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Beitrag zum Aneurinstoffwechsel bei hoheren Pflanzen.

Von Walter Rytz jun.
(Aus dem Botanischen Institut der Universitit Bern.)

Eingegangen am 6. Mirz 1939.

Inhaltsverzeichnis.

Einleitung und Fragestellung .

I. Analytischer Teil. Material und Methodlk
Untersuchungsergebnisse :

II.

S baper o e

6.

Der Aneurinstoffwechsel wihrend des Keimens .

Der Aneuringehalt wihrend der Hauptvegetatlonsperlode :
Der Aneurinstoffwechsel wihrend der Samenreife .
Aktive Stoffe in andern Pflanzen .

Besprechung der Resultate . :

Zusammenfassung der bisherigen Ergebmsse

Teil. Untersuchungen iiber die Wirkung von Vitaminen bei der ersten
Entwicklung der Pflanzen :

1. Geschichtliches zur Zucht isolierter Embryonen .,
2. Problemlage .

3. Experimentelles

4. Die Ergebnisse .

a) Der organische Tell der Nahrlosung

b) Wirkstoffprobleme .

¢) Der Einfluss von erkstoffen auf d1e Entwmklung cotyledonen-
loser Embryonen . . .

d) Zum Aneurinstoffwechsel bel cotyledonen]osen Embryonen ;

e) Untersuchung der Nihrboden . .o

f) Die Bliitenbildung .

5. Besprechung der Ergebnisse
ITI. Zusammenfassung der Resultate .
Literaturverzeichnis

Anhang : Tabellen .

Abb.

>
>

»

>

O b L2 DO =

[=2]

Verzeichnis der Abbildungen.

3 Serien einer Phycomyceskultur .

Kurven der 3 Serien . :

Aneurinkurve des Phycomyces ; ;
Kurve von Trockengewicht : Frlschgemcht be1 Plsumkexmhngen ;
Gehalt an wirksamen Substanzen wiihrend der ersten Entwick-
lung der Pisumpflanze (Kurve) . :

Stickstoffwinkel in Phycomyceskurven |,

Seite

340
344

349
3563
3566
360
364
365

365
37
371
373
378
374

377
381
382
383
384

385
386
391

344
34b
347
350

- 3b1

353



— 340 —

Seite

Abb. 7 Aneurinkurven verschieden alter Pisumpflanzen . . . 364
» 8 Aneuringehalt wihrend der ganzen Entwicklung der P1sumpf1an7e 368
» "9 CotyledOnenlose Keimlinge . ... . . . « . . & o % . .80
» 10 Pisumzucht in Agar . . . I T T~ L MRS I - |
» 11 Pisumzucht in flissigem Nahrmlheu R i R a7
» 12 Verschieden ausgeblldete Wurzeln . . . . W
» 13 Die Wirkung verschiedener Glucosekonzentratlonen S e 374
»> 14 Trockengewicht und Sprosslinge von Pisumkeimlingen mlt und

ohne Aneurinzusatz . . . 376
» 15 Trockengewicht und Sprosslange von Plsumkelmhngen in ver-

schiedenen Néhrbdoden . . . o L R
»> 16 Wachstum mit verschieden grossen Cotyledonenstucken i & .4, 08U
» 17 Bliitenbildung in vitre . . . . . . . . . . . . . . . . . 383
» 18  Eine Bliite vergrossert . . . . . . . . . . . . . . . . . 3883

Einleitung und Fragestellung.

Die immer weitgehendere Kenntnis von der Natur und der Wir-
kungsweise gewisser wachstumsfordernder Stoffe bei Pflanzen lisst
neben der Frage nach Ort und Menge ihres Vorkommens auch diejenige
nach ihrer Entstehung und Verinderung im Laufe der Entwicklung
eines pflanzlichen Organismus stellen.

Die Geschichte der Forschung in diesem Gebiet 1st so ausgedehnt,
dass es im Rahmen dieser Arbeit nur moglich ist, sie skizzenhaft zu
streifen. Wir erkennen dabei im Laufe des fortschreitenden Vordringens
3 Stufen, jede mit besonderen Folgen fiir die weitere Forschung :

1. Bei den ersten Versuchen in dieser Richtung wurden an Boden-
proben, die reich waren an organischen Substanzen, mit Hilfe von Bak-
terien Verinderungen hervorgerufen (bakterielle Zersetzung von Torf)
und hierauf durch Extraktion gewisse Stoffe daraus gewonnen, die auf
hohere Pflanzen in synthetischer N#hrlosung wachstumsférdernd wirk-
ten (Bottomley, 1914, 1917). Diese durch geeignete Verfahren an-
gereicherten « Auximone», in kleinsten Mengen hochwirksame
Substanzen, werden also von bestimmten Organismen gebildet und kon-
nen von andern als Wuchsstoffe verwendet werden.

Diese Entdeckung gab nicht nur Anlass zu neuen Forschungen, sie
zeigte auch, dass weitere Untersuchungen nur unter sterilen Bedingun-
gen durchgefiihrt werden durften, wenn ein unkontrollierbarer Wuchs-
stoffaustausch vermieden sein sollte.

2. Bald nach der Erforschung und synthetischen Herstellung der
fiir das Tier notwendigen Vitamine pflanzlicher Herkunft wurden
Untersuchungen unternommen iiber ihre Bedeutung in der Pflanze als
dem Organismus, der sie zu bilden vermag. Die Ergebnisse zeigten, dass
sie als Wirkstoffe in ganz geringen Mengen die Entwicklung der
Piflanzen in irgendeiner Weise fordernd beeinflussen, somit irgendwie
in den Stoffwechsel eingreifen.
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Wahrscheinlich handelt es sich bei den frither nur nach ihrer
Wirkung so genannten Auximonen um die einen oder andern der heute
genauer bekannten Wirkstoffe mit vitaminischer oder hormonaler Wir-
kungsweise.

3. Die Erforschung der Struktur des Aneurins (Vitamin B,) mit
seinen beiden Komponenten, dem 2-Methyl-4-amino-5-aminomethyl-pyri-
midin und dem 4-Methyl-5-hydroxyaethyl-thiazol, und die Synthese
dieser Stoffe durch den Chemiker, gab Anlass zu aufschlussreichen Ver-
suchen, vorab zu solchen mit Mikroorganismen. Gewisse unter ihnen, die
in einer reinen, synthetischen Nihrlosung mit den gewohnten Stoffen
(Zucker, Asparagin und mineralische Salze) nicht zur Entwicklung ge-
langen, weisen ein sehr schones Wachstum auf, wenn Spuren von Aneu-
rin in der Nihrlésung vorhanden sind. So verhilt sich die Mucorinee
Phycomyces blakesleeanus (Schopfer, 1934).

Sind in der Nihrlosung an Stelle des Aneurins dessen beide Kom-
ponenten, Pyrimidin und Thiazol, nebeneinander vorhanden, dann ist
bei bestimmten Organismen die Wirkung die gleiche wie mit Aneurin,
was von Knight mit Stephylococcus aureus gezeigt wurde (1937),
dann von Schopfer und Jung (1937) und von Robbins und
Kavanagh (1937) mit Phycomyces, und von Schopfer und
Blumer mit Ustilago violacea (1938).

Fehlt aber die eine oder die andere Komponente, dann ist fiir diese
Organismen die Entwicklung nicht mehr moglich, wohl aber fiir gewisse
andere, wie die Hefe Rhodotorula rubra, die gedeiht, wenn Pyrimidin
allein in der Nidhrlosung vorhanden ist (Schopfer, 1937b), oder wie
Mucor Ramannianus, der nur eines Zusatzes von Thiazol bedarf (M il -
ler und Schopfer, 1937).

Es darf aber als sehr wahrscheinlich betrachtet werden, dass dem
Aneurin auch in der Pflanze die Rolle einer Cocarboxylase zukommt,
dass also dieser Wirkstoff ein Co-Ferment des Kohlehydratstoffwechsels
darstellt (Lohmann, 1937). Somit muss der verschiedenartige Bedart
an Aneurinstoffen in folgender Weise interpretiert werden : Pflanzen
vom Ramannianus-Typus sind imstande, Pyrimidin selbst zu bilden und
es mit dem Thiazol aus der Nihrlosung zu Aneurin zu verkniipfen;
Pflanzen vom Rhodotorula rubra-Typus vermdgen umgekehrt das Thia-
zol zu bilden und es mit dem Pyrimidin der N&dhrlosung zu Aneurin zu
verkniipfen (Beweis durch kiinstliche Symbiose von Rhodotorula rubra
und Mucor Ramannianus: Miiller und Schopfer, 1937). Pflan-
zen vom Phycomyces-Typus dagegen sind nur noch befihigt, die Kom-
ponenten zu Aneurin zu verkniipfen, nachdem sie beide aus der Néhr-
losung aufgenommen wurden (Schopfer, 1937 a). Sie gehdren einem
fast total auxoheterotrophen Typus an, wihrend Rhodolorula
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rubra und Mucor Ramannionus partiell auxoautotroph sind
(Schopfer, 1938).

Diese Verhiltnisse seien kurz tabellarisch dargestellt :

Absidia glauca Rhodotorula
hihere ‘Plange b Mucor Raman. Phycomyces
synthetisiert . Aneurin Thiazol Pyrimidin —
(od. Pyr, + Thiaz.)
verlangt . . — Pyrimidin Thiazol Pyr. + Thiazol

Die beiden Komponenten, Pyrimidin und Thiazol, sind als Vor-
stufen bei der Bildung des Aneurins anzusehen. Das zeigten in erster
Linie Versuche mit andern Pyrimidinen und Thiazolen als den genann-
ten, die zum Teil positiv ausfielen, d. h. die an Stelle des Aneurin-
Pyrimidins oder des Aneurin-Thiazols wie diese wirksam waren. Die
betreffenden Organismen sind offenbar in der Lage, diese Stoffe in be-
stimmter Weise umzubauen und zu Aneurin oder einem wie Aneurin
wirkenden Stoff zu verkniipfen. Pyrimidin und Thiazol sind demnach
als Vorstufen bei der Bildung des Vitamins zu betrachten.

Hohere Pflanzen, oder Teile von solchen wurden in analoger Weise
auf ihren Vitaminbedarf untersucht. Auch hier ist der Ramannianus-
Typus vertreten, indem isolierte Tomatenwurzeln nur Thiazol notig
haben als Nihrlosungszusatz (Robbins, 1937b). Der Phycomyces-
Typus wurde auch bei gewissen Wurzeln, z. B. bei Pisumwurzeln beob-
achtet (Bonner, 1937). Bei hoheren Pflanzen scheinen also hinsicht-
lich des Aneurins #hnliche Verhiltnisse zu bestehen wie bei Mikro-
organismen. ‘

Die genannten Abbau-, Umbau- und Aufbauvorginge beim Aneurin
bezeichnen wir im Folgenden mit Aneurinstoffwechsel
(Schopfer, 1938). Sie sollen im Verlaufe der Entwicklung einer
hoheren Pflanze niher untersucht werden als ein Beitrag zum Aneurin-
stoffwechsel bei griinen, hoheren Pflanzen.

Nach Untersuchungen mit dem Tiertest enthalten die hoheren
Pflanzen Aneurin. Anderseits aber iibt, wie schon erwiihnt, Aneurin auf
hohere Pflanzen oder auf Teile von solchen einen wachstumsfordernden
Einfluss aus, indem sie wesentlich besser gedeihen, wenn sie das Vita-
min in der Nihrlosung zugesetzt erhalten. Solche den Pilzversuchen
analoge Arbeiten lieferten hauptséchlich Bonner, Gautheret,
Kogl, White. '

Um Néiheres zu erfahren iiber die Rolle des Aneurins in hoéheren
Pflanzen musste daher untersucht werden,
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1. in welchen Organen, zu welcher Zeit und in welcher Menge Aneu-
rin nachweisbar ist, um zu bestimmen, in welcher Entwwklungsa
phase es von der Pflanze gebildet wird;

ob es von der Pflanze gespeichert wird fir die Entwwklung in
der neuen Vegetationsperiode;

3. welche Anzeichen fiir einen Abbau oder Umbau des Aneurins vor-
handen sind.

Do

Der Begriff Aneurin wurde bis jetzt sensu stricto ge-
braucht fiir das 4-Methyl-5-8- hydroxyaethyl -N-[(2-methyl-4-amino-pyri-
midyl-[5])-methyl]-thiazol :

CH, Cl
/ \\/ AN
N C! N———p CHs
| (.il lH l(‘J CH: —CH: — OH
L N N

Unsere Methode, diesen Stoff in kleinsten Mengen nachzuweisen,
beruht auf der hohen Reaktionsspezifitit des Phycomyces. Wie schon
erwihnt, gedeiht dieser Pilz nur, wenn er im Nihrsubstrat Aneurin oder
dessen Komponenten, Pyrimidin und Thiazol in .dquivalenten Mengen
zur Verfiigung hat. Andere, analoge Stoffe wurden auch gepriift auf
ihre Wirksamkeit auf Phycomyces. Wenn es auch nicht ganz aus-
geschlossen ist, dass noch andere Aneurinderivate wirksam sind, so
kann es sich doch nur immer um Stoffe handeln, die in ihrer Wirkung
dem Aneurin dhnlich sind. Wir schliessen auf diese Wirkung, wenn der
Phycomyces auf irgendeine Substanz mit starkem Wachstum reagiert.
Solche wirksame Substanzen sind im Pflanzenreich weitverbreitet. Ob
sie alle identisch sind mit dem oben durch die Formel angegebenen
Stoff, wissen wir nicht. Wir sprechen sie aber als Aneurin an und
fassen damit diesen Begriff weiter : Er umfasst alle diejenigen Stoffe,
die auf Phycomyces die gleiche Wirksamkeit haben wie das synthe-
tische Vitamin B,, diesem also analog sind. (Eine Methode zur Ent-
scheidung, ob es Aneurin ist, oder ob Pyrimidin und Thiazol* neben-
einander vorliegen, wird spiter angegeben werden.) Der Begriff Aneu-
rin wird gebraucht fiir eine Substanz, welche zur Bildung der Cocarbo-
xylase fiihren kann.

1Die Ausdriicke Pyrimidin und Thiazol bedeuten immer die oben erwihnten
Komponenten des Vitamins By, Der Einfachheit wegen wird der prizise chemische
Name nicht jedesmal angefiihrt.
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I. Analytischer Teil.
: Material und Methodik.

Hauptversuchspflanze war Pisum sativum, auf ihre Keim-
fahigkeit gepriifte Sorten (« Express », « Prinz Albert », « Aldermann »)
von der Firma Vatter in Bern. Daneben wurde eine Reihe anderer
Pflanzen oder Teile davon untersucht.

Zur Ermittlung des Aneuringehaltes wurde der betreffende Pflan-
zenteil vorerst getrocknet, und zwar musste dies, wie es sich aus friihe-
ren Versuchen ergab, bei gewdhnlicher oder nicht wesentlich erhdhter
Temperatur geschehen. Wir trocknen unser Material gewdhnlich sorg-
faltig in warmer Luft oder im Exsiccator. Nach dem Trocknen wurde
das Material pulverisiert, gewogen und mit einer dazu in einem be-
stimmten Verhiltnis stehenden Wassermenge (in Glas dest. H.0) ex-
trahiert. Ein kurzes Aufkochen der Suspension mit unmittelbar darauf-
folgender Filtration liefert das giinstigte Ergebnis.

Abbildung 1.
3 Serien einer Phycomyceskultur.

Aktive Substanzen 2/10 5/10 1 2 4 8 cem
Bi-Losung 0,05 yfcem . . . . . . . 9 13 22 39 73 84
Erbsenmehl 4 mg/cem . . . . . . . 7 11 17 26 48 83
Bi-Losung 0,02 y/cem . . . . . . . 6 9 12 17 34 62
\
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Abbildung 2. '
Die Kurven der 3 Serien (vgl. Tabelle und Abb. 1).

Zum Nachweis des Aneurins im Extrakt diente der
Phycomycestest nach Schopfer. Der Schimmelpilz Phyco-
myces blakesleeanus, der ja nur dann gedeiht, wenn er Spuren von
Aneurin oder dessen zwei Komponenten, Pyrimidin und Thiazol, als
« aktive Substanzen » zur Verfiigung hat, wurde in Erlenmeyerkolben
a 150 cem kultiviert. (Abb. 1.) Diese enthielten je 25 cem Coonscher
Nihrlosung und das zu untersuchende wisserige Extrakt in 6—8 ver-
schiedenen Konzentrationen, 20 Minuten bei 115° sterilisiert. Geimpft
wurden sie mit gleichen Mengen einer homogenen Sporensuspension des
Pilzes. Nach einer elftigigen Entwicklungsperiode (bei Zimmertempe-
ratur) wurde das Mycel herausgenommen und im elektrischen Ofen bei
100° getrocknet. Aus der Kurve der Myceltrockengewichte (Abb. 2)
lasst sich durch Vergleich mit der jeweils parallel gefiihrten Serie mit
reinem, synthetischem Aneurin! an Stelle eines Extraktes die Menge
der auf Phycomyces wirksamen Stoffe berechnen.

Um unterscheiden zu konnen, ob es sich dabei um Aneurin handelt
oder um Stoffe wie Pyrimidin und Thiazol, die ja auf Phycomyces
gleich wirken wie Aneurin, sofern sie beide gleichzeitig in entsprechen-
den Mengen vorhanden sind, wurde jeweils ein Teil des Extraktes noch
mit Lauge behandelt.? Dieses Verfahren war mit reinen Substanzen ge-

priift worden. Es besteht darin, dass man ein Extrakt mit NaOH F) ver-

setzt, 30 Minuten lang bei 120° autoklaviert, nach dem Erkalten mit

t1. G.-Farben.
?Wir wissen aus der Tierphysiologie, dass bei Laugehehandlung die Wirk-
samkeit des Aneurins auf das Tier erlischt.
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HCI neutralisiert und der Pilzkultur beifiigt. Dadurch wird alles Aneu-
rin in eine auf Phycomyces unwirksame Form iibergefiihrt, wihrend-
dem Pyrimidin und Thiazol ihre Wirkung unvermindert beibehalten.
Durch Vergleich der Ergebnisse der Phycomyceskulturen mit Extrakten
mit und ohne Laugebehandlung lisst sich dann mit einiger Sicherheit
auf den tatséchlichen Gehalt an Aneurin schliessen.

Die Berechnung der absoluten Aneurinmenge® aus den Phycomyces-
Myceltrockengewichten.

Die Abb. 1 zeigt drei Serien einer Phycomyceskultur. Die Flaschen
jeder Serie enthalten neben der neutralen Grundnihrlosung eine aktive
Substanz in steigender Konzentration. Schon ein kurzes Uberpriifen des
Pilzwachstums geniigt, um zu erkennen, dass die Entwicklung in der
untersten Reihe einen niedrigeren Grad erreichte als die entsprechende
Entwicklung der mittleren Reihe, und diese wiederum ist nicht so
lippig wie diejenige der obersten Reihe. Die oberste und die unterste
Reihe sind Kontrollserien. Sie enthalten reines, synthetisches Aneurin
in steigender Konzentration. In die Flaschen der mittleren Reihe wurde
ein Extrakt aus Erbsenmehl (Cotyledonen trockener Erbsen Sorte
« Express ») gegeben, auch in steigender Konzentration. Die abgebilde-
ten Pilzrasen sind 10 Tage alt. Die darunter stehende Tabelle gibt das
Trockengewicht der abgebildeten Mycelien an (in mg) in Abhingigkeit
der zugefiigten Mengen aktiver Substanzen. _

In der graphischen Darstellung (Abb. 2) wird auf der Ordinate das
Myceltrockengewicht (in mg) angegeben, auf der Abszisse die Menge
der der neutralen Pilzndhrlosung zugefiigten aktiven Substanz (in cem).

Ergebnis: Die Wachstumskurve des Phycomyces mit Erbs-
extrakt nimmt ziemlich genau die Mitte ein zwischen den beiden Kon-
trollkurven der reinen Substanz. (NB. Dass die obere Kurve [0,05 y]
oben weniger steil verlduft, darf uns nicht verwundern. Wir sind mit
84 mg Mycelgewicht schon beim Maximum angelangt, das der Pilz unter
solchen Umstdnden erreichen kann. Hohere Aneurinkonzentrationen
lagssen die Kurven im Anfang stirker ansteigen, dann werden sie aber
immer flacher im obern Teil). Wir diirfen also aus diesen Ergebnissen
auf den Aneuringehalt in den verwendeten Erbsen schliessen : 0,03 bis
0,04 y in 4 mg Trockensubstanz, das sind 7,5—10 y pro g.

Es ist aber noch eine andere Art der Berechnung moglich : Wir
konnen eine Anzahl von Kontrollkurven in eine einzige verwandeln,
wenn wir auf der Abszisse nicht die Anzahl cem der zugesetzten, ver-
schieden stark verdiinnten Aneurinlosungen angeben, sondern gleich

* Genauer : Die einer bestimmten Menge von synthetischem Aneurin in der
Wirkung dquivalente Wirkstoffmenge. '
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die Menge Aneurin in y. Dann ordnen wir in Gedanken alle Erlenmeyer
der Kontrollserien auf der Abszisse je nach der in ihnen enthaltenen
Aneurinmenge. Auf der Ordinate werden, wie gewohnt, die Myecel-
trockengewichte in mg angegeben. So zeichnen wir iiber jedem Punkt
der Abszisse das zu dieser Aneurinmenge gehdrende Mycelgewicht.

Alle in -dieser Weise aufgezeichneten Punkte miissten im Idealfall
auf einer Kurve liegen, der idealen Aneurinkurve. In Wirklichkeit
liegen sie dieser Idealkurve sehr nahe. Héchstens im obersten Teil der
Kurve zeigen sie grossere Abweichungen, dem Teil, den man oft als
etwas labil kennen lernt. Je mehr Kontrollserien und damit Aneurin-
werte man hat, desto genauer lisst sich die Kurve ermitteln. Aus
4 Kontrollserien ergibt sich fiir unsern Fall das folgende Kurvenbild :

mg
100

90 87 e

0107~ 05 - T3
Abbildung 3.
Aneurinkurve des Phycomyces.

Die den gefundenen Mycelgewichten entsprechenden Punkte sind
als solche angegeben; die Kurvenlinie stellt die darauf basierende ideale
Aneurinkurve dar. Jeder Punkt dieser Kurve entspricht einer ganz be-
stimmten Aneurinmenge. Haben wir gleichzeitic mit diesen Aneurin-
kontrollen auch Phycomyces geimpft in Flaschen mit einer unbekann-
ten, aktiven Substanz, und diese Flaschen unter genau denselben innern
und #ussern Bedingungen belassen wie die Kontrollen, dann diirfen wir
die daraus erhaltenen Mycelgewichte auf der Kontrollkurve aufsuchen
und senkrecht darunter auf der Abszissenachse die dazugehorige Menge

Aneurin ablesen.
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Da wir von jeder untersuchten Substanz mindestens 6 verschiedene
Konzentrationen mit Phycomyces priiften, erhielten wir mit dieser Be-
rechnungsart 6 Werte, die theoretisch iibereinstimmen sollten, sich in
Wirklichkeit aber um einen Mittelwert gruppieren, der sich durch Be-
rechnung des arithmetischen Mittels aus den 6 Zahlen ergibt. Die hohen
und niedrigen Konzentrationen sind oft recht abweichend; die niedrigen
Konzentrationen wahrscheinlich aus Ungenauigkeitsgriinden, die hohen
dagegen wegen der Einwirkung organischen Stickstoffs, wie er sich in
solchen Extrakten natiirlich vorfindet. Die Aneurinvergleichskurve ver-
lauft ja oben flach; die Kurve aber, wie sie ein N-haltiges Extrakt er- -
gibt, steigt auch oben noch mehr oder weniger steil an (vergl. S. 352).
Solchen Abweichungen vom Mittelwert muss natiirlich entsprechend
Rechnung getragen werden. Die Berechnung des Aneuringehaltes un-
seres Erbsenpulvers nach der eben erliuterten Methode ist wie folgt
~vorzunehmen :

Phy cmy;;lcesmycel- Extrahktr(rllenge Entsprechende Aus der Kurve Aneurinmenge
geg:}cmtliager (Alggzriﬁsﬁfl;m Menge Erbspulver abgelesene prolg
mit Erbsextrakt | zugesetzten ccm) (mg) Aneurinmenge Trockensubstanz
mg cem mg Y Y
7 210 0.8 0,01 12,5
11 510 9 0,02 10
17 1 4 0,04 10
% 9 8 0,07 8,75
48 4 16 0,12 7,5
83 8 32 0,35 11
Mittelwert: 59,75 : 6
=10y

Die Erklirung der Tabelle soll an Hand der Ausrechnung eines
Wertes geschehen. In der ersten Kolonne der Tabelle greifen wir einen
beliebigen Wert heraus, z. B. den zweitobersten : 11 mg. Das ist das
Gewicht des Mycels aus einem Erlenmeyerkolben mit ?/10 cem Erbs-
extrakt. Bei der Extraktbereitung kam auf 4 mg Erbspulver 1 ecem H,O,
also entspricht nun den 3/10 cem Extrakt 2 mg Trockenpulver. Das
Mycelgewicht von 11 mg wird auf der Kurve aufgesucht. Senkrecht
unter diesem Kurvenpunkt kann auf der Abszisse die dazugehorige
Aneurinmenge abgelesen werden : 0,02 y. In 2 mg Erbspulver kann also
0,02 ¥ Aneurin nachgewiesen werden, d. h. 1 g Erbspulver enthilt die
Menge von zirka 10 y Aneurin (der Wert in der hintersten Kolonne).

Auf diese Weise werden alle gefundenen Mycelgewichte ausgewer-

tet, und aus allen Werten einer Serie wird der Mlttelwelt als der Aneu-
ringehalt der betreffenden Substanz angesehen..
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Das Resultat, das wir mit dieser Berechnungsart erhalten, stimmt
iiberein mit demjenigen, welches sich durch Interpolieren der Kurven
ergab. Die verwendeten Erbsen haben also in diesem Stadium einen Ge-
halt von 8—12 y Aneurin pro g Trockensubstanz.

Da bei der grossen Anzahl Versuchsserien nicht immer so viele
Kontrollserien mit reinem Aneurin hergestellt werden konnten, dass
jede Kurve nahe zwischen zwei Kontrollkurven zu liegen kam (erste
Berechnungsart), so wurde der Aneuringehalt nach der eben beschrie-
benen zweiten Berechnungsart ermittelt, da sie sich in Kontrollversuchen
als zuverliissig erwiesen hatte. Allerdings werden die Werte um so un-
sicherer, je weiter die Kurve der Vergleichsserie von der Versuchskurve
entfernt ist, da die Abstinde der einzelnen Aneurinwerte nicht linear
zunehmen.

Untersuchungsergebnisse.

1. Der Aneurinstoffwechsel wihrend des Keimens.

Trockene Erbsensamen, sterilisiert nach Molliard (1921) und
Combes (1918), nimlich zuerst fiir einige Sekunden in Alkohol 99 %,
dann 2 Minuten lang in HgCl, belassen, hierauf mit sterilem Wasser ge-
waschen, wurden in einem sterilen Gefiss mit wenig Wasser zum Quel-
len und Keimen gebracht. Nach 6 Stunden, und dann alle 24 Stunden,
wurden 50 dieser Erbsen von ihren Cotyledonen getrennt, die isolierten
Keimlinge gewogen und getrocknet und dann, wie ihre Cotyledonen, zu
Pulver verarbeitet fiir die Extraktion.

Dabei konnte die schon von van Tieghem (1918) erwéhnte
Erscheinung beobachtet werden, dass Frisch- und Trockengewicht des
Keimlings zuerst abnehmen in den ersten Stunden der Keimung, was
auf die Veratmung der im Keimling selbst vorhandenen Reservestoffe
hindeutet. Nach zirka 50 Stunden erst beginnt das Trockengewicht des
Keimlings wieder zuzunehmen. Die Zahlen gibt die folgende Tabelle an:

Zolt sbit Boginn Mittleres.Frischgewicht Mittleres .'I‘rocken-
(Mittel aus gewicht ’ 0/0
dor Quellung 50 Keiulingen) (50 Keinlings)
Stunden mg mg
6 9 2.8 31
24 8,76 2,29 26
48 11,44 2,14 22
72 21,6 2,8 13
100 61,8 5,08 82
120 68 5,65 8,3
144 123 9,04 7,35
168 138 10,18 7.81
216 209 15,8 75
264 276,66 22,26 8 ,03
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Interessant ist dabei das Verhiltnis von Trockengewicht zu Frisch-

ent (% in 9h):
gewicht (F in %o :

4\

20+ \
N

10 30 50 100 150 250 250 Stunden

Abbildung 4.
Kurve von Trockengewicht : Frischgewicht bei Pisumkeimlingen.

Die Kurve, mit der Zeit seit Beginn der Quellung auf der Abszisse

und dem Verhiltnis % in % auf der Ordinate, zeigt ein starkes Ab-

sinken bis zu etwa 100 Stunden, von welchem Zeitpunkt an ein Gleich-
bleiben des Verhiltnisses festzustellen ist. Mehrere Versuche bestitig-
ten dies.

Die Extrakte, hergestellt aus den Keimlingen der verschiedenen
Altersstufen und ihren Cotyledonen (je 4 mg Trockenpulver auf 1 cem
H,0), wurden alsdann in steigenden Mengen in Erlenmeyer mit Pilz-
ndhrlosung gegeben, bzw. zuerst einer Laugebehandlung unterworfen.
Den Gehalt an aktiven Stoffen zeigen nach 11 Tagen die Trocken-
gewichte der Phycomycesmycelien an (in der graphischen Darstellung
in mg auf der Ordinate angegeben; auf der Abszisse wird die der Kultur
zugesetzte Extraktmenge angegeben).

Aus technischen Griinden mussten mehrere Versuchsreihen an-
gelegt werden, deren Ergebnisse zahlenmiissig etwas differieren wegen
kleinen Verschiedenheiten in den dusseren Einfliissen, die ganz konstant
zu halten man nicht in der Hand hat; alle zeigen jedoch eindeutig die
starke Zunahme der Phycomycesgewichte mit zunehmendem Alter der
Keimlinge. Die Zahlen sind in den Tabellen 1 u. 2 (Anhang) zusammen-
gestellt; eine Reihe ist graphisch dargestellt : Abb. 5 (Kurve).

Der Keimling wird also reicher, die Cotyledonen werden drmer an
wirksamen Stoffen wihrend der Keimung. Genaueres ergibt sich aus
den absoluten Zahlen (Tabelle I). Sie wurden berechnet nach der ein-
gangs beschriebenen Methode durch Vergleich mit den Kurven, wie sie
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das synthetische Aneurin ergab. Die mit Phycomyces nachgewiesenen
wirksamen Substanzen werden als Aneurin angesprochen, sofern sie
durch Lauge in der Hitze zerstorbar sind. Danach nimmt der Aneurin-
gehalt der Keimpflanze in der ersten Zeit ihrer Entwicklung stark zu
bis zu einem verhiiltnismissig sehr hohen Betrag nach rund 200 Stun-
den (bei der Erbsensorte « Express »).

mg Pisum: Gehalt an wirksamen Substanzen
400 wahrend derersten Entwicklung

.. Big/cem

901

8ol
70}
60t |/
501 |i
sol |

30}

Abbildung 5 (zu Seite 350).

Der laugebestindige Anteil der gesamten Wirkstoff-
menge ist zuerst ganz unbedeutend. In spiteren Stadien ist er etwas
grosser, aber, worauf es ankommt, im Vergleich zum laugeunbestéindigen
Teil immer noch gering.

Die Cotyledonen sind anfangs etwa halb so reich an wirk-
samen Substanzen wie die Keimlinge. Wihrend der starken Aneurin-
zunahme im Keimling, d. h. wihrend des ersten Wachstums, findet oft
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auch eine geringe Zunahme in den Cotyledonen statt. Sie hilt aber
nicht lange an. Nach ungefihr 10 Tagen beginnen die Cotyledonen
drmer zu werden an aktiven Substanzen und enthalten nach 20 Tagen
nur noch unbedeutende Mengen. Aus diesen Tatsachen geht hervor,
dass im Keimling wihrend des ersten Wachstums Aneurin neugebildet
wird; besonders grosse Mengen in den ersten 10 Tagen. Die Ausgangs-
substanzen dazu befinden sich wohl anfangs im Keimling selbst, spiter
werden die Reserven in den Cotyledonen herangezogen (Rytz 1938 a u. b).

Man konnte noch einwenden, dass die zunehmende Wirkung auf
das Wachstum des Phycomyces nicht nur vom zunehmenden Aneurin-
gehalt des Keimlings, sondern von dessen zunehmendem Stickstoff-
gehalt herrithren konnte. Der Pilz erreicht in synthetischer Nihrlosung
unter den Bedingungen, wie sie die Standardmethode (nach Schopfer)
vorsieht, mit zirka 0,5 y Aneurin einen Entwicklungsgrad mit einem
Mycelgewicht um 80 mg herum, das mit grésseren Mengen Aneurin nur
noch ganz unwesentlich erhéht werden kann. Wird aber bei soleh opti-
maler Aneurindosierung der Asparagingehalt der Nihrlosung erhoht,
dann nimmt das Gewicht noch wesentlich zu. Die Gewichtskurve steigt
dann iiber das abgeflachte Stiick der normalen Vitaminkurve hinaus
steil an, bildet also einen Winkel mit diesem, der der Stickstoffwirkung
zuzuschreiben ist und daher «Stickstoffwinkel» genannt wird (Schop -
feru Jung, 1937 a). Abb. 6. Die Standardmethode schreibt deshalb
fir die synthetische Nihrlosung 1°/6e Asparagin vor, was sehr genau
eingehalten werden muss, wenn die verschiedenen Kulturen vergleich-
bar sein sollen.

Nun wire denkbar, dass im Keimling aus den Cotyledonen orga-
nische, N-haltige Substanzen angereichert wiirden wihrend des Kei-
mens. Um auch dariiber im klaren zu sein, wurden Cotyledonen und
Keimlinge verschiedenen Alters auf ihren N-Gehalt hin untersucht
(Mikrokjeldahl).* Dabei wurden folgende Zahlen gefunden :

8 cem Extrakt Das sind von
Objekt N-Gehalt = 32 mg Subst. 25 cecm
enthilt N Nihrlosung
*o mg °/oo
Cotyledonen, trocken . . . . 3,79 1,28 0,05
Embryonen, trocken . . . . 6,28 1,92 0,08
Cotyledonen, 24 h gequollen . . 3,83 1,28 0,05
Embryonen, 24 h . . . . . . 7,54 2,4 0,1
Cotyledonen von 10 Tage alter
Pflanze . . . . . . . . . 3,79 1,28 0,05
Keimlinge, 10 Tage . . . . . 5,51 1,76 0,07

1 Herrn V. Kocher danke ich hier fiir seine wertvolle Mithilfe.
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Abbildung 6.

Stickstoffwinkel in Phycomyceskurven
(nach Schopfer und Jung, 1937 a).

10 Tage alte Keimlinge (auf feuchtem Sand gekeimt), die nach
unsern Bestimmungen ein Maximum an Aneurin enthalten, sind also
eher noch drmer an Stickstoff als Keimlinge (Embryonen) vor Beginn
der Keimung. Im hochsten Fall befand sich neben der vorgeschriebenen
Menge Asparagin 0,1°00 Stickstoff in der Ni#hrlosung, von dem wir
zudem nicht wissen, ob er in toto gleich wirkt wie der Asparaginstick-
stoff. Der N-Gehalt im Keimling nimmt wihrend der Keimung also
nicht stark zu, folglich kann die immer stirkere Wirkung der Extrakte
auf Phycomyces nicht vom N-Gehalt herriihren, sondern ist auf eine
Zunahme im Aneuringehalt zuriickzufiihren.

2. Der Aneuringehalt wahrend der Hauptvegetationsperiode.

Pisumpflanzen (« Express ») wurden auch wihrend der ganzen
Entwicklung nach erfolgter Keimung auf ihren Aneuringehalt hin unter-
sucht in der eingangs beschriebenen Weise. Die Pflanzen wuchsen in
Topfen, je 12 Exemplare in einem Topf im Gewichshaus unter giinsti-
gen Bedingungen. Ungefihr alle 10 Tage wurde eine Anzahl Pflanzen
~ getrocknet, pulverisiert und zu Extrakt verarbeitet, und zwar die ein-
zelnen Organe oder Organteile getrennt von einander. Nach 48 Tagen
bliihten die meisten Pflanzen; die Untersuchung konnte sich somit auch
auf die Bliitenteile erstrecken. Spiter wurden auch junge, ausgewach-
sene und daneben vollig ausgereifte Friichte und Samen untersucht. (Ta-
bellen 4 und 5.)

23
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Resultate:

Menge aktiver

(Mycelgewichte in Tabelle 8 im Anhang) Organ TEZ?:?{Zn(g}utl))srtc;ng;)
1. 15 Tage alte Pflanzen Stengel 17
Blitter - 2b
Cotyledonen 7
Wurzel 9
2. 21 Tage alte Pflanzen Stengel 12
Blitter 14
Cotyledonen 5
Wurzel 11
3. 30 Tage alte Pflanzen Stengel 9
Blitter 13
Wurzel 7
4. 40 Tage alte Pflanzen Stengel 7
Blitter i
Wurzel 6
5. 48 Tage alte Pflanzen Stengel (unten) 6
» (Mitte) 9
» (oben) 20
alte Blitter 11
mittlere Blitter 14
junge Blitter 19
Wurzel 8
Bliitenknospen 23
Kelch 21
Krone 14
Androeceum 13
Gynaeceum 20
Bi
¥
125
120
ns Blatter
110 o ___Stengel
—Im=--zzm— T Wurzel
4 5 i
15 20 30 40  50Tage
Abbildung 7. '

Aneurinkurven verschieden alter Pisum-

pflanzen.
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Diese Zahlen in einer Kurve dargestellt (Abb. 7) zeigen noch
deutlicher, dass in den oberirdischen Organen eine Abnahme an aktiven
Stoffen stattfindet mit zunehmendem Alter der Pflanze, bis zu einem
fiir die einzelnen Organe verschiedenen, ziemlich konstanten Wert, der
anscheinend lingere Zeit so erhalten bleibt. Die schon anfangs nicht
aneurinreichen Wurzeln erhalten ihren Gehalt ziemlich gleichmissig.
Junge Organe sind immer viel reicher als alte. Der laugebestéindige An-
teil ist tiberall recht unbedeutend.

Von den Bliitenteilen fallen die jungen Bliitenknospen und
das Gynaeceum auf durch ihren Reichtum an aktiven Stoffen. Die
Bliiten sollen spiter noch einer genaueren Untersuchung unterzogen
werden, und zwar werden es Tulpenbliiten sein, weil sie sich fiir diese
Untersuchung besser eignen.

Es bestand nun noch die Vermutung, dass in den Blittern nicht
nur Aneurin als solches gebildet wiirde, sondern moglicherweise dessen
Komponenten, Pyrimidin und Thiazol, und zwar in nicht dquimoleku-
larem Verhiltnis. Dann wiirde ja der Phycomyces nur soviel anzeigen,
als der schwicher vertretenen Komponente entspricht. Wiirde also z. B.
wenig Pyrimidin gebildet und viel Thiazol, dann konnte durch das
Mycelgewicht des Pilzes nur die der kleinen Pyrimidinmenge Aquiva-
lente Thiazolmenge nachgewiesen werden. Es wurde daher eine Prii-
fung zur Feststellung eines allfdlligen Uber-
schusses einer Vitaminkomponente vorgenommen. Dazu
wurden eine Anzahl Erlenmeyer mit je 2 ccm eines Blattextraktes be-
schickt, eine gleiche Anzahl mit je 4 cem und eine weitere mit je 8 eem.
Dazu kam natiirlich iiberall 25 ccm der gewohnten Pilznihrldsung. Jede
dieser 8 Serien erhielt nun synthetisches Pyrimidin oder synthetisches
Thiazol in steigender Menge zugesetzt und wurde dann mit Phycomyces-
Sporen beimpft. _

Wire nun die eine dieser Komponenten in den Blittern reichlicher
vertreten gewesen als die andere, dann wire durch den Zusatz der
andern Komponente das Wachstum des Pilzes so lange gesteigert wor-
den, bis der Zusatz die der vorhandenen Komponenten &Hquivalente
Menge erreicht hiitte.

Das war aber keineswegs der Fall. Simtliche Werte einer Serie
stimmten mit geringen Unterschieden iiberein, d. h. die Kurven ver-
liefen schon von Anfang an wagrecht, der Zusatz dieser Stoffe hatte
keine Erhthung des Mycelgewichts zur Folge. Ein paar Serien wurden
~ auch mit laugebehandelten Extrakten beschickt. Auch diese ergaben

keine Veridnderung mit dem Zusatz der Aneurinkomponenten. Immerhin
waren die Pilzmycelien der Gliser, wo Thiazol zugesetzt wurde, um ein
weniges besser entwickelt als die iibrigen. Der Pilz spricht allerdings
oft. auf Thiazol allein ein wenig an. |
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Um in dieser Sache ganz sicher zu gehen, wurde noch eine Chlo -
roformextraktion vorgenommen. Thiazol ist ja in Chloroform
leicht 16slich, Aneurin dagegen sehr schwer. Zu Pulver zerriebene Blitter
von Pisum wurden 4 Stunden im Soxhlet-Apparat mit Chloroform aus-
gezogen, das Chloroform dann entweder eingeengt und mit Wasser aus-
geschiittelt oder zur Trockne eingedampft, der Riickstand mit Wasser
aufgenommen und diese Phase mit Chloroform ausgeschiittelt, um die
Pigmente zuriickzuhalten; dann das Chloroform abgedampft und der
Riickstand mit Wasser aufgenommen. Auf diese Weise musste allfillig
vorhandenes Thiazol aus den Blittern gewonnen sein.

Diese Phasen der Pilznihrlosung zugesetzt und mit steigenden
Mengen von synthetischem Pyrimidin versehen, zeitigten durchwegs
sehr geringes Pilzwachstum. Etwas mehr ergaben die ersten Wasser-
phasen, d. h. eine geringe Menge Aneurin wurde auch in Chloroform
gelost und konnte aber leicht mit Wasser ausgezogen werden. Am
reichsten, und daher am meisten wachstumsférdernd auf den Pilz, waren
die wisserigen Extrakte des mit Chloroform ausgelaugten Blattpulvers,
also des Riickstandes im Soxhlet-Apparat. Das zeigt neuerdings, dass
in den Blittern wohl reichlich Aneurin vorhanden ist, aber hdchstens
unbedeutend kleine Mengen Pyrimidin und Thiazol. Auch die Ver-
mutung, eine der beiden Komponenten konnte in grosserer Menge ge-
bildet werden als die andere, muss dahinfallen.

3. Der Aneurinstoffwechsel wihrend der Samenreife.

Das Gynaeceum der Pisumbliite erwies sich als aneurinreich. Dar-
auf stellt sich die Frage nach dem Aneuringehalt der reifenden Frucht,
der jungen Samen, und endlich der reifen Samen. Die Friichte zur Unter-
suchung der verschiedenen Stadien wurden immer an den gleichen
6 Pflanzen eines bestimmten Topfes geerntet. Die in gewohnter Weise
ermittelten Resultate sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt :

Gesamtmenge der Bi-Wirkstoffe
Objekt und Stadium (ausgedriickt
in y pro g Trockensubstanz)
Halbreife Hiilsen (3 cm) R 11
Reife Hiilsen . . . S m e e e o w 5
Kleine, unreife Samen . . . - 0k @ . 19
Ausgewachsene Samen (mit Samenschale) 5 m F 15
Cotyledonen von ausgewachsenen Samen . . . . 24
Cotyledonen von reifen, trockenen Samen . : 11
Cotyledonen von relfen 24 h gequollenen Samen . 11
Embryonen aus reifen, trockenen Samen . . . . 16
Embryonen aus 6 h gequollenen Samen . . . . 16
Embryonen aus 24 h gequollenen Samen . . . . 16
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Die unreifen, griinen, sehr saftigen Hiilsen haben einen ansehn-
lichen Gehalt an aktiven Stoffen. Es verwundert aber nicht, dass beim
Ausreifen, wo die Hiilsen mehr und mehr austrocknen und pergament-
artig werden, der Aneuringehalt stark abnimmt. Auch die Samen als
Ganzes sind unreif reicher als ausgereift. Untersuchen wir aber den
Samen genauer, indem wir Cotyledonen und Embryonen getrennt ex-
trahieren und die nicht interessante Samenschale weglassen, dann sehen
wir, dass die frischen Cotyledonen deutlich reicher sind an aktiven
Stoffen als die trockenen.

Der Gehalt an laugebestindigen, aktiven Stof-
fen ist wihrend der ganzen Entwicklung der Friichte und Samen in
allen Teilen konstant, ziemlich gleich wie in den vegetativen Pflanzen-
teilen. Beim Ubergang vom unreifen zum reifen, trockenen Samen, und
wiederum beim Quellen des reifen Samens wurden aber eigenartige Ver-
dnderungen entdeckt. Eine nihere Untersuchung dieser Vorginge ergab,
dass der laugebestindige Teil der wirksamen Stoffe wihrend des Rei-
fens der Samen verhiltnismissig stark ansteigt, um beim Quellen der
Samen wiederum auf einen unbedeutenden Wert zuriickzugehen. Die
Verhiltnisse ergeben sich am deutlichsten aus der Tabelle :

Obi Gehalt an wirksamen Davon ist lauge-
jekt . G e
Substanzen in y pro g bestindig
Ausgewachsene, frische Samen . . . 12 /32
Reife, trockene Samen . . . . . . 12 ta
Reife Samen, 6 h gequollen . . . . 11 /16

Alte Pisumsamen (1 Jahr) hatten auch vor dem Quellen nicht mehr
einen so hohen laugebestindigen, aktiven Teil, er war aber immerhin
noch /s der gesamten Menge aktiver Substanzen.

Sicher spielt sich bei der Samenreifung ein Stoffwechselvorgang ab
innerhalb der aktiven Substanzen, der beachtenswert ist. Die Vermutung
liegt nahe, dass ein Zusammenhang besteht mit der Keimfihigkeit des
Samens. Moglicherweise kann ein Same nur dann keimen, wenn dieser
Wirkstoff-Stoffwechselvorgang schon stattgefunden hat. Um das klar-
zustellen, wurden 3 Arten von Pisumsamen unter genau denselben Be-
dingungen (auf feuchtem Sand) zur Keimung ausgelegt :

1. Ausgewachsene, aber nicht ausgereifte Samen, aus griinen, noch
nicht «-pergamentartigen » Hiilsen.

2. Sogenannte « notreife » Samen, d. h. noch nicht vollstindig aus-
gewachsene Samen, die aber an der Luft ausgetrocknet (gereift)
wurden.

3. Vollstindig reife, trockene Samen.
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Alle diese Samen stammten von ein- und derselben Versuchspflanze
und wurden gleichzeitig auf das Keimbett gebracht (desinfiziert). Der
Befund nach 12 Tagen :

Von den unter 1. genannten Samen keimten nur 37 %. Von den
unter 2. und 3. genannten keimten dagegen 100 %. Die unter 3. ge-
nannten entwickelten sich am schonsten.

Daraus ist zu schliessen, dass keimfihige Samen von Pisum einen
Reifungsprozess hinter sich haben miissen, wie er vor sich geht beim
natiirlichen Austrocknen. Dabei gehen aber offenbar bestimmte Stoff-
wechsel-, insbesondere Aneurinstoffwechselvorginge vor sich, von denen
einer damit nachgewiesen sein diirfte.

¥
52 .
/ - Pisum: Aneuringehalt wahnend der Entwicklung
L —— total wirksame Stoffe
: / ------ laugebestandiger Anteil
24
Al S aw;
12 — _/Samen ‘-65_7
______ o
4 ’,’ \\\\”,r- T o e e R o i, /,’\"
5465810 20 30 40 SOTage

Abbildung 8.

Der Aneuringehalt der ganzen Pisumpflanze im Laufe ihrer Ent-

wicklung., Die angegebenen Aneurinmengen sind Mittelwerte und

wurden aus dem Gehalt der einzelnen Pflanzenteile errechnet.

(Tabellen 1, 4 und 5.) An Stelle der alternden Pflanze wurden
deren Samen genommen.

Zusammenfassend ldsst sich iiber den Gehalt an Aneurin
in der Pisumpflanze wihrend ihrer ganzen Entwicklung folgendes
sagen : Der Same enthilt ansehnliche Mengen Aneurin; Samen der Sorte
« Express » etwa 10 y pro g. Wihrend der Keimung erfolgt in der
jungen Pflanze eine ganz betrichtliche Zunahme. Nach 8—10 Keim-
tagen, wenn die ersten Laubblitter entfaltet sind, ist ein Maximum er-
reicht mit ungefihr dem fiinffachen Gehalt des Samens. Hierauf geht
der Gesamtgehalt der Pflanze wieder zuriick. Die jungen Blitter und
die obersten Stengelpartien sind zwar noch immer sehr reich, die
iibrigen Teile der Pflanze aber bedeutend weniger. Im ganzen bleibt
dann der Aneuringehalt ziemlich konstant, ungefihr 10—15 y pro g.
Die Bliitenorgane sind reicher. Bei der Samenentwicklung haben wir
durchwegs hohere Werte zu beobachten. Erst die ausgewachsenen
Samen haben wiederum den niedrigeren Gehalt von ungefihr 10 y/g.
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Wihrend der Reifung der Samen und wiederum wihrend des Quellens
der trockenen Samen geht eine bedeutende Anderung vor sich inner-
halb der aktiven Stoffe, indem der laugebestindige Anteil beim Reifen
erhéht wird und beim Quellen wieder zuriickgeht, wihrenddem die
Gesamtwirkung auf Phycomyces immer dieselbe bleibt. Moglicherweise
ist das auch nur ein Vorgang, der mit dem Wasserentzug beim Aus-
trocknen zusammenhiingt, vielleicht ist es aber auch ein Uberfithren des
Aneurins in eine bestindigere Form zur Erhaltung dieser Stoffe wih-
rend einer lingeren Ruheperiode.

Die Befunde seien in Form einer Kurve dargestellt (A b b. 8) Die
einzelnen Werte sind aber als Mittelwerte mit breiter Abweichungszone
zu betrachten. _

Kucera (1929) beobachtete mit dem Tiertest wihrend der Kei-
mung eine bedeutende Abnahme im Aneuringehalt der Samen. Moglicher-
weise ist der Tiertest hierzu zu wenig empfindlich, so dass der starke
Anstieg ganz im Anfang nicht erfasst werden kann. Vielleicht wirken
aber auch auf Pisum aneurinartige Stoffe ein, auf die der Phycomyces
nicht anspricht. Auf soleche ist in einer eben erst erschiememen Arbeit
von Bonner?* hingewiesen.

Kontrolle mit andern Erbsensorten.

Die genannten Erscheinungen wurden noch mit andern Erbsen-
sorten gepriift, mit solchen, die moglichst verschieden waren von den
« Express »-Erbsen. Zu dem Zwecke fiel die Wahl auf die kleinen,
selben Samen der Sorte « Prinz Albert » und die grossen Karerbsen
« Aldermann ». Wir geben die Resultate nachstehend wie sie sich aus
der Berechnung nach der gewohnten Art ergaben.

- Gehalt an wirksamen Stoffen von 2 Erbsensorten.

Z‘:ligtsgfwﬁ‘ﬁ‘;“ Prinz Albert* ,Aldermann®
Nicht gequollen 13y Ya 167 Y
8 h 9y "a 12y s
24 h 8y 15 y
72 h 97 13 »
96 h 15 » 15 y
120 h 17 y  Spuren 14 y Spuren
144 h 21 y :
168 h 20 y 16 y
240 h 22y s
288 h 34 y 40 y
336 h 26 y  the 21y
360 h 26 y

tBonner, J. and Buchman, E.: Syntheses carried out in vivo by iso-
lated pea roots L. — Proc. Nat. Acad. Sci. Washington 24, 431 (1938).
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Die angefiihrten Zahlen® geben die gefundene Menge aktiver Stoffe
in y pro g Trockensubstanz an. Die gebrochenen Zahlen dahinter be-
ziehen sich auf den laugebestindigen Anteil. Die Tabelle betrifft nur
die Keimlinge. Gleichzeitie mit ihnen wurden auch ihre Cotyledonen
untersucht. Wir lassen hier diese Zahlen weg, um die Tabelle zu ent-
lasten. Es zeigte sich bei den Cotyledonen das zu erwartende Bild, eine
Abnahme im Aneuringehalt.

Die beiden untersuchten Sorten zeigen nach einer anféinglichen
kleinen Verminderung einen deutlichen Anstieg im Gehalt an wirksamen
Stoffen, vornehmlich an Aneurin, bis zu einem Maximum und einem
darauffolgenden Riickgang bis zu einem ziemlich konstant bleibenden
Wert. Also analog wie bei « Express »; nur die absoluten Werte sind
natiirlich anders. Bei den « Aldermann »-Erbsen ging es verhiltnis-
miéissig lange bis der Anstieg kam, er war dann aber auffallend scharf.
Der Gehalt der Cotyledonen steht damit im Einklang : Solange die
Keimlinge einen niedrigen Aneuringehalt aufweisen, ist derjenige der
Cotyledonen verhiltnismiissig hoch. (Tabelle 2 im Anhang.)

Der laugebestindige Teil geht nicht sofort nach dem Quellen zu-
riick, wie wir das von den « Express »-Erbsen her gewohnt waren. Nach
120 Stunden ist er jedoch fast nicht mehr nachweisbar. Der Phyco-
myces zeigte in den betreffenden Flaschen nur noch Spuren eines Mycels.

4. Aktive Stoffe in andern Pflanzen.

Mit den beiden genannten Erbsensorten zusammen wurde auch kei-
mendes Mais untersucht. Die Resultate waren etwas unregelméssig. Die
Keimlinge hatten zwar durchwegs einen sehr hohen Aneuringehalt —
hoher als die Erbsen — aber weder ein gleichmiissiger Anstieg noch ein
regelmissiger Abfall war zu beobachten. Es fiel aber auf, dass trockene
Maiskorner sehr arm sind an Aneurin; in diesem Versuch nur 3 y pro g.
Nach 8 Stunden der Quellung enthielten die Keimlinge aber schon 30 Vs
das Endosperm nur 2 y. Es bleibt stets bei diesem niedrigen Wert, wih-
rend der Keimling zwischen 20 und 40 y schwankt.

- Diesem Phinomen wurde aber nicht weiter nachgegangen. Viel-
mehr war es die Frage nach dem Aneuringehaltder Bliiten-
teile, die noch niher zu untersuchen war. Die einzelnen Organe der
Pisumbliite zeigten einen ziemlich hohen Aneuringehalt, namentlich der
Kelch und das Gynaeceum. Das Androeceum erwies sich als weniger
reich, doch ist dieser Wert etwas unsicher, da es ausserordentlich viele
Bliten brauchte, um nur einigermassen Material zur Untersuchung zu
erhalten; dieser Forderung wurden unsere Zuchten nicht ganz gerecht,
das Material war nicht voll ausreichend. Es liegen aber Resultate vor,

1 Vollstindige Angaben auf Tabelle 2 (Anhang).
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die besagen, dass Pollen sehr reich sein kann an Aneurin (Schopfer,
1934).

Daher musste zu einer Pflanze gegriffen werden, die geniigend
grosse Antheren besitzt, so dass leicht reichlich Material beschafft wer-
den kann. Dieser Forderung geniigte Twlipa gesneriana, eine gelbe
Sorte (« Lord Cornavon »). Bei dieser Gelegenheit wurden gleich alle
Hauptorgane der Tulpe untersucht (Tabelle 6). Es zeigte sich, dass sie
hinsichtlich ihres Gehalts an Aneurin nicht an die Erbse heranreicht.
Die gefundenen Zahlen sind :

y pro g Trockensubstanz

Wurzel .

Zwiebel .

Stengel .

Blattbasis

- Blattspitze .
Bliite: Perianth

Antheren

Fruchtknoten .

Narbe

p—
O Ot O i > W QO DO O

Im Gegensatz zu den Erbsen ist das Gynaeceum nicht besonders
reich. Am auffallendsten ist der Wert der Antheren. Natiirlich stellte
sich sogleich die Frage nach besonderen biologischen Zusammenhingen.
Folgenden 2 Fragen wurde experimentell nachgegangen :

1. Spielt das Aneurin des Pollens eine besondere Rolle beim Reifen
der Frucht ?
2. Fordert das Aneurin die Pollenkeimung ?

Zu 1. Wenn durch das Eindringen von Wirkstoffen der Pollen-
korner in die Narbe und in den Fruchtknoten ein Einfluss ausgeiibt
wird auf den Reifungsprozess der Frucht, dann muss es gelingen, eine
Reifung hervorzurufen durch Anwendung von synthetischen Stoffen,
ohne dass eine Bestiiubung stattgefunden hat.

Folgende Versuchsanordnung wurde getroffen: In einem Beet
gleicher Tulpen wurden eine Anzahl Bliitenknospen getffnet und die
Antheren entfernt, um eine allfillige Autogamie auszuschliessen. Dann
wurden diese Pflanzen einzeln mit hohen Glasglocken iiberstiilpt, so
dass eine Fremdbestiubnug ausgeschlossen war. Das gleiche geschah mit
einigen unbehandelten Kontrollpflanzen.

% der kastrierten Pflanzen wurde nicht weiter behandelt.

¥ wurde mit Pollen derselben Rasse bestidubt.

¥ erhielt wihrend der Bliilhperiode mehrmals einen Wattebausch
auf die Narbe gesetzt, der getrinkt war mit einer Losung von reinem,
synthetischem Aneurin.
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Nach 3 Wochen war durch Vergleich der iibrigen Exemplare des
Versuchsbeetes zu erkennen, dass keine der behandelten Pflanzen eine
reife Frucht besass. Es ist also hier nicht moglich, mit Aneurin eine
Reifung der Frucht auszultsen, ohne dass Bestiubung stattfand (Par-
thenocarpie). Ferner bestitigte sich auch bei dieser Tulpenrasse das
Resultat von Simoni (1937), dass Pollen derselben Rasse keinen Er-
folg hat (Xenogamie), nur Pollen einer andern Rasse (Allogamie).

Zu 2. Kuhn (1937) stellte fest, dass Pollenkorner von Maithiola
auf kiinstlichem Substrat mit Saccharose leicht platzen und nur selten
einen Pollenschlauch bilden, wenn sie einzeln ausgesit werden. Werden
sie dagegen haufenweise ausgesit, dann platzen sie seltener, und
‘Schléiuche von ansehnlicher Linge werden gebildet. Weiter konnte
Kuhn feststellen, dass Antherenextrakt Substanzen enthiilt, die das
Platzen einzeln ausgeséiter. Pollenkdrner verhindern, und die das Pollen-
schlauchwachstum stark fordern. Es muss sich um irgendwelche Wirk-
stoffe handeln, die in den Pollenkérnern vorhanden sind.

Wenn wir nun betrichtliche Mengen von aneurinartigen Substanzen
in den Pollenkérnern von Tulpen nachweisen konnten, so lag es nahe
zu vermuten, dass diese Substanzen moglicherweise das Pollenschlauch-
wachstum fordern konnten.

Versuche mit Tulpenpollen auf Agar und Saccharose (1,6 % Agar,
20 % Saccharose) in feuchter Kammer ergaben einmal genau das Re-
sultat von Kuhn: Pollen keimen nur in grossen Haufen, einzelne
Pollenkdrner auf einem Tropfen Saccharose-Agar keimen nur sehr selten
und bilden dann nur ganz kurze Schlduche. Nun wurde synthetisches
Aneurin dem Substrat beigegeben in verschiedenen Konzentrationen
(0,2 und 0,1 y/ecm). Die Resultate waren aber nicht entsprechend besser.
Mit einer einzigen Ausnahme zeigten die Objekttriger mit aneurin-
haltigem Substrat nicht besseres Pollenschlauchwachstum als diejenigen
ohne das Vitamin. ' | -

Es soll damit nicht gesagt sein, dass dem Aneurin nicht auch eine
wichtige Rolle zukommt bei der Entwicklung des Pollenschlauches. Die
ganze Erscheinung der Pollenkeimung ist aber jedenfalls abhingig von
sehr vielen Faktoren, denen bei diesen Versuchen nicht geniigend Rech-
nung getragen werden konnte. Das wire Stoff fiir eine selbstindige
Untersuchung.

Versuche mit Ascorbinsdure mit und ohne Aneurin ergaben eben-
falls keine guten Resultate.

Untersuchung verschiedener Pflanzen auf ihren Gehalt an Aneurin.

Nach der eingehenden Untersuchung von Pisum und auch von
Tulipa war es aus Vergleichsgriinden interessant zu wissen, wie sich
Extrakte von andern Pflanzen auf das Wachstum von Phycomyces aus-
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wirken. Das Verfahren (Extraktgewinnung, Behandlung, Berechnung)
war genau dasselbe, wie es bei den Erbsen angewandt und beschrieben
wurde. Schopfer (1936) hat bei der Untersuchung von 134 verschie-
denen Arten (Phanerogamen und Pteridophyten) gezeigt, wie verschie-
den Phycomyces reagiert mit all den Extrakten. In Weiterfiihrung
dieser Untersuchung wurde eine allerdings recht bescheidene Anzahl
hoherer Pflanzen der Phycomycesanalyse unterworfen zur Ermittlung
ihres Aneuringehaltes.

Der Gehalt an aktiven Stoffen bei verschiedenen Pflanzen.

i erksiimlegStoﬁe La“gegflig?diger
Trockensubstanz
# ks
Dryopteris filix mas (Sporophylle) . 4 75
Picea excelsa, junge Triebe . 4 50
Salix babylonica 6 50
Fagus silvatica . 6 20
Corylus avellana, Blatter b 20
Phleum pratense 7 25
Bromus erectus . 4 50
Pirus malus, Blitter . 3 23
Rhinanthus hirsutus 6 22
‘Pisum sativum, « Express » : :
Blidtter - & o v v w s e 13 11
Wurzeln . . .-. 3 e B 5 25
Medicago sativa, Blatter o wl wE 10! 40
Medicago sativa, Bliiten . . . 10! 40
Onobrychis viciifolia, Bléitter u. Bluten - 33
Vicia faba, Blitter . . . . . . . 5 12
Aster amellus . . . 5 17
Cuscuta spec. para31t1erend auf Aster
amellus :
Stengel 4 20
Bliiten . : y 9 36
Hemerocallis spec. Blatter ’ 4 12
Orobanche tussilaginis 7 56
! Schopfer (1936) findet mit Medicago ein sehr gutes Pilzwachstum; zudem kann er das
darin enthaltene Aneurin bei pH 4,62 mit Fullererde adsorbieren, ein klarer Beweis fiir den
Aneuringehalt der Pflanze. Usuelli und Bebi (1938) bestimmen mit dem Tiertest den Ge-
halt an Vitamin B in frischen Blittern von Medicago u. a. Sie erhalten 5 L. E. pro g Trocken-
substanz, das wiren also 10—15 y, was mit unseren Resultaten sehr schon ibereinstimmt.

Aus der Tabelle geht hervor, dass die Papilionaceen den hochsten
Gehalt an aktiven Stoffen (wohl zur Hauptsache Aneurin) aufweisen.
Unter diesen wiederum sind unsere Erbsen « Express » die reichsten.
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Die iibrigen Pflanzen ergaben mit 3—7 y einen verhiltnismissig niede-
ren Wert. Im laugebestindigen Teil sind sehr grosse Schwankungen zu
beobachten. Vor allem f#llt die Farnpflanze auf mit 75 %. Moglicher-
weise herrschen bei Kryptogamen andere Verhiiltnisse als bei Phanero-
gamen, d. h. es gibt dort vielleicht Wirkstoffe mit etwas anderem
Charakter. Es diirfte aber doch zu gewagt sein, nach diesem einen Re-
sultat Vermutungen zu #ussern, dazu bediirfte es einer eingehenderen
Untersuchung. Die Laugezahlen konnen auch fiir die andern Pflanzen
interessant sein, miissten jedoch vorerst bedeutend vermehrt werden.

5. Besprechung der Resultate.

Bei der Untersuchung des Pisumsamens ist festzustellen, dass der
Embryo im Verhiltnis mehr Aneurin enthilt als die Cotyledonen. Wih-
rend der Keimung und ersten Entwicklung nimmt sein Gehalt noch
stark zu bis zu einem Maximum, um dann wieder auf einen ziemlich
konstanten Wert zuriickzugehen. Offenbar ist beim Embryo bzw. der
jungen Keimpflanze wihrend dieser Entwicklungsperiode der Bedarf
an Aneurin sehr hoch. In spiteren Momenten, wo der Gesamtgehalt
niedrig ist, sind die jungen Organe, hauptsichlich die jungen Blitter?
und die SproBspitze, also Pflanzenteile mit starkem Wachstum, die
reichsten. Die Bildung des Aneurins muss zuerst im Keimling statt-
finden, denn sein Aneuringehalt nimmt stirker zu als derjenige der
Cotyledonen abnimmt. Nichts weist aber bis jetzt auf die Art dieser
Synthese hin. Als Ausgangsstoffe diirften Substanzen in Frage kommen,
die einmal im Keimling selbst, dann aber hauptsichlich in den Cotyle-
donen gespeichert sind. Nach der Wanderung in den Keimling wird
daraus Aneurin gebildet, moglicherweise schon wihrend der Wanderung.

Auffallend ist wiederum die Anreicherung des Vitamins im jungen
Samen. Bei der Samenbildung wird es offenbar reichlich bendtigt. Der
reife Same ist nicht mehr so reich wie der unreife. Dann kommt der
eigenartige Stoffwechselvorgang des Aneurins bei der Samenreifung, wo
nachweisbar ein Teil in eine resistentere Form iibergeht. Nihere Ver-
mutungen iiber die Art dieses Vorgangs sind zum mindesten verfriiht.
Es sei nur nochmals darauf hingewiesen, dass er parallel geht mit der
Samenreifung (Austrocknung). Nur trockene Samen der untersuchten
Pisumsorte keimen normal, auch dann, wenn sie nicht vollstindig aus-
gewachsen sind. Dagegen sind ausgewachsene, aber nicht trockene
Samen kaum zum Keimen zu bringen.

Beim Quellen des trockenen Samens konnte der umgekehrte Vor-
gang nachgewiesen werden, dass nimlich der laugebestindige Teil des

! Wihrend der Redaktion dieser Arbeit erscheint eine Verdffentlichung von
Bonner und Greene (Rot. Gaz. 100, 226, 1938), die zeigt, dass Aneurin in den
jungen Blittern im Licht synthetisiert wird. Unsere Resultate wiirden also damit
iibereinstimmen.
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Aneuringehaltes wieder verschwindet. In neuem Zusammenhang er-
scheint damit die alte Erfahrungstatsache wieder, dass der Same von
Pisum erst nach einem vollstindigen Trocknen keimféhig (reif) ist und
dass ein richtiges Quellen die Keimung einleiten muss. Wéhrend diesem
wird nicht nur einfach Wasser aufgenommen, es finden auch wichtige
Stoffwechselvorginge statt (wie das schon von andern Autoren betont
wurde *).

Im Hinblick auf den Aneurinstoffwechsel sind also die auffallende
Zunahme wihrend der Keimung, die darauffolgende Abnahme auf einen
im weitern ziemlich konstant bleibenden Totalgehalt, die Zunahme im
jungen Samen und die Verwandlung bei der Samenreife bzw. Quellung
bemerkenswert.

6. Zusammenfassung der bisherigen Ergebnisse.

1. Die einzelnen Teile des Samens von Pisum haben verschiedenen
(Gehalt an Substanzen, die auf Phycomyces wirken wie Aneurin
(aktive Substanzen). Sofern sie nach einer Laugebehandlung in
der Hitze ihre « Aktivitit » verlieren, werden sie mit Aneurin (im
biologischen Sinn) bezeichnet.

2. Im Verlauf der Keimung wird der Keimling reicher, die Cotyle-
donen drmer an Aneurin. Der Aneuringehalt des Keimlings er-
reicht eine auffallende Hohe.

3. Nach 8—10 Tagen erreicht die Aneurinproduktion ein Maximum,
worauf ein Riickgang nachzuweisen ist bis zu einem fiir die
weitere Entwicklung ziemlich konstant bleibenden Gehalt.

4. Die reichsten Organe sind immer die jungen Blitter, ferner auch
gewisse Bliitenteile.

5. Der junge Same ist reich an aktiven Substanzen; der reife Same
enthdlt wieder weniger davon.

6. Bei der Samenreife und bei der Quellung finden Vitaminstoff-
wechselvorginge statt, indem bei der Reifung ein Teil der aktiven
Substanzen in eine laugebestindige Form iibergeht (sich also ver-
hélt wie Pyrimidin + Thiazol); bei der Quellung scheint der ent-
gegengesetzte Vorgang stattzufinden. Die Gesamtmenge aktiver
Substanz bleibt dabei die gleiche.

7. Eine Reihe anderer Pflanzen ergab bei der Untersuchung auf
aktive Stoffe verschiedene, aber durchwegs niedrigere Werte als
Pisum. Die Pollenkorner der Tulpe sind ziemlich aneurinreich.
Eine direkte Wirkung des Vitamins auf die Pollenkeimung oder
Fruchtreifung konnte aber nicht nachgewiesen werden.

tCholodny (1935).
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I1. Teil.

Untersuchungen iiber die Wirkung von Vitaminen bei der ersten
Entwickiung der Pflanzen.

1. Geschichtliches zur Zucht isolierter Embryonen.

Da sich ein pflanzlicher Embryo mit Hilfe der in seinem Reserve-
material (Endosperm, Cotyledonen) enthaltenen Substanzen zum Keim-
ling und schliesslich zur fertigen Pflanze entwickelt, so liegt es auf der
Hand, den Versuch zu unternehmen, einem solchen Embryo die Reserve-
substanzen wegzunehmen und sie durch ein kiinstlich zusammengestelltes
Substrat zu ersetzen. Auf diese Weise ist es moglich, die zur Entwick-
lung notwendigen Stoffe und Ernihrungsbedingungen kennen zu lernen.

Das Problem der cotyledonen- oder endospermlosen Zucht pflanz-
licher Embryonen hat die Forscher seit Jahren - immer wieder beschéf-
tigt, es hat seine lange Geschichte und darf wohl heute nicht einmal als
vollig geklirt betrachtet werden.

Weil in keiner der neueren Arbeiten ein vollstindiger Uberblick
iiber dieses Gebiet gegeben wurde, so sei es hier gestattet, einen kurzen
geschichtlichen Abriss dariiber zu geben. '

Der dlteste Bericht iiber solche Untersuchungen, auf den ich jemals
stiess, ist derjenige von Bonnet (1754). Moglicherweise ist er iliber-
haupt der erste Forscher, der zu dieser Methode griff. In seinem
V. Mémoire (S. 236 ff.) mit dem Titel: « L'usage des lobes et des feuilles
séminales», beschreibt er Versuche mit in Gartenerde ausgesiten Samen
von Phaseolus multiflorus und Fegopyrum. Nach dem Ankeimen wur-
den die Cotyledonen abgeschnitten. Die operierten Phaseoluspflanzen
zeigten zwerghaften Wuchs, kamen aber z. T. zum Bliihen. Cotyledonen-
lose -Keimlinge von Vicia faba entwickelten sich ebenso zu Zwerg-
pflanzen, solche von Fagopyrum dagegen gediehen meist iiberhaupt
nicht : «J’ai tenté de priver le Germe de l'aliment délicat que ren-
ferment les Lobes,® & de substituér & cet aliment les Sucs grossiers de
la Terre. J’ai donc enlevé le Germe d’entre les Lobes : j'ai coupé avec
la pointe d'un Scalpel, les deux Faisceaux de Fibres qui le lient aux
Lobes. Cette opération, quoique délicate, ne I'est pas a beaucoup prés
autant qu’on s’imagine. Elle réussit assez facilement, sur-tout si I'on a
soin de mettre la Féve quelques jours auparavant dans une Eponge im-
bibée d’Eau...»

« Le 10. d’Aofit, j'ai planté un certain nombre de ces Germes dans
un Vase plein de Terre de Jardin...»

! Lobes = Cotyledonen.
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« Cette Expérience a réussi au dela de mon attente. Tous ces
Germes ont pris Racine...»

« I1 auroit été difficile alors de reconnoitre ces Plantes pour ce
qu'elles étoient & un Botaniste qui auroit démélé qu’elles étoient des
Haricots, les auroit pris pour une nouvelle espéce de Haricot
N ain, remarquable sur-tout par son extréme petitesse...»

« Le 19. d'Octobre elles ont commencé & fleurir. Je les ai comparées
alors avec des Haricots de méme Espéce, & de méme ige, mais
qui n’avoient subi aucune opération. La hauteur de ces derniers étoit
de 1 pié* », leurs plus grandes Folioles avoient 7 pouces*® de longueur
& 5 de largeur. La hauteur des premiers n’étoit que de 2 pouces; leurs
plus grandes Folioles n’avoient que 15 lignes® de longueur sur 7 de
largeur. Les Fleurs étoient d'une grandeur proportionnée, & en fort
petit nombre ... J'ai essayé en vain de tenir les Plantes dans wune
Chambre chaude, elles y ont péri. »

~« C’eut été assurément une Expérience curieuse que de semer. les
Graines que ces trés petits Haricots auroient vraisemblablement
produit s’ils eussent été planté plutdt. Les Plantes qui seroient pro-
venues de ces Graines auroient, sans doute, participé a la petitesse de
leurs Méres; mais dans quelle proportion ? »

Dieses sehr bedeutsame Resultat von Bonnet wurde lange Zeit
nicht tiberboten. Erst Sachs (1859) soll nach Andronescu mit
Phaseolus multiflorus etwas bessere Resultate erzielt haben, ebenso
Gris (1864) mit Embryonen von Mirabilis und Zea. Der Embryo von
Mirabilis wichst ohne Endosperm gut nach van Tieghem (1873).
Stingl erwihnt Untersuchungen von Blocyzewsky (1876), der
mit 7 verschiedenen Pflanzenarten experimentierte und vollen Erfolg
hatte, indem sich seine isolierten Embryonen zu Pflanzen entwickelten,
die sich von den Kontrollen nur wenig unterschieden. Die Reservestoffe
seien nur kriftigend. Demgegeniiber sagt Haberlandt (1877), dass
die Reservestoffe des Embryo einmal Schutzmittel seien, dann aber
auch Einfluss hitten auf die Ausbildung der Blidtter und Wurzeln.

Brown und Morris (1890) isolierten Gramineenembryonen
und studierten deren Entwicklung auf artfremdem, kiinstlichem Substrat.
Sie erhielten fiir die ersten Keimtage giinstige Resultate. Hannig
(1904, 1906, 1907) priparierte junge Cruciferenembryonen aus dem
Endosperm heraus und konnte mit geeigneten Nidhrboden und Zucht-
methoden ausgewachsene, blithende Pflanzen erhalten. Waren aber die
Embryonen unterhalb einer bestimmten Grosse (40—50 u) im ersten
Entwicklungsstadium, dann gelang die Zucht auf fremden Substanzen
nicht mehr. ;

11 pied = 0,333 m; 1 pouce = 0,028 m; 1 ligne = 0,002 m.
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Stingl (1907) arbeitete mit isolierten Gramineenembryonen, die
er zwar zum Keimen brachte, aber dann nicht zur normalen Pflanze
heranziehen konnte. Andronescu (1919) ersetzte bei Maisembryonen
das Endosperm durch eine Nahrstofflosung mit Zucker und zog darin
gut gedeihende und blilhende Pflanzen, die jedoch in allen Teilen kleiner
waren als normale. Die Zucht gelang jedoch nur dann, wenn das Scutel-
lum am Keimling belassen wurde. Ahnliche Resultate erzielten Esen -
beck und Siissengut (1925). Dieterich (1924) konnte Em-
bryonen verschiedener Angiospermen isoliert kultivieren, auch dann,
wenn die Samen zwar ausgewachsen, aber noch nicht ausgereift waren.
Jiingere Stadien boten Schwierigkeiten. Jedenfalls musste Zucker der
Niéhrlosung beigefiigt werden; ausserdem vermutet Dieterich, dass
noch andere organische Stoffe notig seien.

Brunner (1932) kultivierte isolierte Embryonen aus Kiefern-
samen mit dem Ergebnis, dass das Endosperm nicht durch kiinstliche
Nihrmedien zu ersetzen war, ausser wenn der synthetischen Nahrlosung
wisseriges Endospermextrakt beigegeben wurde. Schander (1934)
findet bei seinen keimungsphysiologischen Untersuchungen an Grami-
neen, dass exstirpierte Embryonen kaum wachsen konnen ohne Stoffe
aus der Aleuronschicht. '

Alle diese Forscher, wenn sie auch verschiedene Fragestellungen
hatten, kamen, was die Zucht isolierter Embryonen anbelangt, zum Re-
sultat, dass ein anorganisches Nihrmedium nicht geniigt, dass zum
mindesten Zucker dazu gehort, um eine Entwicklung hervorzurufen;
iiberdies fehlen den so kultivierten Embryonen zu einer normalen Ent-
wicklung immer noch gewisse Faktoren, die ihnen von ihrem natiir-
lichen Nihrgewebe dargeboten werden. Schon Dieterich deutet es
vage an, Schander denkt an aktive Stoffe, kann aber nachweisen,
dass die wirksame Substanz in seinem Fall nicht Auxin ist.

Dass es sich hier um irgendwelche Wirkstoffe handeln konnte, liegt
nach all dem tatsichlich nahe. Die Wirkstofforscher verwenden nun
ihrerseits die Methode der Zucht von cotyledonen- oder endospermlosen
Embryonen. Wir finden sie seit 1934 wieder oft angewendet unter
diesem neuen Gesichtspunkt.

Ray (1934) wies nach, dass Vitamin C im Pisumsamen erscheint,
sobald die Keimung beginnt. Um die Substanz zu finden, aus welcher
der Keimling das Vitamin bildet, trennte er nach der Quellung der
Samen die Cotyledonen ab und kultivierte die isolierten Embryonen auf
einem sterilen Néhrboden mit verschiedenen Zuckern, um zu sehen, ob
auch so eine Vitaminbildung erfolgt, und unter welchen Bedingungen.
Das Resultat ist insofern unerwartet, als die Entwicklung der Pflanze
nicht parallel geht mit der Bildung von Vitamin C. Mit Mannose im
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Ndhrboden wurden die grossten Mengen Vitamin gebildet, die Entwick-
lung war indessen viel schlechter als mit gewissen andern Zuckern, wo
dann die Vitaminproduktion gering war. Die Embryonen waren sowohl
hinsichtlich ihrer Vitaminproduktion als auch hinsichtlich ihrer Ent-
wicklung inferior gegeniiber solchen mit Cotyledonen.

Kogl und Haagen-Smit (1936) hatten in verschiedenen
Pflanzen Biotin nachgewiesen. Besonders eindriicklich wurde gezeigt,
wie die Cotyledonen von Erbsen tiglich betrdchtliche Mengen dieses
Wuchsstoffes abgeben. Daneben war auch ihr Gehalt an Aneurin (Bi)
bekannt. Allen diesen Wirkstoffen musste eine bestimmte Bedeutung
fiir die Pflanze zukommen. Vermutlich beeinflussen sie die Entwicklung
irgcendwie giinstiz. So war zu erwarten, dass isolierte Embryonen in
synthetischem Nihrmilieu durch Zugaben von solchen Stoffen eine For-
derung im Wachstum erfahren mussten. Sprosslinge und namentlich
Trockengewicht der Embryonen nahmen mit Biotin tatséchlich wesent-
lich zu. Wurde an Stelle von Biotin dem Nihrboden Aneurin zugesetzt,
so war ebenfalls ein Mehrertrag nachweisbar. Beide Wuchsstoffe in ge-
eigneten Mengen kombiniert iibertrafen in ihrer wachstumsférdernden
Wirkung jede einzelne Komponente.

Mit Vitamin C endlich fand K & g1 keinen fordernden Einfluss.
Am wirksamsten war aber ein Extrakt aus Cotyledonen. Schwach, aber
doch deutlich, forderte auch Oestron das Sprosswachstum isolierter
Embryonen. Eine sehr starke Zunahme gegeniiber den Kontrollen ergab
sich schliesslich mit den 3 Stoffen Oestron, Aneurin und Biotin zu-
sammen.

Einen weiteren Beitrag zur Kenntnis der Rolle der Vitamine im
Pflanzenwachstum lieferte van Hausen (1935, 1936). Nach einer
genauen Festlegung der fiir Erbsen und andere Versuchspflanzen giin-
stigsten Zusammensetzung einer Nihrlosung wurden Versuche angestellt
tiber die Wirkung eines Zusatzes von Vitamin C. Die Pflanzen gediehen
dabei immer besser als die Kontrollpflanzen. Dann wurden auch Ver-
suche angestellt mit cotyledonenlosen Keimlingen. Erbsen wurden zwar
vorerst 6 Tage normal keimen gelassen, dann die Keimlinge getrennt
von den Cotyledonen und in steriler Nihrlosung tdglich mit einer ge-
wissen Menge Vitamin C bedacht. Die Entwicklung dieser Pflanzen war
zwar nicht eine normale, aber eine ganz bedeutend bessere als diejenige
der Kontrollpflanzen ohne Vitamin. Zum gleichen Resultat kam
Havas (1935).

Schliesslich sind als neuste Arbeiten iiber dieses Kapitel diejenigen
von Bonnerund Axtman (1937) und von Bonner,J. und Bon-
ner, D. (1938) zu erwidhnen. Auch hier wurden wieder isolierte Em-
bryonen von Pisum sativum in steriler Zucht auf synthetischem Nihr-
boden studiert. Die Forscher bestitigen die fordernde Wirkung von

24
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Aneurin, von Ascorbinsdure (Vitamin C) und von Folliculin. Werden
Wuchsstoffe kombiniert, dann erhoht sich die Wirkung.

Eine besondere Untersuchung ist der Wirkung der Ascorbinsdure
gewidmet, da dariiber verschiedene Meinungen herrschen. Mehrere For-
scher fanden eine fordernde Wirkung mit diesem Vitamin, so Havas,
vanHausenu a;Koéglund Haagen-Smit dagegen sind nicht
dieser Ansicht. (R ay hat nur die Produktion von Vitamin C der Em-
bryonen untersucht, nicht ihre Entwicklung nach einer Zugabe des
Vitamins. Es ist aus seinen Resultaten nicht ersichtlich, wie seine Pflan-
zen darauf reagiert hiitten.)

Die Entwicklung der Keime wurde an der Sprosslinge gemessen.
Dazu wurden sie auf ihren Gehalt an Ascorbinsiure gepriift. Die Unter-
suchungsergebnisse erkliren die Divergenzen der andern Forscher :
Die neun untersuchten Erbsensorten scheiden sich klar in zwei Grup-
pen. Einmal gibt es solche, bei denen das Wachstum und der Ascorbin-
sduregehalt fast gleich bleibt, ob Vitamin C der Kultur beigegeben wird
oder nicht. Dann gibt es Erbsensorten, deren isolierte Embryonen in der
Sprosslinge und im Ascorbinsduregehalt gewaltig zunehmen, wenn
ihrer Nihrlosung von dem Vitamin zugesetzt wird.

Je nachdem also eine Sorte gewihlt wird, ist ein negatives oder
ein positives Resultat zu erwarten mit Vitamin C. Man konnte also
sprechen von Sorten mit Vitamin C-autotrophen Embryonen und von
solchen mit C-heterotrophen Embryonen. Die Ascorbinsiure darf aber
mit Bestimmtheit als Wachstumsfaktor dieser Pflanzen angesehen
werden. '

Die Reihe der genannten Arbeiten? zeigt, wie die Methode der
Zucht isolierter Embryonen zu weitgehender Kenntnis des Keimungs-
vorganges und des ersten Wachstums gefiihrt hat. Man ist jedoch nicht
im Stande, Embryonen vom Beginn des Keimens an isoliert in kiinst-
lichem Néhrsubstrat so zu kultivieren, dass sie an Grosse und Gewicht
normalen Pflanzen gleichkommen. Wenn van Hausen solche erhielt, so
ist dazu zu sagen, dass dabei die Embryonen erst nach sechs Tagen
normaler Entwicklung isoliert wurden. Gerade in den ersten Stunden
nach der Quellung, eigentlich schon wiihrend der Quellung gehen aber
ausserordentlich wichtige Stoffwechselvorginge vor sich. Rippel
(1938) weist darauf hin, dass Auxinstoffe und auch auf Hefe wirkende
Stoffe in den Cotyledonen in den friihesten Entwicklungsstadien eine
bedeutende Rolle spielen.

! Auch hier ist auf die eben erst in unsere Hinde gelangte Arbeit von Bon-
ner und Greene zu verweisen, in der mit cotyledonenlosen Pisumkeimlingen nach-
gewiesen wird, dass Aneurin in den jungen Blittern im Licht erzeugt und nach
der Wurzel geleitet wird, wo darauf hin eine Wachtumsférderung eintritt, (Bot.
Gaz. 100, 1938, 226.)
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Auch die Ergebnisse von Dostal (1936) und Plech (1936) wei-
sen auf solche Vorgidnge hin. Im ersten Teil dieser Arbeit wurde auf
die Aneurin-Stoffwechselvorgiinge, die sich wihrend des Quellens und
wiihrend der Keimung abspielen, besonders eingegangen. In der Folge
werden sich weitere Momente ergeben, die die Bedeutung der Cotyle-
donen fiir die ersten Stunden und Tage der Entwicklung zeigen.

Bonner gibt in seiner letzten Arbeit (1938) keine genaueren
Angaben iiber die Entwicklung der Embryonen, wie er sie mit optimaler
Wuchsstoffdotierung erhielt, im Vergleich zu normal entwickelten Pflan-
zen. Die angegebenen Lingen der vier Wochen alten Pflanzen lassen aber
auch auf kleineren Wuchs schliessen, als ihn normale Pflanzen nach dieser
Zeit aufweisen wiirden. Wir vermuten, dass alle diejenigen Forscher,
die von guten Resultaten bei der Aufzucht cotyledonenloser Embryonen
berichten, die Cotyledonen erst nach einer gewissen Zeit nach dem Quel-
len entfernten, da sie wohl die Stoffwechselvorginge der ersten Keim-
stunden nicht beriicksichtigten. Ihre Resultate sind hier also nicht direkt
vergleichbar. Es ist also unseres Wissens nie restlos gegliickt, die Coty-
ledonen durch ein kiinstliches Substrat zu ersetzen und eine vollstindig
normale Entwicklung des Embryo hervorzurufen.

2. Problemlage.

Es war einmal das Ziel der in der Folge beschriebenen Unter-
suchungen, in dieser Richtung weiter zu gehen und eine noch bessere
Entwicklung isolierter Embryonen herauszubringen; und dann sollte auf
diese Weise die Wirkung gewisser Wirkstoffe, in erster Linie des Aneu-
ring und seiner Komponenten (Pyrimidin und Thiazol) auf das erste
Wachstum untersucht werden, nachdem aus den eingangs beschriebenen
Versuchen hervorging, dass Aneurin von normalen Keimlingen in be-
trachtlicher Menge gebildet wird. Mit Riicksicht auf die genannten
Stoffwechselvorginge mussten die Cotyledonen so friith wie moglich ent-
fernt und die Nihrmedien ganz steril gehalten werden.

3. Experimentelles.

Versuchspflanze war Pisum sativum, die anfangs genannten Sorten
« Express », « Prinz Albert » und « Aldermann ». Sie wurden desinfi-
ziert nach der schon erwihnten Art, dann in sterilem Wasser sechs
Stunden gequollen und sodann unter Wasser von der Samenschale und
den Cotyledonen befreit (Abb. 9).

Die so gewonnenen Embryonen wurden nun in Bromwasser noch-
mals desinfiziert, da es sich gezeigt hatte, dass trotz der Samendesin-
fektion noch Bakterien auftreten konnen. Die von Klein und Kis-
ser (1924) und andern beschriebene Desinfektionsmethode mit Brom-



Abbildung 9.
Entwicklung von cotyledonenlosen Keimlingen,

wasser hat sich fiir diesen Fall sehr bewidhrt. Auf sterile Bakterien- und
Pilzndhrbéden ausgelegte Embryonen riefen nach dieser Behandlung
keinerlei Infektionen mehr hervor.

Nach der Bromwasserbehandlung wurden die Embryonen in ste-
rilem Wasser gewaschen und dann auf den bereitgehaltenen Nidhrbiéden
in Gldser gebracht. In den ersten Versuchen wurde Knopsche Néhr-
losung verwendet, spiter war es immer die von van Hausen (1936)
fiir Erbsen angepasste Hiltnersche Nihrlosung. Dazu wurde ein Zucker
gegeben, je nach Versuch in verschiedener Konzentration. Den notigen
Halt erhielten die Pflinzchen entweder durch Agar (1,75 %), wobei
30 cem der Nahrsubstanz in weite Glidser von 3 em Durchmesser und
16 cm Linge gegeben wurden; oder die von Combes (1918) ausgear-
beitete Methode kam zur Anwendung, wobei die Nihrlosung ohne Festi-
gungsmittel in Spezialzuchtgefiissen mit Verengerung untergebracht
war. Der Embryvo befand sich in einem angepassten Trichterchen, mit
der Radicula in die Losung tauchend. Den Verschluss bildete ein Watte-
stopfen aus reinster Watte und eine Papierhaube zum Schutz gegen
Feuchtigkeit. (Abb. 10 und 11.) |

Nach dem Zubereiten und Abfiillen der Nihrlosung wurden die
Gliser sterilisiert, meistens an zwei aufeinanderfolgenden Tagen 20 bis
30 Minuten bei 115° im Autoklaven. Mussten hitzeempfindliche Stoffe
zugesetzt werden, dann wurden sie entweder erst unmittelbar vor dem
Einpflanzen der Embryonen zugesetzt, oder, wenn sie schon von Anfang
an in der Nihrlosung waren, dann trat an Stelle der Sterilisation im
Autoklav eine Pasteurisierung : Erhitzen auf 80° wihrend 15 Minuten
an 3—4 aufeinanderfolgenden Tagen. Die Zuchtgefisse wurden nach
dem Einsetzen der Embryonen auf besonderen Gestellen in Gewdichs-
hidusern untergebracht, wo sie geniigend Licht und eine Temperatur
von zirka 20° hatten.
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Abbildung 10,
Pisumzucht in Agar.

Abbildung 11.
Pisumzucht in fliissigem Néhr-
medium (nach der Methodik

von Combes).

4. Die Ergebnisse.
a) Der organische Teil der Ndhriosung.

Wie nach den iibereinstimmenden Ergebnissen friiherer Autoren zu
erwarten war, konnte nie ein deutliches Wachstum festgestellt wer-
den an cotyledonenlosen Embryonen, wenn die Nihrlosung nicht noch
Zucker enthielt. Eine Zugabe von Cotyledonenasche zur mineralischen
Nihrlosung machte nichts aus und eine solche von Cotyledonenextrakt
nur sehr wenig. Ist ein Zucker zu mindestens 1 % in der Losung vor-
handen, dann kann sich der Embryo zu einer Pflanze von allerdings
zwerghaftem Aussehen entwickeln. Die verschiedenen Zucker sind fiir
dieses Objekt nicht alle gleich giinstig : Als brauchbar fiir unsere Erb-
sen erwiesen sich Saccharose, Maltose, Mannose, Glucose, Laevulose.
Arabinose war nicht brauchbar. Hohere Alkohole an Stelle eines Zuk-
kers brachten nie einen ansehnlichen Erfolg : Sorbit ergibt nur eine
schwache Entwicklung, Mannit gar keine, Glycerin nur eine schwache.
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Die Reinheit der Zucker wurde gepriift mit Phycomyces. Die ge-
wohnliche Phycomycesnihrlosung mit reiner Glucose ergibt ja nur ein
unbedeutendes Wachstum (2—5 mg Mycelgewicht). Maltose (Kahlbaum)
an Stelle der Glucose ergab 28—33 mg Mycelgewicht, Maltose (Merck)
dagegen nur 6—7 mg. Gereinigte Laevulose (Merck) gab noch 7—14 mg,
Saccharose nach zweimaligem Umkristallisieren nur noch 3 mg. Mit
Glucose (Siegfried) wurde das giinstigste Resultat erzielt, indem nur
Spuren eines Mycels sichtbar wurden. Wir schliessen daraus, dass in
dieser Glucose keine den Pilz im Wachstum fordernden Substanzen in
wirksamen Mengen als Verunreinigung vorhanden sind. Fiir die Haupt-
versuche fiel die Wahl deshalb auf solche Glucose als dem zuverlis-
sigsten Zucker. .

Eine eigentiimliche Beobachtung sei hier kurz erwihnt : Bei Ver-
suchen mit Mannose sahen die Pflinzchen nach einem Monat in
ihrem griinen Teil ungefihr gleich aus wie diejenigen mit Glucose. Die-
sen gegeniiber aber hatten sie ausnahmslos eine ganz kurze und eher
dickere Wurzel. Vielleicht wird man spiter eine Erklirung fiir diese
Erscheinung finden. Sie soll hier lediglich erwihnt werden. Weitere
Versuche mit Mannose wurden nicht unternommen. Abb. 12 zeigt die
Wurzeln zweier Glucose-Pflanzen (1% Glucose) links, und diejenigen
zweier Mannose-Pflanzen (1%) rechts.

Mit einem Versuch mit 2%, 3%, 5% und 10% Glucose im
Nidhrmedium wurde die giinstige Konzentration ermittelt. Abbildung 13
zeigt, dass das Optimum mit 5 % Glucose erreicht ist, wenn man die
Gesamtlinge, besonders aber die Sprosslinge und den ganzen Habitus
der Pflanzen betrachtet.

Abbildung 13.
Die Wirkung verschiedener Glucose-

Abbildung 12. konzentrationen.

Verschieden ausgebildete Wur-
zeln, links mit Glucose, rechts
mit Mannose.
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Anders steht es mit dem Trockengewicht : Es nimmt auch nach 5%
noch zu, und die Pflanzen mit 10% Glucose, obwohl viel kleiner, sind
doch deutlich schwerer als die grossen Pflanzen mit 5 % Glucose :
Ca. 35 % mehr Trockengewicht. Trotzdem gilt uns 5 % Glucose als
optimale Konzentration, da hier der Gesamthabitus der schinste ist.
(NB. Alle diese Resultate stiitzen sich jeweils auf mindestens 20 Pflan-
zen mit der gleichen Behandlung.) '

b) Wirkstoffprobleme.

Nach diesen Vorversuchen wurden der N#hrlosung auch gewisse
Wirkstoffe (Tabellen 7 und 8) zugefiihrt zum Studium ihres Einflusses
auf das Wachstum der cotyledonenlosen Pflanze. Synthetisches
Aneurin erhtht das Wachstum gegeniiber den Kontrollen mit blosser
Glucose nur dann, wenn diese in suboptimaler Konzentration vorhanden
ist. Abb. 14 bringt das (fiir « Express »>-Embryonen) schematisch zur
Darstellung. Bei diesem Versuch war 5 % schon mehr als optimal. Das
Optimum ist bei 3 % bis 4 % Glucose anzunehmen. (Solche Schwankun-
gen bei Pflanzen derselben Sorte und desselben Alters sind auch in
andern Versuchen etwa aufgetreten. Man muss dabei trotz grosser Vor-
sicht mit unkontrollierbaren Einfliissen rechnen.)

In einem Versuch mit allen drei genannten Erbsensorten wurden die
folgenden Durchschnittsresultate erhalten :

’ mg ) mg
Express Kontrollen . . . . . . 11 92 114 23
Vit. CG. . . . . . .. 9 86 122 12,3
Vit. B« & « « « « . 9 108 139 13,2
Bsi+€C . .+ « ¢ .. 12 86 104 10
Thiazol . . . . . . . 8 97 119 13,76
Pyrimidin . . . . . . 5] 102 140 12,8
PAT" oo s W e ol - 12 96 129 14
Pr. Albert Konitrollen. . ., . . ... 12 65 113 18,75
NMits Qo o oo e e s 8 60 128 14
Vit. B« . . . . . . . 12 48 128 13,75
BabC . . o e om s 10 485 . 96 11,3
Thiazel . . . . . . . 10 81 170 19,9
Pyrimidin . . . . . . 10 54,5 132 18,6
PET. . . &« oo 11 62 136 16,6
Aldermann | Kontrollen . . . . . .| 11 95 156 30,3
NIE G ce ere w5 e 11 92 172 18,6
Vit B .+« & w5 @ 12 98 208 19,4
Bi 0 . ¢ ow v owrw s 16 94 145 14
Thigzel . . . . « = & 10 97 180 19.7
Pyrimidin . . « 5 = & 10 93,5 210 | 21,2
P v s W m ® b 11 93 177 17
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Legende: Kontrollen — Niihrlosung nach Hiltner-van Hausen
+ 3 % Glucose + 1,75 % Agar

Vit. C = Ascorbinsiure, 1 mg pro Zuchtglas (zu 30 ccm Niihr-
lésung)

Vit. By = Aneurin, 10 y pro Glas

B: +C = Aneurin + Ascorbinsidure in obigen Mengen

P+T — Pyrimidin + Thiazol, je 5y pro Glas

Pyrimidin 10 y pro Glas

Thiazol 10 y pro Glas

Moglicherweise wiirden sich auch hier die Wirkstoffe deutlicher
bemerkbar machen, wenn die Glucosekonzentration weniger hoch ge-
wihlt worden wire. Auffallend sind die hohen Trockengewichte der
Kontrollen. Da ja das Aneurin in den Kohlehydrat-Stoffwechsel ein-
greift, so frigt man sich hier, ob nach Zugabe dieses Stoffes ein inten-

siverer Kohlehydratabbau stattfand.

37 Tage

cm Gluc§sze % 3 | Mittlere Sprosslange

K= Kontrolle (keinWirk=
stoff nur mineralisthe
Grundnahrlosung +
Glucose)

Bi= Aneurin, 10y auf
40coum Nahrlosung

Mittleres Trokengewicht

Abbildung 14.
Sprosslinge und Trockengewicht von Pisumkeimlingen
mit und ohne Aneurinzusatz,

Aneurin gibt eine deutliche Forderung des Wachstums bei der
Sorte « Express » und eine schwache bei « Aldermann ». Bei « Prinz
Albert » dagegen sind die Sprosse der Vitaminpflanzen kiirzer als die

Kontrollen, nur das Frischgewicht ist etwas hoher.



— 377 —

Es sei in diesem Zusammenhang an die Arbeit von James und
David Bonner (1938) erinnert, wo durch die Verfasser gezeigt
wird, dass Erbsensorten, welche reich sind an Vitamin C, auf eine Zu-
cabe dieses Faktors zur Nihrlosung nicht reagieren, dass dagegen
Sorten, welche den Faktor im Verlaufe der ersten Entwicklung nicht
oder nur in kleinen Mengen bilden konnen, mit einem auffallenden Zu-
wachs reagieren, wenn sie das Vitamin zugesetzt erhalten. Es ldsst sich
vermuten, dass es sich mit dem Aneurin dhnlich verhalt. Im ersten Teil
dieser Arbeit wurden die drei Erbsensorten auf ihren Aneuringehalt hin
untersucht. Mit dem Phycomycestest konnten zwar nicht auffallende
Unterschiede gefunden werden, immerhin erwies sich die Sorte « Prinz
Albert » als reich an wirksamen Substanzen. Dazu kommt nun aber die
Tatsache, dass die Erbsen dieser Sorte in Zuchten ohne Cotyledonen
auch ohne einen Wirkstoff zum Bliihen gebracht werden konnten. Das
war bei den « Express »-Erbsen nur ein einziges Mal der Fall, bei den
« Aldermann »-Erbsen kam es nie vor. Das scheint doch ein Hinweis zu
sein, dass die « Prinz Albert »-Erbsen einen hoheren Grad von Wirk-
stoff-Autotrophie besitzen als die iibrigen Sorten. Im iibrigen soll auf
die Bliitenbildung spiter noch niiher eingegangen werden.

Uber die Rolle der Abbauprodukte des Aneurins, Py-
rimidin und Thiazol, wird man aus den oben angefiihrten Resultaten
nicht klug. Eingehenderes soll aber auch dariiber erst nach Berichten
iiber weitere Versuche gesagt werden.

Ascorbinsdaure scheint nicht férdernd, eher hemmend zu
wirken. Das wird aber anders, wenn wir diesen Stoff in geringerer Dosis
zusetzen und die Glucosekonzentration erniedrigen. Die Ergebnisse eines
Versuchs mit solchen Verhdltnissen sind in Abb. 15 dargestellt :
Trockengewicht und Sprosslinge zeigen eine Vermehrung unter dem
Einfluss der Ascorbinsiure. (Es handelt sich hier um «Express»>-Erbsen.)

65Tage

K=Knopsche Nahrldsung G=Glucose1% Bi=Aneurin 10y proGlas C=Ascorbinsdure05mg

Sprosslange :g Trockengewicht
e ———— Y It
17
cm 16
5 1
u %
B 3
2 2
1 Ik 7

KC KB K& KGB K&C K —Ke KB KG KGB: KGC

Abbildung 15.
Sprosslinge und Trockengewicht von Pisumkeimlingen in ver-
schiedenen N&hrmedien.



— 378 —

¢) Der Einfluss von Wirkstoffen auf die Entwicklung cotyledonenloser
Embryonen.

Die Rolle der zur Verfiigung stehenden Wirkstoffe sollte sich aus
einer grosseren Anzahl von Kulturen mit insgesamt iiber 1000 cotyle-
donenlosen Embryonen ergeben. Die Dauer einer Kultur betrug je nach-
dem 1-—2% Monate. Aus Griinden der Vereinfachung fand fast aus-
schliesslich die Sorte « Express » Verwendung. Ausser den 3 genannten
Kulturen wurden 8 weitere durchgefiihrt, deren Resultate einzeln an-
zugeben zu weit fithren wiirde. Es sei daher eine Zusammenstellung ge-
geben, wie sie sich bei der Durchsicht der Protokolle ergibt.

Die Wirkung vonsynthetischem Aneurin auf das
‘Wachstum von cotyledonenlosen Erbsenkeimlingen, gemessen an der
Sprosslinge, dem Frischgewicht, dem Trockengewicht und dem Gesamt-
habitus der Pflanzen : Aneurin fordert das Wachstum, sofern Glucose
in suboptimaler Konzentration vorhanden ist (1—2%). Es fordert auch
das Wurzel-Lingenwachstum.

In den meisten Kulturen gab es sehr lange, aber iusserst spirlich ver-
zweigte Wurzeln, wie erwihnt, besonders lange mit Aneurin. Wurde aber eine
hohere Glucosekonzentration angewendet, dann wurden die Wurzeln viel stirker
verzweigt. Mit steigender Glucosekonzentration nimmt die Zahl der Verzweigun-
gen meistens zu.

Mit Pyrimidin allein gab es ein einziges Mal eine kleine
Forderung gegeniiber den Kontrollen, in allen andern Fillen nicht, so
dass wohl angenommen werden darf, dass es hier nicht direkt wachs-
tumsférdernd wirkt.

Thiazol allein: Hier liegen die Verhiltnisse so, dass sehr
schwer etwas Sicheres gesagt werden kann. In einem Fall war keine
Forderung zu beobachten mit diesem Stoff, in zwei weiteren nur eine
soleche der Sprosslinge. Drei Kulturen zeigen eine deutliche, wenn auch
nicht sehr starke Forderung. Es darf moglicherweise doch angenommen
werden, dass Thiazol allein schon eine Wirkung auf das Wachstum aus-
tibt; bei der verwendeten Sorte allerdings eine sehr schwache.

Pyrimidin und Thiazol in daquivalenten Men-
gen: Leider ist es unmoglich, hieriiber etwas Bestimmtes auszu-
sagen. In 3 Kulturen war das durchschnittliche Wachstum der mit
diesen beiden Stoffen dotierten Pflanzen deutlich besser als diejenige
der Kontrollen; in 4 weiteren Kulturen war keine Forderung zu sehen.
Diese Frage abzukliren bleibe daher spiteren Untersuchungen iiber-
lassen. Bonner (1938) findet fiir isolierte Wurzeln in synthetischer
Nihrlosung eine Foérderung mit Pyrimidin + Thiazol. Es ist moglich,
dass auch in dieser Hinsicht Unterschiede bestehen zwischen den ein-
zelnen Pisumrassen.

Ascorbinsdure (Vitamin C) wirkt, wie schon gesagt, for-
dernd in kleinsten Dosen, namentlich im Anfang des Wachstums. Dieser
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Befund ist ja schon bekannt aus den Arbeiten von van Hausen,
Havas, Bonner u. a. Die Forderung bei den « Express »-Pflanzen
war jedoch nie so stark, wie Bonner sie bei einigen Sorten fand, so
dass anzunehmen ist, dass « Express » unter die Sorten mit viel eigener
Ascorbinsiure zu rechnen ist. Ist die Ascorbinsidure-Konzentration zu
hoch, dann wird vor allem das Trockengewicht der Pflanzen kleiner,
deutlich kleiner als dasjenige der Kontrollen. Mit andern Wirkstoften
zusammen wirkt Ascorbinsidure auch fordernd.

Teilweise schwach wachstumsférdernd waren eine Anzahl anderer Stoffe
oder gewisse Extrakte (z. B. Pilzextrakte), es soll aber in diesem Zusammenhang
davon nicht die Rede sein.

Arteigene Stoffe der Erbse.

Zwischen dem Wachstum cotyledonenloser Embryonen auf einem
Nihrmedium mit synthetischen Wirkstoffen und dem normalen Wachs-
tum mit den Cotyledonen gibt es noch eine Stufe zu untersuchen. Es
handelt sich darum, den Embryonen zwar ihre Cotyledonen abzunehmen,
als Ersatz dafiir aber gewisse Teile davon in irgendeiner Form zuriick-
zuerstatten. ‘

1. Wie schon erwihnt, wurden einmal die Cotyledonen mit Wasser
extrahiert, das Extrakt dann zur Nihrlosung zugesetzt und mit dieser
sterilisiert (im Autoklav). Der Erfolg war eine kleine Zunahme im
Trockengewicht gegeniiber den Kontrollen. Die Sprosslinge war gleich
wie diejenige der Kontrollen.

2. Cotyledonen wurden verascht, die Asche mit HCl aufgenommen,
die Losung mit KOH neutralisiert und der N#éhrlosung in der den Coty-
ledonen entsprechenden Menge zugesetzt. Eine ansehnliche Forderung
der Sprosslinge (28 %), nicht aber des Trockengewichts der cotyle-
donenlosen Keimlinge war zu beobachten. Es gibt offenbar Aschen-
bestandteile, die der gewdhnlichen Nihrlosung fehlen. Moglicherweise
handelt es sich dabei um bestimmte Metallionen. Entsprechende Ver-
suche hatten aber wenig Erfolg, nur einmal wurde mit Zn *° eine
kleine Forderung erzielt. :

3. Kalt sterilisiertes Cotyledonenextrakt der Nihrlosung zugesetzt
ergibt im Sprosswachstum eine Forderung von 25 %, im Trockengewicht
eine solche von 84 %. Das ist ein recht ansehnliches Resultat. Es gibt
also in den Cotyledonen Substanzen, die nicht hitzebesténdig sind, die
ihre Wirksamkeit beim Autoklavieren verlieren. Weitere Schliisse iiber
die Natur dieser Stoffe diirfen aber aus diesen Beobachtungen nicht ge-
zogen werden.

4. Schneidet man die Cotyledonen bei der Operation vor dem Ein-
pflanzen nicht vollstiindig weg, sondern ldsst von jedem Keimblatt
/s mit dem Embryo verbunden, dann entwickelt sich eine junge Pflanze,
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deren Sprosslinge 500 % und deren Trockengewicht 200 % hoher ist
als bei der Kontrollpflanze ohne Cotyledonen.

Um zu sehen, ob die Masse der Cotyledonen einen Einfluss hat auf
das Wachstum, wurden bei einer Reihe von Erbsen verschieden grosse
Cotyledonenstiicke abgeschnitten. Nach einem Monat des Wachstums
auf synthetischem Nédhrboden mit Glukose zeigten diese Pflanzen deut-
liche Grossenunterschiede. Ihre Grosse entsprach genau der Masse der
stehengelassenen Cotyledonenstiicke. Abb. 16 zeigt die ganze Reihe
der gleichaltrigen, aber recht verschieden grossen Pflanzen.

Abbildung 186,
Pisumembryonen mit verschieden grossen Cotyledonenstiicken
gezogen auf einem Nihrmedium mit Knopscher-Losung in Agar
mit Glucose. Resultat nach 1 Monat: Sprosslinge und Blatt-
grosse entsprechen der Cotyledonenmasse, die am Embryo
gelassen wurde.

Wie eingangs beschrieben, wurden jeweils die Erbsen sechs Stunden quellen
gelassen, dann erst konnten die Embryonen herauspripariert werden. Es gelingt
zwar gelegentlich auch, aus harten, nicht gequollenen Erbsen die Embryonen
herauszupréparieren., Eine Anzahl solcher trocken gewonnener Embryonen wurde
auch noch einer Kultur beigefiigt, um dem Vorwurf zu begegnen, dass Vorginge
sich in den ersten sechs Stunden der Quellung abspielen konnten, die mit dem
gewohnlichen Verfahren der Beobachtung entgingen. Die trockenen Embryonen
miissen dann in der Nihrlésung erst quellen. Dadurch ergibt sich eine Verzoge-
rung im Wachstum. Nach einem Monat sind sie aber auch zu jungen Pflanzen
herangewachsen. Ihre Sprosslinge ist nur etwa halb so gross wie diejenige der
Kontrollen, d. h. der aufgeweicht herauspriparierten Keimpflanzen. Das Trocken-
gewicht aber ist 10 % hoher als bei den Kontrollen.
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Diese Pflanzen sind also im Wachstum hinter den Kontrollen zuriickgeblie-
ben, sie sind kleiner, aber haben noch mehr Reservestoffe in ihrem Gewebe, Das
wichtigste aber ist, dass sie auch normal keimen, trotzdem sie ohne die Cotyle-
donen quellen mussten.

In den Cotyledonen sind offenbar Stoffe vorhanden, die wir noch nicht
durch synthetische ersetzen konnen. Darunter sind einige nicht hitzebestdndig,
andere wohl. Auch mineralische Bestandteile haben wahrscheinlich in geringen
Mengen einen bestimmten Einfluss, vielleicht nur zusammen mit andern Stoffen.

Der direkte Ubertritt der Stoffe aus den Cotyledonen in den Embryo durch
das hierzu bestimmte Gewebe ist natiirlich immer das giinstigste. Zudem kommt
as auf die Menge der dem Embryo zur Verfiigung stehenden Stoffe an.

d) Zum Aneuﬁn—StoffwechseZ bei cotyledonenlosen Embryonen.

Nach der Untersuchung der verschiedenen Wirkungen besonderer
Stoffe auf die Entwicklung cotyledonenloser Embryonen frigt es sich,
was in der Pflanze drin geschieht mit diesen Stoffen; ob sie aufgenom-
men werden als solche und gespeichert werden, oder ob sie eine Um-
wandlung erfahren bei der Aufnahme.

Da wir den Phycomycestest zur Verfiigung haben, so ist es mog-
lich, diesen Fragen nachzugehen, was die auf Phycomyces wirksamen
Stoffe anbetrifft. (Tabelle 9.)

Die betreffenden cotyledonenlosen Pflanzen waren 65 Tage alt. In
der Knopschen Nihrlosung war 1% Glucose (Kontrollen), dazu Aneurin
fiir eine erste Serie und fiir eine zweite Ascorbinsiure. Die Aneurin-
pflanzen waren grosser und schwerer als die Kontrollpflanzen, die As-
corbinsidure-Pflanzen iibertrafen an Grosse und Gewicht die Aneurin-
pflanzen um ein weniges. Von den geernteten Pflanzen wurden Extrakte
hergestellt wie gewohnt, auf 4 mg Trockensubstanz 1 ccm Wasser. Diese
Extrakte in steigender Menge zu Pilzndhrlosung zugegeben und mit
Phycomyces beimpft, hatten sehr verschiedene Wirkung.

Die auf diese Weise nachgewiesenen wirksamen Substanzen in y Bu
pro g Trockensubstanz angegeben :

Extrakt aus :

Pflanzen ohne Wuchsstoffzusatz (Kontrollen) . . . . . . . 37y
Pflanzen mit 0,5 mg Vitamin C im Nihrboden. . . . . . . 8y
Pflanzen mit 10 y Aneurin im Nihrboden . . . . . . . . 75y

Diese Ergebnisse sind eigenartig. Die Kontrollen erwiesen sich also
als recht reich. Um so verwunderlicher ist es zu sehen, dass die Ascor-
binsdure-Pflanzen so wenig auf Phycomyces wirksame Substanzen ent-
halten. Ob unter dem Einfluss dieses Stoffes ein Aneurinabbau statt-
findet ? Die Aneurinpflanzen sind ausserordentlich reich an wirksamen
Substanzen, wahrscheinlich speichern sie das aufgenommene Aneurin.

In gleicher Weise ausgefiihrte Versuche mit neuen Kulturen be-
stitigten dieses Resultat. Dazu kamen als neue Resultate niedere Werte
tiir Thiazol- und fiir Pyrimidinpflanzen (#hnlich den Kontrollen) und
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hohe Werte fiir Pflanzen, die bei der Zucht Pyrimidin + Thiazol er-
halten hatten. Die auf Phycomyces wirksamen Stoffe (Aneurin, Pyrimi-
din + Thiazol) werden wahrscheinlich in der Pflanze angereichert. Nach
den friiheren Resultaten enthélt eine normale Erbsenpflanze, auch in den
Perioden ihres hochsten Gehalts an aktiven Stoffen, nie 75 y pro g,
allerh6chstens 50 y.

Eine Laugebehandlung der Extrakte ergibt eine
Kurve, die gleich aussieht wie diejenige ohne Laugebehandlung fiir die
 Extrakte der P - T-Pflanzen. Die Aktivitit der Aneurin-Pflanzen-
extrakte wird durch die Laugebehandlung um mehr als die Hiilfte herab-
gesetzt, ebenso die andern Extrakte.

~ Daraus ist zu schliessen, dass hochstwahrscheinlich diese Wirk-
stoffe als solche aufgenommen und angereichert werden, denn sie haben
in der Pflanze drin die gleichen Eigenschaften wie als reine Substanzen.

Merkwiirdig ist der geringe Wert bei Pflanzen mit Ascorbinsiure-
zusatz. Dazu ein weiterer Versuch : Pflanzen mit Ascorbinsiure und
Aneurin im N#hrboden enthielten weniger aktive Substanzen als solche
mit purem Aneurin :

Bi-Pflanzen enthalten ca. 75 y pro g Trockensubstanz
B1—|—O—Pfla,nzen » » 60 7 > » »>

Pflanzen, denen man einen Teil ihrer Cotyledonen stehen liess und
die sich daher viel besser entwickelten, waren arm an aktiven Stoffen;
ebenso Pflanzen, denen Heteroauxin gegeben wurde. War im Nihrboden
Heteroauxin und Aneurin vorhanden, dann konnten in den darauf ge-
ziichteten Pflanzen nur ganz geringe Mengen aktiver Substanzen ge-
funden werden. Heteroauxin wirkt aber nicht etwa hemmend auf das
Wachstum von Phycomyces, das wurde genau gepriift :

Resultat : Heteroauxin beeinflusst den Aneurinstoffwechsel Dbei

Wii;k;:gﬁ Phycomyces-Mycelgewichte
Pilzndhrlgsung ms
Aneurin in opt. Dosis (0,5 y) 83 mg 83 82 79
|
Heteroauxinconc. 0,0002y | 002y | 029y 2y 20 y
Heteroauxin . 7 mg 9 8 3 8
H.4+B: 0,69 87 79 84 84 84
H.4B: 1y 102 102 104

Phycomyces nicht. Somit bleibt nur noch die Moglichkeit, dass Hetero-
auxin entweder bewirkt, dass weniger Aneurin aufgenommen wird, oder,
dass es wohl aufgenommen, aber nicht gespeichert, sondern in irgend-
eine nicht aktive Form umgebaut wird.
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e) Untersuchung der Ndhrboden.

Eine letzte Frage ist diejenige nach den Veridnderungen in den
Nihrboden cotyledonenloser Pflanzen. Leider versagt die Thiochrom-
methode, sobald Glukose darin ist. So musste auch hier mit dem Phy-
comycestest gearbeitet werden.

Nach dem Herausnehmen der Pflanzen wurden die Glidser mit der
Nihrlosung sogleich wieder sterilisiert und mit Phycomyces und mit
Mucor Ramannionus beimpft. Von letzterem wissen wir ja aus der Arbeit
von Miillerund Schopfer (1937), dass er ausser auf Aneurin auch
auf reines Thiazol anspricht.

Wie zu erwarten war, zeigte sich, dass die Nahrboden noch reich
waren an wirksamen Stoffen, und zwar wirkten sie erwartungsgemiiss
je nach den zugesetzten synthetischen Stoffen. Nur eines war auffallend:
Der Phycomyces gedieh auch auf den Nihrboden der Kontrollen ziem-
lich gut. Das bedeutet, dass wirksame Stoffe, wie sie die Pflanze schon
selbst enthilt, auch ing N#hrmilieu hinaus diffundieren.

f) Die Bliitenbildung.

Eine vollstiindig ohne Cotyledonen gezogene Pisumpflanze (« Ex-
press »), (Abtrennung der Cotyledonen nach 6 h Quellung) bildete erst-
mals nach 3 Monaten eine Bliite: A b b. 17. Die Nihrlosung (ca. 40 cem)
enthielt 2 % Glucose und 20 y Aneurin. Um neue Bliiten zu erhalten,
wurde eine grossere Kultur angesetzt : 2-Liter-Erlenmeyer mit Hiltner-
scher Nihrlosung (steril) mit 5% Glucose in Agar ohne einen Wirkstoff-
zusatz wurden mit cotyledonenlosen Embryonen bepflanzt. Nach etwas
mehr als 2 Monaten hatten 3 von den 11 Pflanzen Bliiten.

Abbildung 18. 7
Eine Pisumbliite, vergrossert.

Abbildung 17.
Bliitenbildung in vitro.
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In einer Kultur mit « Prinz Albert »-Erbsen gab es Bliiten nach
1% Monaten, und zwar unter den Kontrollen ohne Wirkstoff mit 3 %
Glucose 1 Bliite, mit Aneurin 2 Bliiten, mit Pyrimidin + Thiazol 2 Blii-
ten und mit Aneurin + Ascorbinsidure 1 Bliite. Eine solche ist vergros-
sert in A bb. 18 abgebildet. Die Skala am Rand zeigt mm an.

Es darf wohl nicht ohne weiteres behauptet werden, dass an der
Bliitenbildung die zugesetzten Wirkstoffe schuld waren, dazu sind die
Resultate zu spérlich. Bemerkenswert sind diese Bliiten deshalb, weil
sie zeigen, dass die Pflanze zur Bliitenbildung der Cotyledonen nicht
bedarf, dass sie wihrend ihrer Entwicklung imstande ist, bliitenbildende
Hormone zu erzeugen und Bliiten zu bilden zu einer Zeit, wo normal-
wachsende, grosse Pflanzen auch ihre Bliitenknospen anlegen (2—3 Mo-
nate nach der Aussaat). Die Bliiten unserer cotyledonenlosen Pflanzen
waren zwerghaft wie diese selbst. Kine Frucht wurde nicht gebildet,
trotzdem diese Sorten autogam sind.

5. Besprechung der Ergebnisse.

Nach diesen Untersuchungen muss festgestellt werden, dass erwar-
tungsgemiss das Problem der Zucht cotyledonenloser Embryonen nicht
gelost worden ist, dass aber doch wiederum ein Fortschritt erzielt wurde
gegeniiber friiheren Untersuchungen, indem es gelang, einen Einblick zu
erhalten in Zusammenhinge des Kohlehydratstoffwechsels und des
Aneurinstoffwechsels.

In der Zucht cotyledonenloser Embryonen gelang es, mit rein syn-
thetischen Nihrmedien Pflanzen zu erhalten mit 10 em Spross- und 10 bis
14 cm Wurzellinge. Sie hatten Blitter, deren einzelne Fiederblittchen
eine Fliche bis zu 1 em? erreichten. Im Vergleich zu den (spirlich an-
gegebenen) absoluten Masszahlen friiherer Forscher diirfte das als Fort-
schritt angesehen werden.

Ein weiterer Punkt ist der Nachweis, dass es bei den Cotyledonen
als der Nihr- und Wirkstoffreserve des Keimlings nur auf die Cotyle-
donenmasse, nicht auf gewisse Cotyledonenbezirke ankommt, wie B1a -
gowetschenski (1936) behauptet.

Interessante Zusammenhinge bestehen zwischen dem Glucosegehalt
der Nihrlosung und der Aneurinwirkung. Eine solche war bei der unter-
suchten Erbsenrasse nur dann deutlich, wenn die Glucosekonzentration
suboptimal gew#hlt wurde.

Was die Zuckerkonzentration anbelangt, so ist noch bemerkens-
wert, dass bei hoheren Konzentrationen die Wurzeln stirker verzweigt
waren als bel niedrigen Konzentrationen. Man konnte dabei an eine
osmotische Wirkung denken. Mit Mannose an Stelle der Glucose bildete
sich aber eine ganz eigentiimliche, kurze, dicke Wurzel, was einen ver-
anlasst, doch an eine stoffliche Beeinflussung zu denken und dann bei
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Mutmassungen iiber die Ursache der Bildung von Wurzelverzweigungen
auch diese Ansicht in Erwigung zu ziehen.

Endlich darf hervorgehoben werden, dass aus Erbsenembryonen,
die von Anfang an ohne Cotyledonen in rein synthetischer Néhrlosung
gezogen wurden, blithende Pflanzen hervorgingen. (Van Hausen
hat zwar noch schonere bliihende Exemplare erhalten [1936], hat aber
erst nach 6 Tagen, also wenn der Gehalt an B,-Stoffen ein Maximum
erreicht, die Cotyledonen entfernt. Daher ist ein direkter Vergleich mit
unsern Pflanzen nicht moglich.)

I11.

Zusammenfassung der Resultate.

Kommen wir am Schluss auf unsere Fragestellung zuriick, so ldsst
sich auf Grund der erhaltenen Resultate folgendes sagen :

1. Aneurin wird von der Pflanze in den jungen, griinen Teilen,
hauptsédchlich in jungen Blittern und in der SproBspitze gebildet.
In verhéltnismissig grossen Mengen entsteht es wihrend des
ersten Wachstums nach der Keimung.

2. Aneurin ist auch in der Bliitenknospe reichlich vorhanden und
spiter im Fruchtknoten. Der Same (die Cotyledonen und beson-
ders der Embryo) enthilt viel davon, augenscheinlich als Reserve-
material fiir die erste Entwicklung.

3. Wihrend der Samenreifung und wieder wihrend des Quellens
finden Umwandlungsvorginge (Stoffwechselvorginge) innerhalb
der wirksamen Substanzen statt. Moglicherweise bestehen Zu-
sammenhédnge zwischen diesen Vorgingen und der Reife bzw.
Keimfihigkeit des Samens. :

4. Aneurin wirkt in synthetischer Nihrlosung unter bestimmten Um-
stinden begiinstigend auf das Wachstum cotyledonenloser Em-
bryonen, darf also, wie noch andere wirksame Substanzen, als ein
Wirkstoff der hoheren Pflanze bezeichnet werden. Moglicherweise
steht es auch mit der Bliitenbildung in irgendeinem Zusammen-
hang.

Die vorliegende Arbeit wurde in den Jahren 1936—1939 im botanischen Insti-
tut der Universitit Bern ausgefiihrt. Herrn Prof. Dr. W. H. Schopfer, meinem
hochverehrten Lehrer und Leiter dieser Arbeit, mochte ich auch an dieser Stelle
fiir sein Interesse und seine wertvollen Anregungen meinen verbindlichsten Dank
aussprechen.

Ferner mdochte ich nicht verfehlen, Herrn Prof. Dr. Raoul Combes, Di-
rektor des « Laboratoire de Physiologie Végétale » der Sorbonne in Paris fiir die
liebenswiirdige Aufnahme und die tatkriftige Unterstiitzung meiner Arbeit meines
ergebensten Dankes zu versichern. Er gab mir wiihrend zehn Tagen Gelegenheit,
mich in seine Technik der sterilen Zucht hoherer Pflanzen in fliissigem Nihr-
medium einzuarbeiten. '
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Anhang.
Tabellen.
Tabelle 1.
Phycomycesgewichte und Aneuringehalt von Pisumkeimlingen.
1 5/10 1 2 4 8 Total?
Alter %10 510 1 2 4 8 aktive
(mit Lauge behandelt) Stoffe y/g
cecm cem cem 1‘ cem \ cem ccm ccm 1 cem cem ‘ ccm ccm y
1, Keimlinge von 6 bis 168 Stunden ;
6h 71 13 | 24 | 35 | 48 85 2 ) ) b 27
24 7110 | 17 | 29 | 43 87 2 2 4 20
48 8 | 11 | 19 | 28 | b6 96 24
72 8 | 18 | 22 | 44 | 79 | 102 | — | 3 4 38
100 12 | 19 | 32 | 44 | 91 | 114 5 7|11 | 15 | 24 48
120 10 | 18 | 30 | 55 | 85 | 106 5 9 | 12 | 16 | 24 47
168 6 | 18 | 29 | 54 | 90 | 100 3 6 9 | 13 | 20 46
2. Keimlinge von 144 bis 264 Stunden.
144 9| 13 | 22 | 38 | b6 63 4 7|11 1 15 | 23 32
168 13 | 18 | 29 | 50 | T4 80 ) 5 |12 | 16 | 21 45
216 10 | 18 | 80 | 56 | 94 | 116 3 7112 | 19 ;, 35 50
264 8 17 | 31 | 53 | 92 | 106 | — | — 1 + 9 49
B: 9 | 18 | 36 | 56 | T4 75 (= 0,2 y/ccm = Kontrollserie)
3. Keimlinge von 6 bis 95 Stunden.
6h 9 | 17 | 21 | 34 | 62 Bl — | — 4 | 12 | 15 19
24 13 | 17 | 22 | 41 | 8 |106| — | — | — | 8 22
48 | 12 | 18 | 22 | 38 | 76 |108| — | — | — | — 22
72 | 11 | 17 | 21 | 45 | 83 |10B | — | — ’ 7 | 10 22
95 13 | 19 | 27 | 52 | 90 | 115 Spuren von Myeelien
Cotyled * 7 | 14 | 17 | 22 | 40 Wl - | — ]| — 1] 6|11 12
Bi 15 | 27 | b6 | 77 | 8l 85 (= 0,2 y/ccm == Kontrollserie)
4. Cotyledonen von Keimlingen von 72 bis 168 Stunden.
72h ) 9| 156 | 22 | 37 69 17
120 5 9 | 15 | 20 | 32 69 ‘ l 15
168 8| 6| 9|12 |19 | 81 ’ ‘ 14 | 20 9
B: 9 | 18 | 35 | 56 | T4 75 (=02 y/ccm Kontrollserie)

1 Die fiir die Cotyledonen angegebenen Zahlen sind Mittelwerte der 5 untersuchten Stufen,
die unter sich nur ganz minim differieren.

2 In Aneurin ausgedriickt.




Tabelle 2.
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Phycomycesgewichte und Aneuringehalt von keimenden Pisumsamen.

Alter

510

5/10

1

2

Total aktive Stoffe
7/g Trockensubst.
(in Aneurin

imit Lauge behandelt) anngedeerl)
h cem cem cem cem cem cem cem ‘ cem ¥
1. Keimlinge der Sorte «Prinz Alberts.
0 10 14 22 — — 6 15 12
8 6 10 — — 3 10 9
24 ) 9 15 | 28 i
72 5 11 19 37 9
96 11 16 27 56 15
120 13 17 30 63 e — — — 17
144 11 20 39 81 21
168 11 20 37 73 20
240 9 22 45 82 3 3 8 12 22
288 17 32 59 93 34
336 12 28 53 86 26
360 12 30 57 78 8 10 26
2. Cotyledonen der Keimlinge von
0 6 | 10 | 16 | 80 | — | — | — 5 8
8 b 9 13 21 — 2 9 14 7
120 i 10 16 29 - — — — 8
240 4 8 12 35 — — — — 6
360 5 7 13 25 - — —— — 6
3. Keimlinge der Sorte «Aldermann».
0 10 17 34 66 16
8 10 14 27 29 12
24 9 16 27 65 16
72 10 15 26 bH 13
96 10 16 28 58 15
168 12 16 30 59 16
288 20 37 67 | 107 40
336 12 23 38 76 21
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Tabelle 3,
Phycomycesgewichte und Aneuringehalt von keimenden Maissamen.
Total
5/10 1 2 4 aktive Stoffe
Alter 310 1 | e 4 Pt Trociten.
substanz

(mit Lauge behandelt) (in Aneurin

‘ ] ‘ ausgedriickt)
h ccm cem ccm ccm ccm cem ccm cem ;’

1. Maiskeimlinge.
8 16 32 b6 | 86 1 6 9 13 30
24 15 34 55 71 28
120 24 40 79 98 2 5 9 15 47
240 19 23 87 3 8 13 20 41
288 16 64 92 36
336 10 20 37 72 18
2. Maisendosperm.
0 3 4 6 10 — — 1 4 3
8 —_— 2 3 5 — — —_ 4 ]
120 5 6 10 — — = 6 6
240 2 3 b 8 — — — 4 3
336 2 3 4 3
3. Kontrollserien mit reinem, synth. Aneurin.

B: 0,2/cem /10 210 310 5/10 1 2 4 8
ccm ccm cem ccm cem cem cem ¢em
8 12 17 29 b3 83 99 94

14 26 47 71 89
28 b4 71




in verschiedenen Altersstufen.
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Tabelle 4,
Phycomycesgewichte und Aneuringehalt der Pisumpflanze und ihrer Organe

2

4

Total
aktive

Alter Organ 210 5/10 1 2 4 8 Stoffe
- ‘ (laugebehandelt) y/g in
| | | Aneurin
ccm cem cem ccm ccm cocm ccm ccm ccm ccm 7}
15 Tage Stengel 9 | 20 | 30 | 56 | 88 11 | 13 | 19 | 28 | 17
Blitter 15 | 23 | 48 | 77 | 79 | 94| 13 | 16 | 20 | 28 | 25
Cotyledonen .| 6 | 1L | 15 | 22 6 7 8 | 13 7
Wurzel 10 | 14 | 19 | 29 9
21 Tage Stengel 12 | 15 | 22 | 43 | 83 |107| 10 | 12 | 17 | 22 | 12
Bliitter 14 | 18 | 26 | 45 | 82 [106| 11 | 15 | 20 26 | 14
Cotyledonen .| 7 | 9 | 13 | 17 5
Wurzel 9 | 15 | 20 | 32 | 61 | 89 11
30 Tage Stengel 12 | 156 | 19 | 80 | 66 | 95 6 | 13 | 16 | 22 9
Blatter 11 | 17 | 24 | 44 | 83 |107| 10 | 14 | 18 | 24 | 18
Waurzel 8 | 11 16 | 23 | 49 82 9 | 12 | 16 | 20 7
40 Tage Stengel 8 | 12 | 16 | 26 | 41 | 78| 8 | 13 | 16 | 22 7
Blitter 12 | 20 | 22 | 40 | 77 |109| 9 | 14 | 19 | 25 | 11
Wurzel 8 | 11 | 14 [ 20 | 32 | 5| 9 | 12 | 17 | 20 6
Kontrollen: B: 0,02 y| 18 | 41 | 55 | 94 | 94 | — | — | — | —
Pyr. + Thiazol 0,02 y| 20 | 24 | 45 | 69 | 89 | 92| 48 | 74 | 95 | 95
48 Tage Stengel
(unten) 6 | 10 | 14 | 20 | 28 | 51 6
(Mitte) 9 | 15 | 19 | 20 | 50 | 8 9
(oben) . 13 | 18 | 28 | 45 | 76 20
Alte Blitter . 12 | 16 | 22 | 36 | 64 | 94 1t
Mittlere Blatter 12 | 17 | 26 | 38 | 71 | 97 14
Junge Blitter 15 | 19 | 29 | 55 | 83 | 96 19
Wurzel 9 | 13 | 18 | 23 | 46 | 79 8
Bliitenknospen . 15 | 18 | 36 | 59 | 85 23
Kelch 13 | 17 | 26 | 47 | 78 | 96 21
Krone 11 | 15 | 21 | 89 | 67 | 92 14
Androeceum . 12 | 18 | 24 | 32 13
Gynaeceum 16 | 19 | 31 | 55 | 86 | 97 20
Kontrollen: B: 0,25 | 27 | 35 71 | 83 | 90
05y .| 20 | 62 | 77 | 80 | 88 | 88
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Tabelle 5.
Phycomycesgewichte und Aneuringehalt von Pisumfriichten und -samen.
‘ Total
: aktive
Yo | o 1 2 4 8 1 2 4 8 | Stoffe
Untersuchtes Objekt ; Y/ g
Extrakt (laugebehandelt) mn
‘ Aneurin
ausge-
driickt
cem cem ccm cem ccm cem com ccm cem ¢em ¥
Halbreife Hiilsen . 9 | 16 | 19 | 27 | b2 81| 14 | 19 | 23 | 37 11
Reife Hiilsen 6 | 13| 17 | 22 | 37 | 64| 6| 14 | 18| 2% | 5
Kleine, unreife Samen| 13 | 20 | 29 89 19 | 24 | 34 . 19
Ausgewachsene Samen| 11 | 17 | 28 | 42 | 72 98 | 18 | 24 | 29 | 48 15
Frische Cotyledonen .| 14 | 24 | 32 | 55 | 85 | 100 24
Trockene Cotyledonen 9 16 25 29 49 85 11
Reife Cotyledonen,
24Stundengequollen| 12 | 17 | 21 | 27 | 53 | 84 11
Embryonen aus reifen, '
trockenen Samen 14 | 20 | 27 42 70 96 | 10 16 | 23 28 16
Embryonen aus 6 Stun-
den gequollenen
Samen 16 | 19 | 26 | 46 | 73 | 100 7 |-12 | 15| 19 16
Embryonen 24 Stunden
gequollen . 11 | 19 | 81 | 42 | 57 (=3 ccm) 16
Kontrollserien synthe-
tisches Bi 0,1 20 | 37 | 32 | 61 | 83 | 87 = 0,1 y/cem
| 20 | 87 | 61 | 81 | 89 | 85 — 0.2 y/cem
39 | 76 | 84 | 89 | 84 88 = 0,5 y/eccm
Pyrimidin 4 Thiazol .| 16 | 28 | 38 | 56 | 71 83| 42 | 60 | 81 | 98 [=0.2/eem
Ausgewachsene :
frische Samen 10 | 16 | 21 | 34 | 58 | 102 5 6 8 | 10 | 12
Reife, trockene Samen| 9 | 15 | 21 | 33 | b4 92 1 11 | 17 | 23 | 31 12
Reife Samen, 6 Stun-
den gequollen 7| 13 | 24 | 85 | 48 8| — 3 8 | 13 11
Alte Samen (vorjihrige
Ernte) 10 | 13 | 16 | 24 | 387 68 7 110 | 16 | 18 6
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Tabelle 6.
Untersuchungen verschiedener Pflanzen : Phycomycesgewichte und Aneuringehalt.
%10 l %10 r 1 2 4 8 [Total
aktive Stoffe
Organ Extrakt y/g Substanz
in Aneurin
‘ r ausgedriickt
ccm ' ccm J ccm ‘ ccm ' ccm I ccm b
. 1. Tulipa gesneriana.
Wurzeln 6 10 15 19 30 45 5
Zwiebel . 2 3 9 13 16 24 2
Stengel . 2 6 10 13 20 30 3
Blattbasis . 8 12 13 18 29 51 4
Blattspitze . . 3 10 -13 18 25 43 S
Perianthblitter . b 8 13 17 24 39 4
Antheren . 8 15 21 32 52 79 10
Fruchtknoten . i1 12 16 22 32 b7 5
Narbe . . b 10 14 20 32 45 b
Kontrollen B, 0 1 y cem 13 21 42 71 89 93
B: O 2ycem | 24 43 70 84 90 89
. Total
5/10 1 2 4 8 aktive
Spezies 5/10 1 2 4 8 ! Stoffe
(laugebehandelt) in y/g
f Aneurin
ccm I ccm | cem ccm ¢ccm | éem ccm ¢cm l ccm ccm b
2. Verschiedene andere Pflanzen.
Dryopteris filix mas 6 9] 14| 20| 3t 6 71 12| 19| 28 4
Picea excelsa, j. Triebe . 7 9| 14| 20| 84| — 4 9| 14| 19 4
Halix babylonlca 9 16 | 22| 83| 63 7 915 | 22| 381 6
Fagus silvatica, Bliitter . 9| 13| 20| 82| 57| — 2 7112 | 16 6
Corylus avellana Blatter D13} 18| 27| B8 | — | — 4 8| 15 b
Phleum pratense 10 | 13 | 20 | 30 | 57 3 b 9| 14| 21 7
Bromus erectus . . 7] 12| 16 | 23| 32 1 4| 10| 17| 23 4
Pirus malus, Blitter . 5 9] 12| 20| 28 5| — 4 8| 10 3
Rhinanthus hirsutus . . 13 | 23| 83| h9 2 4 6| 10 6
Pisum sativum, Blitter
(,Express“) 14 | 21 | 41 | 56| 90| — | 8 6| 11 | 18 13
Plsum sativum, Wurzeln
(,Express*) : 8| 11 | 18 | 31 | 59 21 3 7113 | 19 )
Medlcago sat., Blitter 12| 17 | 29 | 48 | 89 8| 10 17 | 26 | 34 10
Medicago sat., Bliiten 121 19 | 30 | 55| 86 | 11 | 14 | 18 | 26 | 42 10
Onobrychis Viciifolia . 10 | 16| 21 | 45 | 73 7 6| 11 19| 23 8
Vicia faba, Blitter 8| 16| 19| 80| BB | — | — 4 5}
Aster amellus 11T 9145 )] 81} 88 )] = | — 3 5] 8 4
Cuscuta spec., Stengel 7 8| 13| 21| 80| — 1 b 6| 12 4
Cuscuata spec., Bliiten 12 | 18 | 26 | 42 | 90 b 9| 15| 21| 30 9
Hemerocallis spec., Bl 7 914 | 19| 32| — 3 1 7 9 4
Orobanche tussﬂaglms 12 | 14 | 23 | 41 | 72 71 11| 18| 27 | 43 7
Kontrolle mit reinem Aneurin /10 310 5/10 ’ 1 2 4 8
ccm ccm cem ccm cem ccm ccm
0,2 y/cem 12 25 39 64 92 97 99
26 35 63
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Tabelle 7.

Cotyledonenlose Pisumkeime: Durchschnittswerte jeder Kultur.

Anzahl

Trocken-

7 Wit Zuchtdauer Glucose Wirkstoffe Sprosslinge il
0/, mm mg
11 38 Tage 1,6 — 25 8
18 B, 207/Glas 17 1.3
13 B, + Vit. C 34 8,1
7 Pyrimidin 20,7 8
6 Thiazol 20 7,6
20 BT 28 10
10 55 Tage 1,6 — 7,2 5,8
9 B; 20 y/Glas 16 7.9
10 Heterauxin 0,3y 8,5 4,6
16 B, + Heterauxin 9 5,5
20 —1/g Cotyled. 42 18,52
29 80 Tage 1,6 — 2 8,87
23 B; 207/Glas 40 8,7
22 Pyrimidin 42 8
22 Thiazol 44 9,2
25 P17 33 T
14 b) Tage 2 — 6 4.7
20 (Dez.—Februar) B; 57/Glas 10 5,6
23 Heterauxin 0,0005 y/Glas 10 5,6
17 Cotyledonenextrakt 6 B,5
1 Phycomycesextrakt 10 6
12 30 Tage 2,6 — 25 6,2
1 B, 10y/Glas 28 7,09
12 B, + Vit. C 17,5 5,25
12 Pyrimidin 24 6,25
11 Thiazol 31 6,25
11 P 16 5,27
8 Vitamin C 25 5,44
10 P +Vit. C 20 5,7
1 T~ Vit. C 17 5,4
8 P+T4+0 30 6,6
8 36 Tage 2 — 12 4,25
6 3 — 15 6,6
10 5 — 31 9,6
8 10 — 9 13,25
9 5 B, 10y Vs - S 7,33
8 5 B; 10y + ZnCl, 34,4 8,6
19 26 Tage 3 — 41 7
15 B, 10y 37 ¥
b Cotyled.-Extr. kalt steril.| 53 9,4
11 37 Tage 2 — 69 8,1
18 B, 10y 78 10,7
15 B, +Vit. C 70 7,5
14 Vit. C 1 mg/Glas 56,4 6,4
18 P+T 10y 70 8,6
18 P+T+HC 68 7,4

-




Tabelle 8.
Cotyledonenlose Pisumkeime : Durchschnittswerte der Kulturen.
ot | 2| e winksot e | Tmiey
/o mm mg
11 | 38 Tage 9 — 69 8,1
14 Vit. C b6 6,4
18 P ==T 70 8,6
18 P+T+C 68 74
18 B, 107 78 10,7
15 B,+C 70 7,5
11 1 — 44 5,3
11 1 B, 10y b6 5,5
11 2 — 64 6
12 2 B, 70 7
12 3 - 70 8
12 3 By 75 8,66
11 5 — b8 11,6
9 5 B, 58,3 11,2
16 34 Tage 5 ed 39 11
4 Cotyled. vor dem Quellen entfernt 24 12,26
3 Cotyledonen -+ Vit. C 38 9,7
4 Mit Tierkohle behandelt 45 10
13 Mit Tierkohle behandelt + B, | 41 12,2
11 Cotyledonenasche zugesetzt 50 11
44 65 Tage 1 - 21 6
19 B, 107 35 i
25 Vit. C 0,5 mg 38 7,8
11 45 Tage 3 — 92 23
Vit. C 1 mg 86 12
9 B, 10y 108 13
12 B,+C 86 10
8 Thiazol 97 13,75
5 Pyrimidin 102 12,8
12 P+T 96 14

(Alle diese Versuche wurden mit Erbsen der Sorte « Express» durchgefiihrt.)
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Tabelle 9.
Phycomycesgewichte (in mg) von Kulturen mit Extrakten von cotyledonenlosen
Pisumkeimlingen.
Zugefiigter Wirkstoff Extraktmenge
in der N#hrlgsung der
Pisumembryonen o | 310 | o 1 2 4 8
¢cm | ¢ccm | cem | ¢em | ¢ccm | ccm | com
- 711720 | 28 60| 74
Vit. C — | b| 9|14 | 21| 27| 30 (=6ccm)
By 13 9 | 38 | b8| 69| T8

— 7112 |16 | 20 | 25| 81| 46 (= B;—Kontr.0,1 y/ccm)
= 10 | 19 | 16 | 20 | 28| 47| 60 (= B;—XKontr. 0,2 y/ccm)

s 3| 8|14 |10 | 17| 23| 38
B, 16 | 27 | 40 | 63 | 72| 73| 80
‘ 17 | 27 | 44 | 67 | 73| 76| 81
= 29 | 66 | 67 |64 | 70| 73| 71 (=B;—Kontr.0,1 y/ccm)
== 59 | 70 | 78 | 71 | 98| 71| 67 (= B;—Kontr. 0,2 y/ccm)

— : 7T 9|14 | 17| 19| 27| 44

B, 98 | 50 | 67 | 79 | 84| 92| 94
Vit. C + B, 18 | 26 | 41 | b4 | 75| 84| 82
Pyrimidin 15|16 |'156 | 21 | 80| 48| T4
Thiazol 4 911 17| 19| 22| 25
P+T 20 | 26 | 41 |- 68| 92| 95
— 3| 5| 8| 8 22
Embr. m. Cot-Stiickchen b|10| 13 | 14| 22| 32| b1
Heteroauxin 4|1 b 8 | 17 | 17 52
B, 18 | 82 | 53 | 80 | 101|104
Heteroauxin + B, 4| 4| 7 16| 16| 22

= 3] 913 |17 20| 26| 50

Pyrimidin 7|18 |12 | 183 | 21| 30| 45
Thiazol 8|14 |15 | 19 | 27| 42| 82
P-~T 15 | 19 | 29 | 43 | 70 (100|102

B, 91 | 29 | 41 | 76 | 94|104 103

B 13 |17 | 23 | 36 | 69| 85| 93 (= B;—Kontr. 0,2 y/ccm)
s 24 | 28 | 50 | 69 | 89| 92| 97 (=P + T-Kontr.)

die letztgenannten Extrakte nach der Laugebehandlung:

— 6 11 | 14 | 16| 18] 27

Pyrimidin 6 6| 7 9| 12| 15
Thiazol 8 17 | 16| 20| 27| 48

P 21 | 84 | b9| 80| 87

B, 15 | 16 | 22| 36| b4

Embr. m. Cot.-Stiickchen b| 9| 12| 17| 22

- 97 | 38 | 68| 76 (=B, 027
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