER, LONEGREN e
ArHIMO, 1943; KiNzEeL, 1954).

Per quanto concerne i meccanismi di accumulo vacuolare,
essi sono diversi, in relazione alla costituzione chimica e chi-
mico-fisica dei succhi cellulari e dei coloranti impiegati. HOFLER
(1946) per primo ha distinto i succhi cellulari in pieni e vuoti,
in funzione del meccanismo con il quale accumulano i colo-
ranti: nei primi, 'accumulo avviene con il meccanismo della
trappola ionica, per il quale il colorante, una volta penetrato
nella cellula allo stato di molecola liposolubile, si dissocia nel
vacuolo in ioni che, idrosolubili, non possono pilt migrare al-
I'esterno; cid determina nel plasma una caduta di concentra-
zione che consente la penetrazione di altre molecole dalla solu-
zione colorante esterna. I fattori che determinano questo tipo
di accumulo sono il pH della soluzione esterna e quello del
liquido vacuolare (che deve essere piu basso), e la costante
di dissociazione del colorante impiegato (KinzerL, 1954). Nei
succhi cellulari pieni, I'accumulo ¢ invece dovuto ad una com-
binazione tra il colorante e una determinata sostanza presente
nel succo cellulare stesso; la quantitad di colorante che viene
cosi legata & in rapporto stechiometrico con la quantita della
« sostanza di accumulo » presente nel vacuolo. KINZEL e BoLray
(1961) ritengono che tali sostanze abbiano nella loro molecola
gruppi fenolici (sostanze flavonoidi e tanniche).

Le due diverse forme di accumulo vacuolare possono essere
distinte per i fenomeni di metacromasia che gran parte dei
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coloranti vitali presenta; secondo KinzeL (1958), le molecole
e gli ioni hanno generalmente metacromasia  positiva quando
sono in soluzione, mentre il colorante legato ha una ben di-
stinta metacromasia negativa: tuttavia, in alcuni casi, sia per
I'azione di numerosi fattori che per il complicato andamento
della dissociazione di molti coloranti, possono manifestarsi fe-
nomeni metacromatici di significato diverso, spesso ancora non
ben conosciuti.

DrRAWERT (1956) riporta altri meccanismi di accumulo va-
cuolare, fra i quali di particolare importanza quelli in rap-
porto alla liposolubilitad dei coloranti nei lipidi dispersi in al-
cuni succhi vacuolari, e quelli dovuti a fenomeni di adsorbi-
mento dei cationi colorati a colloidi vacuolari a carica negativa.
In questi casi, spesso si verificano fenomeni di smescolamento
molto simili a quelli descritti in cellule artificiali colorate con
il rosso neutro da Booir e BUNGEBERG DE JoNG (1956); secondo
questi Aa., il fenomeno sarebbe dovuto alla formazione di un
complesso tra colorante e una fase colloidale dispersa, ed ¢
molto probabile che a questo meccanismo siano da attribuire
anche i fenomeni di smescolamento che avvengono nei succhi
cellulari e, talvolta, anche nel citoplasma di cellule vive.

Coloranti basici come il rosso neutro possono dare una
colorazione plasmatica particolarmente evidente nei casi in cui
manca la concorrenza nell’accumulo da parte del vacuolo. Per
lo pil si tratta di una soluzione delle molecole indissociate del
colorante nelle fasi lipidiche del plasma (STRUGGER, 1940; ToTH,
1952); tuttavia, recenti ricerche hanno dimostrato che possono
manifestarsi nel plasma vivo evidenti fenomeni di smescolamen-
to determinati dall’accumulo di questi coloranti (HONSELL,
1957, 1959, 1962; HOFLER, 1963; Tripopi, 1964; HONSELL e
TrIPoDI, 1965). La natura di questi fenomeni non ¢ ancora stata
perfettamente chiarita, ma il fatto che in certi casi si abbiano
colorazioni metacromatiche positive e in altri negative farebbe
pensare, nel primo caso, ad un semplice smescolamento pro-
vocato dalla lipofilia del colorante in un plasma molto ricco
di componenti lipidici in equilibrio colloidale instabile, men-
tre nel secondo si formerebbe un legame fra un determinato
costituente plasmatico a carica negativa e i cationi colorati.
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Dato che questi fenomeni avvengono sia in alghe marine
(Bryopsis, Bangia) che in cellule embrionali di piante supe-
riori, come mostrano osservazioni di Honsell e mie (non an-
cora pubblicate), nel presente lavoro ho ritenuto opportuno
studiare, alla luce delle recenti teorie, i fenomeni di accumulo
vacuolare del rosso neutro nei microgametofiti in accrescimen-
to di diverse Angiosperme, le eventuali colorazioni del cito-
plasma, e la sua reazione alla presenza di questo colorante.

Parte sperimentale

Ho condotto le mie osservazioni e ricerche sul polline di
nove Angiosperme coltivate nelFOrto Botanico di Portici, sia
appena raccolto che conservato in essiccatore a 4-5°C. per
qualche giorno, rilevando un identico comportamento in en-
trambi i casi. Il polline & germinato in soluzioni di saccarosio
in acqua distillata, sopra portaoggetti tenuti in camera umida
(una capsula Petri con carta bibula imbevuta) a 18°C.; per ogni
singola specie ho trovato la concentrazione ottimale della solu-
zione nutritizia: Eschscholtzia californica (5%), Alyssum mari-
timum (4%), Jucca gloriosa (5%), Scilla autumnalis (14%), Hosta
ventricosa (5%), Crinum album (5%), Agapanthus umbellatus
(5%), Haemanthus coccineus (5%), Tradescantia crassifolia (5%).

Le osservazioni preliminari al microscopio in contrasto di
fase mi hanno mostrato il tratto apicale dei tubi pollinici sempre
occupato da plasma finemente granuloso, non vacuolizzato, con
attive correnti citoplasmatiche: i vacuoli compaiono nel tubo
pollinico soltanto quando questo si & accresciuto, nelle predette
condizioni di esperimento, per un tempo che varia con la specie:
2-3 ore per Jucca gloriosa, 4-5 ore per Alyssum maritimum, 10-12
ore per Haemanthus coccineus.

Nel corso di queste osservazioni preliminari non ho visto
i piccoli vacuoli sferici descritti da P. Dangeard, i quali, idra-
tandosi, dovrebbero dar luogo ai grandi vacuoli: questi ultimi
sono ben visibili, e spesso occupano lunghi tratti di tubo polli-
nico.
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Per le colorazioni ho adoperato il diacromo basico rosso
neutro (RdH), dopo aver controllato cromatograficamente la sua
purezza.

Per una esatta interpetrazione dei fenomeni di accumulo &
necessario conoscere come essi procedano con il variare della
reazione del mezzo colorante; tuttavia, avendo le soluzioni di
saccarosio adoperate quale mezzo nutritivo un pH intorno a 5.5,
e dato che il polline fatto germinare in soluzioni con reazione
regolata ad altri valori di pH da tamponi fosfatici ha presentato
un comportamento irregolare, attribuibile sia alle condizioni non
ottimali di pH, sia all'influenza che gli elementi presenti nella
soluzione tampone hanno sulle attivitd metaboliche del tubo pol-
linico, ho dovuto usare la seguente tecnica: dopo aver ottenuto
la germinazione nella soluzione zuccherina in acqua distillata
(pH 5.5), ho prosciugato il mezzo nutritivo con carta bibula fa-
cendo in modo da lasciare gran parte dei granelli sul vetrino;
rapidamente ho quindi aggiunta una goccia di una soluzione
tamponata con fosfati M/150 (pH 3.5 e pH 6.8), alla stessa con-
centrazione zuccherina usata per la germinazione; in questa era
anche disciolto il colorante diluito 1:10.000; l’eccesso non ha
disturbato le osservazioni.

Un controllo al microscopio in contrasto di fase in solu-
zioni tamponate prive di colorante, mi ha mostrato come il tu-
betto pollinico resista bene alle variazioni momentanee di pH:
infatti, le correnti citoplasmatiche non subiscono alterazioni
apprezzabili. Non ho osservato modificazioni morfologiche va-
cuolari o citoplasmatiche, n¢ formazioni che possano far pen-
sare ai piccoli vacuoli sferici di P. DANGEARD.

Per le sue caratteristiche di dissociazione il rosso neutro
si trova nelle soluzioni con pH intorno alla neutralita quasi
esclusivamente allo stato molecolare, mentre al di sotto di pH
6.0 ¢ ionizzato e, quindi, in condizione di non poter penetrare
nelle cellule; a valori tra 6 e 7 coesistono molecole indisso-
ciate e ioni.

I fenomeni di accumulo rilevabili dopo una colorazione

eseguita con le modalita riportate interessano sia la parete spo-
riale che il contenuto del tubo pollinico:
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L’esosporio, nei casi osservati, si colora intensamente e con
rapidita in rosso violaceo sia a pH 3.5 che a pH 5.5 e 6.8.

La parete del tubo pollinico, in corrispondenza dei valori
di pH saggiati, non ha mai accumulato il colorante.

I grandi vacuoli, a pH 3.5, non hanno mai presentato fe-
nomeni di accumulo del rosso neutro; l'accumulo vacuolare &
solo raramente osservabile a pH 5.5, ma si verifica costante-
mente a pH 6.8, in forma diffusa e con metacromasia positiva
(colorazione rosso fragola dei succhi cellulari). II vacuolo con-
tenuto nella microspora assume il rosso neutro anche prima di
immettersi nel tubo: infatti, esercitando una pressione. sul co-
prioggetto, si provoca una rottura all’apice del tubetto e il suo
rapido svuotamento: si osservano allora i grandi vacuoli scor-
rere perfettamente colorati (Tav. I, 2).

L’ammoniaca in dosi biologiche (N/200-N/400) ha la capa-
cita di permeare rapidamente la cellula; HOFLER (1946) cosi
trattando succhi cellulari vuoti in precedenza colorati con rosso
neutro, ne provocava la completa decolorazione: 'ammoniaca,
infatti, alcalinizzando il liquido vacuolare, fa regredire la disso-
ciazione del colorante che, non piu trattenuto con il meccani-
smo della trappola ionica, diffonde all’esterno. In tutte le specie
di polline da me esaminate, questa reazione ha sempre dato
esito positivo: si € avuta, cio¢, una decolorazione immediata del
succo cellulare.

Il plasma da luogo a fenomeni di accumulo del rosso neu-
tro, particolarmente in corrispondenza di pH 5.5 e 6.8; le mo-
dalita secondo le quali esso si verifica sono diverse: con mag-
gior frequenza ho osservato un accumulo in forma diffusa, con
metacromasia positiva, particolarmente intenso nella parte api-
cale del tubetto. A valori piu bassi di pH (3.5) ho, in qualche
caso, osservato un debole accumulo, del quale pero .non sono
in grado di stabilire il carattere metacromatico. Altrettanto ra-
ramente ho osservato, in corrispondenza di pH 5.5, una colo-
razione diffusa apicale con metacromasia negativa.
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Una diversa forma di accumulo, che ho rilevato con mag-
giore frequenza in Eschscholtzia californica e in Haemanthus
coccineus, si manifesta con la comparsa in seno al citoplasma
di granulazioni che a volte assumono la forma di sferette con
metacromasia negativa (rosso rubino) (Tav. I, 3). Questo fenome-
no non & perd costante, ma gode, rispetto all’accumulo diffuso,
di una maggiore indipendenza nei confronti del pH della so-

Fig. 1. — Dinamica dell’accumulo plasrhatico: ad una iniziale colorazione
diffusa (a), segue l'insorgere nel plasma di sferette colorate (b).

luzione colorante esterna, tanto che si verifica, sebbene in mi-
sura ridotta, anche a pH 3.5 (Tav. I, 4). Queste sferette sono ben
distinguibili dai vacuoli, sia per il carattere metacromatico net-
tamente negativo, e sia perche, in seguito alle colorazioni ese-
guite a pH 3.5, sono fortemente colorate, mentre i vacuoli re-
stano incolori (Tav. I, 4). Inoltre, la reazione dell’ammoniaca,
che ha sempre dato esito positivo nel determinare la decolora-
zione dei vacuoli, non ha avuto esito alcuno sulle sferette.

Lo schema in Fig. 1 illustra la dinamica dell’accumulo pla-
smatico.
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Ho riassunto in Tabella 1 le osservazioni riportate.

Tabella 1
acc. plasmatico

H esosporio parete ace:
P

del tubo diffuso con sferette vacuolare
3.5 S i _—— — - - + - — - — —
5.5 N [ DT TR (-
6.8 P i T

Tutti gli esperimenti sono sempre stati completati da un
accurato controllo della vitalith del materiale, sia con il metodo
plasmolitico che con l'osservazione delle correnti citoplasmati-
che. Fatta eccezione di alcuni casi di abnorme accumulo di tipo
decisamente postvitale, che non sono stati presi in considera-
zione, ritengo che i fenomeni osservati non abbiano molto in-
fluenzato la vitalitd dei tubetti pollinici. Essi hanno conservato
la capacita di plasmolizzare, almeno nei momenti immediata-
mente successivi alla colorazione, e soltanto nei casi in cui lo
accumulo plasmatico superava un certo limite ho osservato un
arresto delle correnti citoplasmatiche: evidentemente, la pre-
senza del colorante determinava l'insorgere di fenomeni ne-
crotici,

D1scUSSIONE E CONCLUSIONI

I meccanismi secondo i quali avviene l'accumulo vacuolare
dei coloranti basici dipendono dalla natura fisica e chimica del
succo cellulare: l'accumulo nei succhi pieni & determinato da
sostanze disperse nel vacuolo che hanno affinita con il colo-
rante, e che, quindi, con esso si combinano; qualora manchino
sostanze di questo tipo, il pH del liquido vacuolare ¢ determi-
nante per l'accumulo in forma ionica (IRWIN, 1923, 1926) carat-
teristico dei succhi cellulari vuoti (HOFLER, 1946).
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KinzeL (1954, 1958) ha ampiamente dimostrato che queste
diverse forme di accumulo possono definirsi in base ai fe-
nomeni metacromatici che molti coloranti presentano in rela-
zione al loro stato fisico. Il rosso neutro, adoperato nelle de-
scritte esperienze, da una colorazione negativa rosso rubino o
violetto quando & legato a determinati costituenti cellulari, e
una colorazione rosso-fragola o arancio (metacromasia positiva)
quando, invece, ¢ libero o piti o meno dissociato.

Alla luce di questi fatti & possibile interpetrare come segue
i fenomeni di accumulo del rosso neutro nei microgametofiti
delle specie sopra indicate: come ha rilevato P. DANGEARD (1923
e seg.), e come risulta dalle presenti ricerche, i grandi vacuoli
del tubetto pollinico, che nelle specie qui esaminate derivano
dai vacuoli presenti nella microspora, accumulano il rosso neu-
tro assumendo una colorazione rosata che, per il suo carattere
metacromatico, ¢ da attribuire ad un accumulo del tipo dei
succhi cellulari vuoti (HOFLER, 1946), con il meccanismo della
trappola ionica. Questo tipo di accumulo dipende dal pH della
soluzione colorante esterna e dalla costante di dissociazione del
colorante (HOFLER, 1946, 1954 ; DRAWERT, 1956), ed & confermato
dalla reazione dell’ammoniaca -(HOFLER, 1946); ho potuto con-
statare come questa colorazione non abbia luogo al di sotto di
pH 5.5; cio conferma i dati analoghi rilevati da HUREL-Py (1934)
nei tubi pollinici di Lilium spp., Eschscholtzia californica, Se-
dum stoloniferum etc.; da queste considerazioni si puo, quindi,
dedurre che nei grandi vacuoli presenti nel tubo pollinico delle
specie da me studiate mancano sostanze capaci di legare il co-
lorante, e cio, forse, ¢ in relazione alla breve durata di queste
formazioni, nelle quali non si accumulano che in tracce i pro-
dotti di secrezione e di escrezione plasmatica, di cui, in genere,
fanno parte quelle sostanze che, combinandosi con il colorante,
determinano il meccanismo di accumulo dei succhi pieni.

Il succo cellulare deve essere leggermente acido, inferiore
a pH 5.5, valore della soluzione colorante al di sotto del quale
non si osserva colorazione; infatti, perché¢ abbia luogo un ac-
cumulo vacuolare di coloranti basici & necessario che la solu-
zione esterna abbia un pH piut alto di quello del succo cellu-
lare (DRAWERT, 1956).
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Nei tubi pollinici hanno luogo, inoltre, altre manifestazioni
di accumulo del rosso neutro, descritte da P. DANGEARD, e attri-
buite da questo A. ad un vacuoma allo stato disperso. Anche
nel materiale -qui studiato ho osservato, sebbene in maniera
poco costante, l'insorgere nel citoplasma di sferette con colo-
razione metacromatica negativa; in questi casi si tratta, a mio
avviso, di un fenomeno dovuto alla combinazione del colorante
con un costituente plasmatico (Kinzger, 1954, 1958). 11 fenomeno
¢ ben noto per i succhi cellulari pieni, ed & stato recentemente
descritto per il eitoplasma di Bryopsis (HoNSeLL, 1957, 1959,
1962; HOFLER, 1963), dove la presenza del colorante determina
fenomeni di smescolamento con separazione di sferette con me-
tacromasia negativa. In questi casi evidentemente si produce
una alterazione dell’equilibrio colloidale plasmatico; inoltre,
tali fenomeni possono subire l'influenza dell’attivita stessa del
citoplasma. Osservazioni analoghe ho recentemente fatto in
Bangia (Tripopi, 1964) e altre, su questo stesso materiale, sono
in corso di pubblicazione (HoNSELL e Tripopi, 1965). La forma-
zione di queste sferette cromofile nel plasma del tubo pollinico
segue perfettamente il dinamismo descritto da HONSELL (1962)
in Bryopsis: ad una iniziale colorazione diffusa con metacro-
masia positiva probabilmente dovuta ad una soluzione delle
molecole del colorante nelle fasi lipidiche del plasma, segue
I'insorgere delle sferette. Queste formazioni, che dovrebbero
corrispondere ai piccoli vacuoli sferici rosso-violetto descritti
da P. DANGEARD, sarebbero pertanto da considerare come feno-
meni di smescolamento indotti dalla presenza del colorante nel
citoplasma. Esse, infatti, compaiono solo in conseguenza della
colorazione, in quanto le numerose osservazioni eseguite al mi-
croscopio in contrasto di fase su materiale non colorato, non
mi hanno mai fatto rilevare formazioni di questo tipo; d’altra
parte, se le sferette idratandosi si evolvessero nei grandi va-
cuoli, anche in questi si dovrebbero trovare sostanze in grado
di legare il colorante.

Il problema della particolare reattivita del plasma, dimo-
strato dalla comparsa di sferette di separazione, e rilevata sol-
tanto di rado e in tempi recenti (Bryopsis e Bangia), ¢ di un
altro ordine; non ¢ da escludere che i plasmi giovani in attivo



125 —

accrescimento, sui quali si hanno poche notizie sotto questo
punto di vista, abbiano una costituzione del sistema colloidale
citoplasmatico diversa da quella dei plasmi adulti e, quindi, in
equilibrio labile, che puo venir rotto dalla presenza, dec1samen—
te innaturale, di un colorante.

Concludendo, dalle presenti ricerche si pud dedurre che
nei tubi pollinici delle specie elencate in precedenza sono pre-
senti succhi cellulari vuoti, mentre le formazioni a metacro-
masia negativa che compaiono dopo la colorazione con rosso
neutro sono da considerare come fenomeni di smescolamento
del sistema colloidale citoplasmatico indotti dalla presenza del
colorante, e determinati da una sostanza che ha per ésso uta
particolare affinita. Questo fenomeno, descritto soltanto in po-
chi casi, & molto interessante, e sembra si manifesti soprattutto
nei citoplasmi di cellule in attivo accrescimento.

Portici, Istituto Botanico, dicembre 1964.
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RIASSUNTO

L'A. esamina le modalita di accumulo del diacromo basico rosso
neutro nel plasma e nel vacuolo del tubo pollinico di alcune Angiosper-
me, rilevando che:

a) il colorante viene accumulato dal citoplasma in forma diffusa
con metacromasia positiva, in particolar modo alTapice del tubo polli-
nico; tale accumulo & dovuto alla liposolubilita delle molecole del rosso
neutro nei costituenti lipidici del plasma. Talvolta, i fenomeni di accu-
mulo del colorante sono dovuti ad un meccanismo diverso, messo in
evidenza dall'insorgere nel citoplasma di sferette di separazione con meta-
cromasia negativa: evidentemente, in questi casi si ha la formazione di
un legame tra qualche costituente del colloide piasmatico e il colorante.
L'’A. avanza l'ipotesi che questi diversi meccanismi di accumulo possa-
no essere determinati dalle attivita metaboliche del plasma stesso.

b) l'accumulo vacuolare si verifica secondo il meccanismo della
trappola ionica, con colorazione diffusa a metacromasia positiva. Questo
accumulo ha luogo soltanto quando il pH della soluzione colorante ester-
na é piu alto di quello del succo cellulare e, dato che di rado la solu-
zione di rosso neutro tamponata a pH 55 ha fatto rilevare fenomeni di
accumulo vacuolare, I'A. deduce che il pH del succo cellulare del tubo
pollinico delle specie esaminate si aggira intorno a tale valore.

SUMMARY

After the examination of the accumulation modalities of the basic
dye neutral red in the pollen tube of some Angiosperms, the A. points
out that:

a) the dye is accumulated in the cytoplasm as undissociated mo-
lecules in solution in the lipoid phases with a positive metachromatic
effect, particularly in the apical portions. Sometimes, another accumu-
lation modality is pointed out by the formation, in the cytoplasm, of
little spheres with a negative metachromatic effect, which indicates a
bond between the dye and some plasmatic chromophile phase. The A.
thinks probable that the metabolic activities of the cytoplasm can deter-
mine the accumulation modalities of the dyes.

b) the vacuoles accumulate the neutral red by ionic trap and,
therefore, with a positive metachromatic effect. This phenomenon occurs
only when the pH of the colouring solution of neutral red is higher than
that of the cell sap and, as only seldom the A. has noticed a vacuolar
accumulation with neutral red at pH 5.5, he deduces that, in the exami-
ned cases, the vacuolar pH is about the above said range.
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Fig. 2. — Eschscholtzia californica (Rosso neutro pH 6.8): | vacuoli sono
uniformemente colorati e, in seguito ad una rottura apicale,
scorrono lungo il tubo.

Fig. 3. — Eschscholtzia californica (Rosso neutro pH 6.8): Sferette di
separazione nel citoplasma.

Fig. 4 — Eschscholtzia californica (Rosso neutro pH 3.5): Sferette di
separazione e vacuoli incolori.
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