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Ueber die pflanzliche Organkultur und ihre Anwendung
bei physiologischen Untersuchungen.
Von Ernst Burlet, Basel.

Eingegangen am 5. Mirz 1940.

Einleitung.

Die Methode der pflanzlichen Organkultur, wie sie frithere Autoren
(Kotte 1922; Robbins 1922) ausgearbeitet haben, wurde hauptsichlich
zur Beantwortung morphologischer Fragen angewendet. Die Aufgabe
der vorliegenden Arbeit bestand dagegen darin, eine fiir quantitative
stoffwechselphysiologische, speziell hormonphysiologische Untersuchun-
gen geeignete Methodik der keimfreien pflanzlichen Organkultur aus-
zuarbeiten und ihre Anwendungsmoglichkeit zur Untersuchung ver-
schiedener Probleme zu priifen. Vor allem sollte versucht werden, die
verschiedenen Teile der Pflanze einzeln zu kultivieren, um die oft sto-
rend wirkenden korrelativen Erscheinungen auszuschalten.

Wegleitend fiir die Auswahl von Material und Methode war die
Notwendigkeit der keimfreien Fliissigkeitskultur. Die Keimfreiheit ver-
hindert Gehaltsverinderungen der Kulturlésung an Nihr- und Wirk-
stoffen durch Mikroorganismen; die Fliissigkeitskultur ermoglicht eine .
gleichméssige Beriihrung des Objektes mit dem Kulturmedium sowie
die quantitative Bestimmung der Wirkungen und eventuellen Verinde-
rungen der Nihrlosung.

Teilergebnisse dieser Untersuchungen wurden in den Jahren 1936
bis 1938 zum Teil als vorldufige Mitteilungen veroffentlicht und werden
in der Folge nur kurz angedeutet. (Ernst Burlet 1936; M. Geiger-Huber
1936; M. Geiger-Huber und E. Burlet 1936; Ernst Burlet 1938.)

Methode der Organkultur.

Die Verwendung der pflanzlichen Organkultur als stoffwechsel-
physiologische Untersuchungsmethode hat zur Voraussetzung, dass zu
Beginn des physiologischen Versuches dem Experimentator bestimmte
Organe der aseptisch gewachsenen jungen Keimpflanze zur Verfiigung
stehen und dass es ihm gelingt, sie bei Abwesenheit von Mikroorganis-
men in vitro weiter zu kultivieren. Dies wiederum bedingt Verwendung
von keimfreiem Ausgangsmaterial, aseptische Arbeitsweise, geeignete
Abtrennungsmethode der Organe und schliesslich eine geeignete Kultur-
methode, um die aseptisch gewonnenen Organe am Leben zu erhalten
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und zu weiterem Wachstum zu bringen. Der fiir eine Standardmethode
einzuschlagende Arbeitsgang kann etwa folgendermassen angedeutet
werden :

Auswahl des Materials und Vorbereitung der Samen — Desinfek-
tion — Quellen der Korner — Keimung — Abtrennen der zu verwen-
denden Organe — Organkultur — (anschliessend physiologischer Ver-
such).

a) Auswahl des Materials und Vorbereitung der Kérner.

Als geeignetes Material wurde im Anschluss an die von Robbins
(1922) gemachten Erfahrungen Zea Mays gewihlt. Zea Mays besitzt
eine giinstige Korngrdsse und ldsst sich verhiltnismiissig leicht und
ohne Schaden zu nehmen desinfizieren; ferner ertragen die einzelnen
Teile der Keimpflanzen die Kultur in fliissigem Medium.

Anzustreben ist bei dem zur Verwendung gelangenden Material
eine moglichst gleichmdssige Keimung des Grossteils der Korner und
moglichst gleichmdssiges Wachstum der Versuchsobjekte. Da es mir
nicht moglich war, eine homozygote Maissorte zu erhalten, wurden mit
den gewdhnlichen Handelssorten Vorversuche angestellt; auf ihre
Eignung in dieser Hinsicht wurden untersucht : Pferdezahnmais, gelber
Elséissermais, Amerikanermais, Zuckermais und Rheintalermais. Die
letzte Sorte kam den obgenannten Anforderungen am nichsten, jedoch
liess die Gleichméissigkeit des Materials trotz Auswahl nach Einzel-
gewicht und dusserem Aussehen so lange zu wiinschen iibrig, bis es
moglich war, ganze Maiskolben zu erhalten und daher fiir einen Ver-
such jeweils nur Korner des gleichen Kolbens zu verwenden. Nach Ent-
fernen der extrem grossen und extrem kleinen K6rner an den Kolben-
enden konnte dann zuverlissig mit 30—40 gleichzeitig keimenden
Kornern gerechnet werden. Dieses Ergebnis ist fiir ein gleichmissiges
Wachstum beispielsweise der Wurzel von grosser Bedeutung, denn nur
bei ungefdhr gleicher Gesamtlinge der verschiedenen Wurzeln vor der
Abtrennung kann spiter ein gleichmissiges Wachstum der abgetrenn-
ten Teile erzielt werden. |

Das durchschnittliche Lufttrockengewicht des einzelnen Kornes
war zur Zeit der Verwendung 0,3 g, sein Wassergehalt betrug ca. 8%
Angaben iiber die Wasseraufnahme finden sich auf S. 521.

b) Desinfektion.

Als hauptsiéchlich infizierte Stelle des Kornes wurde der « Frucht-
stiel », d. h. die Verwachsungsstelle von Korn und Kolben erkannt. Um
die dort sitzenden Keime durch chemische Desinfektion unschidlich zu
machen, miisste so stark desinfiziert werden, dass dadurch das normale
Wachstum geschiidigt wird. Friihere Autoren (Schander, 1934) haben
diesen Infektionsherd durch Ausbohren mit zahnérztlichen Instrumenten
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beseitigt. Dies war in meinem Falle technisch nicht moglich; es stellt
ausserdem eine sehr zeitraubende Arbeit dar, wenn man bedenkt, dass
fiir einen Durchschnittsversuch mit ca. 100 Wurzeln 400 Korner vor-
‘bereitet werden miissen. Die Anwachsstellen wurden deshalb mit gutem
Erfolg iiber einem Mikrobrenner angebrannt, wodurch die normale
Keimung in keiner Weise beeinflusst wird. Nach diesem Anbrennen
erfolgt eine griindliche mechanische Reinigung; die Kérner werden erst
in Brunnenwasser etwa fiinf Minuten lang gespiilt und dann in einer
zylindrischen Flasche mit Seifenwasser fiinf Minuten lang stark ge-
schiittelt und gebiirstet. Nach nochmaligem, eine Viertelstunde dauern-
dem Spiilen mit Brunnenwasser werden die Korner eine Sekunde lang
in siedendes Wasser gebracht; dadurch erfolgt eine moglichst gleich-
miissige Benetzung der ganzen Oberfliche und dementsprechend eine
gleichmissige Einwirkung des Desinfektionsmittels.

Die Desinfektion wurde mit Bromwasser durchgefiihrt, das in einer
Konzentration 1/500 eine halbe Stunde lang einwirkte. Vorversuche
wurden ausserdem mit Wasserstoffperoxyd, Chlorkalk und « Uspulun »
(Quecksilberpriparat) durchgefiihrt. Bromwasser, das dank seinen giin-
stigen Eigenschaften schon von Polowzow (1901) zur Desinfektion von
Samen verwendet wurde, hat sich weitaus am besten bew&hrt; die
stindig entstehenden Bromdimpfe stellen einerseits ein sehr starkes
Desinfiziens dar und koénnen anderseits durch einen Luftstrom (siehe
unten) praktisch vollstindig vertrieben werden. Nach erfolgter Desin-
fektion werden die Korner viermal in geeigneter Weise (s. S. 523 oben)
mit sterilem Wasser abgespiilt, um Spuren eventuell entstandener Brom-
verbindungen zu entfernen.

c) Das Quellen der Korner.

Um den Quellungsgrad der Maiskorner festzustellen, wurden sie
alle 2—4 Stunden gewogen, nachdem vorher das anhaftende Wasser
durch Zentrifugieren entfernt worden war. Wie die Kurve in Abb. 1
zeigt, ist die Wasseraufnahme bei den verwendeten Maiskdrnern nach
80—40 Stunden zum grossten Teil beendet, d. h. sie betrégt in diesem
Zeitpunkt etwa 80 % der maximalen Wasseraufnahme, was etwa 40 %
des Lufttrockengewichtes entspricht. Die maximale Quellung wird in
stehendem Wasser (Temperatur 16—18° C) in etwa 100 Stunden er-
reicht, doch keimen die Korner unter diesen Umstinden nicht, selbst
wenn der Versuch bis zu 200 Stunden fortgesetzt wird.

Wenn dagegen durch das die Korner enthaltende Wasser stéindig
ein schwacher Luftstrom perlt, so tritt nach etwa 60 Stunden Keimung
auf, und die Wasseraufnahme des Kornes geht ohne Unterbruch iiber
in die Wasseraufnahme der Keimpflanze. Dieses Verhalten kann wohl
einerseits mit einer Verbesserung der Atmung durch Zufuhr von Sauer-
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stoff erkldrt werden, anderseits mit dem stindigen Abtransport der
Atmungskohlensdure, die ja, wie Geiger (1928) feststellte, auf die
Keimungsvorgénge schidlich wirken kann. Aus diesem Grunde wurde
der Luftstrom, der nach erfolgter Desinfektion die letzten Reste Brom
vertreiben soll, wihrend der ganzen Dauer der Quellung durch das die
Korner umgebende Wasser geschickt.
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Abbildung 1.
Quellung von Maiskdrnern.

Ordinate : Wasseraufnahme in % des Lufttrockengewichtes bei einer Temperatur
von 16—18° C und bei stindiger Durchliiftung.
Abszisse : Zeit in Stunden.

(Diskussion der Kurve auf Seite 521.)

Die Notwendigkeit stindiger Durchliiftung fiihrte zur Konstruktion
einer in Abbildung 2 dargestellten Apparatur, welche die Durchfiihrung
von Desinfektion, Spiilen und Quellen in einem Arbeitsgang und unter
aseptischen Bedingungen gestattet. Diese Apparatur und ihre Anwen-
dung sollen im folgenden erldutert werden, unter Angabe der aufein-
anderfolgenden notwendigen Manipulationen.

Nach vorausgegangener griindlicher Reinigung wird Kolben K mit
Brunnenwasser gefiillt und Quetschhahn 3 wird geschlossen; dann wird
die ganze Apparatur an drei aufeinanderfolgenden Tagen im Dampftopf
wihrend einer halben Stunde desinfiziert. Bei geschlossenen Quetsch-
hihnen 2 und 3 werden die vorbehandelten Korner (Anbrennen des
Fruchtstieles, mechanische Reinigung, s. S. 521) in das Quellungsrohr Q
gebracht; gleichzeitig wird Q bis zur Bedeckung aller Korner mit Brom-
wasser 1/500 angefiillt und mit dem Wattezapfen W 2 verschlossen.
Nach einer halben Stunde wird durch Oeffnen der Quetschhihne 2
und 3 das Desinfektionsmittel abgelassen. Bei geschlossenem Quetsch-
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habn 3 und geotffneten Hdhnen 1 .und 2 wird durch den Luftstrom L,
der in W 1 keimfrei wird, ungefihr ein Viertel des im Kolben K ent-
haltenen sterilen Wassers in das Quellungsrohr Q gedriickt und dann
durch Schliessen von Quetschhahn 1 und Oeffnen von Quetschhahn 3
wieder abgelassen. Das Auswaschen der desinfizierten MaiskOrner mit
sterilem Wasser wird mindestens dreimal wiederholt. Der zur Bedeckung
aller Korner notwendige letzte Rest des Wassers aus Kolben K bleibt
im Rohr Q zuriick, um die Quellung der Korner zu ermoglichen. Die
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Abbildung 2.
Quellungsapparatur ca. ¥ nat. Grosse.
K = Rundkolben (ca. 1000 cc); Q= %

Quellungsrohr; Wy + Wa = Wattefilter: Q

L = Luftstrom; 1, 2, 3 = Quetschhihne;

G = Gummistopfen; mit punktierten
Linien begrenzt — Gummischlduche.
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ganze Apparatur bleibt an der Wasserstrahldruckpumpe angeschlossen
und wird aus friither erwidhnten Griinden (s. Seite 522 oben) 30 bis
40 Stunden lang mit einem sterilen Luftstrom beschickt. Somit entsteht
im Innern des Quellungsrohres ( ein schwacher Ueberdruck, welcher als
zusitzliche Sicherung eine eventuelle Infektion durch das Wattefilter
wihrend der Quellungsdauer praktisch ausschliesst.

.d) Keimung.

Zur Keimung werden die desinfizierten und gequollenen Maiskdrner
in trocken sterilisierte Deckeldosen ausgesidt und mit soviel sterilisier-
tem Agar-Agar iibergossen, dass die ganze Bodenfliiche der Deckeldose
mit einer ungefihr 2 mm dicken Agarschicht bedeckt ist, in welcher die
Korner nach dem Erkalten festgehalten werden, so dass die Dosen je
nach Bedarf aufrecht oder invers gestellt werden konnen. Ferner er-
zeugt die Agarschicht eine fiir die Keimung geniigend feuchte Atmo-
sphire in den Dosen. Es ist wichtig, dass die Temperatur des fliissigen
Agars knapp iiber dem Erstarrungspunkte liegt, denn nur dann bleiben
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die Korner ungeschidigt; ausserdem wird auch die Gefahr einer In-
fektion durch Einstromen von keimhaltiger Luft der Atmosphire in das
Innere der erkaltenden Deckeldose auf ein Minimum reduziert.

Ueberall da, wo es sich um aseptisches Arbeiten handelte, wurden
die fiir mikrobiologische Untersuchungen allgemein geltenden Vor-
schriften befolgt (z. B. Heim, 1918; Kiister, 1921; Janke-Zikes, 1928).
Die eben erwihnten Manipulationen wurden zudem in einem selbst-
gebauten Impfkasten (s. Abb. 5) vorgenommen, der folgendermassen
konstruiert ist : Boden und Seitenwinde sind aus Sperrholz, Vorder-
wand, Riickwand und Decke aus Glas. Die Seitenwinde weisen je eine
runde Oeffnung von 10 em Durchmesser auf, die mit einem 10 cm lan-
gen Gummistutzen versehen ist. Dieser Gummistutzen, der das Ein-
dringen von Keimen wihrend der Arbeit erschwert, ermoglicht auch das
genaue Kinpassen von hélzernen Deckeln, die den Impfkasten nach
aussen abschliessen. Der Boden ist versenkbar und ebenfalls mit einer
Dichtung aus Gummi versehen. Bei Nichtgebrauch steht im Kasten
stindig eine Schale mit Formaldehyd zur Desinfektion des Innenraumes.
Die Formaldehyddimpfe werden vor Gebrauch des Kastens durch Am-
moniak unschidlich gemacht.

Nach Erstarren des Agars werden die Deckeldosen in einem dun-
keln Raume bei Zimmertemperatur aufgestellt, und zwar die fiir Wurzel-
kulturen bestimmten umgedreht und die fiir Spross- und Mesokotyl-
kulturen bestimmten aufrecht. Dadurch wird es moglich, dass die jeweils
zum Versuch bendtigten Organe trotz ihrer verschiedenen geotropischen
Reaktion immer von der Agarschicht weg in den Luftraum der Dose
hineinwachsen.

e) Abtrennen der Organe.

Die aseptische Entnahme der verschiedenen Teile der Keimpflanze
verlangt grosste Vorsicht, da bei dieser Manipulation die Gefahr einer
Infektion besonders gross ist. Anfiinglich wurden die Organe entspre-
chend den Angaben fritherer Autoren (Kotte, 1922; Robbins, 1923;
White 1932) mit Schere oder Skalpell abgetrennt. Bald zeigte sich
jedoch, dass Abbremnen mit einem glithenden Platindraht ein geeig-
neteres Verfahren darstellt, und zwar sowohl im Hinblick auf einfache
Handhabung und einwandfrei aseptisches Arbeiten, als auch auf ein
gleichmissiges Wachstum; es wurde nimlich 6fters beobachtet, dass
abgebrannte Wurzelstiicke besser und gleichmissiger wuchsen als ab-
geschnittene. Zum Abbrennen der zu kultivierenden- Organe hat sich
der in Abb. 3 wiedergegebene, selbst konstruierte Thermokauter be-
wihrt. Bei Vergleich mit der am Thermokauter markierten Strecke V
ist es moglich, alle zur Verwendung kommenden Teile der Keimpflanze
in mebr oder weniger gleicher Liinge abzutrennen.
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Das Abbrennen geschieht im Impfkasten; vorher werden Arbeits-
platz und H#nde mit « Zephirol » desinfiziert und die Instrumente ab-
geflammt. Die Deckeldosen, welche die zu verwendenden Keimpflanzen
enthalten, werden unmittelbar vor Gebrauch im Impfkasten aufgestellt.
Mit der rechten Hand wird der Deckel der Dose so hoch gehoben, dass
das in Aussicht genommene Korn mit einer abgeflammten Nadel auf-
gespiesst und aus der Dose entfernt werden kann. Mit der linken Hand,
die die Nadel mit dem Korn hilt, wird jetzt der bereits vorher ausser-

Abbildung 3.

Thermokauter.
Voieh Verglewhsqtrecke K =: Kupferdrihte; P = Platindraht;
U = Stromunterbrecher; S = Stromzufuhr.

halb des Impfkastens abgeflammte Wattezapfen des Kulturgefésses ent-
fernt, das Kulturobjekt wird iiber der Oeffnung des Kulturgefisses
abgebrannt und fillt direkt in die sterile Nihrlosung; es kommt also
bei dieser Methode nur mit dem glithenden, daher stets kelmfrelen Draht
in Beriihrung (siehe Abb. 4).

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende, in Abb. 5 schematisch
dargestellten Teile der Keimpflanze abgetrennt und kultiviert.

Wurzel: Wenn die Keimwurzel eine Gesamtlinge von ungefihr

20 mm erreicht hat, was je nach Alter des Kornes und Keimungstempe-
ratur 3—>5 Tage braucht, werden durchschnittlich 15 mm lange Stiicke
abgetrennt. Die Anfangslinge von 15 mm wurde aus folgenden Er-
wigungen heraus gewihlt. Nach Went und Kostytschew (1931) ist die
Linge der Wachstumszone Weltgehend fiir die Wachstumsgeschwindig-
keit verantwortlich. Daher miissen in allen Kulturen eines Versuches
zu Beginn gleich lange Teile der Wachstumszone enthalten sein; dies
ist technisch nur moglich durch Erfassen der ganzen Wachstumszone.
Bei der Wahl von 15 mm langen Wurzelstiicken entfillt etwa ein Drittel
bis die Hilfte dieser Linge auf Dauergewebe, also ist sicher die ganze
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Wachstumszone enthalten. Kleine Lingenunterschiede zwischen den
einzelnen Kulturobjekten stellen hochstens geringfiigige Unterschiede
in der Menge des vorhandenen Dauergewebes dar und wirken nicht
storend. Die Wahl von 15 mm langen Wurzelstiicken steht im Gegen-
satz zu den Arbeiten friiherer Autoren (Kotte, 1922; Robbins, 1922;
White, 1932), die von andern Fragestellungen (z. B. Regenerations-
problemen) ausgehend, nur bis 5 mm lange Stiicke verwendet haben.

Abbildung 4.

Arbeitsweise bei aseptischer Entnahme von Kulturobjekten im Impfkasten.
(Erklidrung auf Seite 525.)

Spross: Wenn der Keimspross (Mesokotyl plus Koleoptile) eine
Lénge von ungefihr 30 mm erreicht hat, was bei- den gewiihlten Ver-
suchsbedingungen nach 4—6 Tagen der Fall ist, werden die zu kulti-
vierenden Sprossteile etwa 2 mm unterhalb des Sprossvegetations-
punktes abgetrennt. ’

Mesokotyl (nach Boyd and Avery [1936] = das erste Spross-
glied) : Erfolgt die Keimung im Dunkeln bei Zimmertemperatur, so
erreicht das Mesokotyl nach 5—8 Tagen eine Linge von ungefihr
50 mm; davon werden Teile von 12—15 mm Linge abgetrennt und zur
Kultur verwendet.
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f) Organkultur.

Zur Kultur wurden ausschliesslich Gefiisse aus Jenaglas verwendet,
die jeweils vor Gebrauch eingehend chemisch gereinigt wurden, mit
besonderer Beriicksichtigung der biologischen Anforderungen. Nach
vorausgegangenem Spiilen mit Brunnenwasser folgte Einlegen in heisse
Chromschwefelsdure (% heissgesittigte Kaliumbichromatlosung plus
konzentrierte Schwefelsiure), nachher viermaliges Spiilen mit Brunnen-

KOLEOPTILE

BLATTER
VEGETATIONSPUNKT
GEFRSSBUNDEL

KEMSPROSS -

MESOKOTYL

(LLINTER -
NQDIUM)

SCUTELLUM

KEIMWURZEL A

VEGETATIONSPUNKT

Abbildung 5.
Keimpflanze von Zea Mays.
(Schematisch dargestellt nach Handschnitten.)

wasser und endlich Ausdimpfen wihrend 5—10 Minuten. Das Beschik-
ken mit stromendem Dampf geschieht in der Absicht, den am Glase
haftenden Film von Chromverbindungen zu zerstéren; durch das sich
niederschlagende Wasser wird das Gefiss mit frischdestilliertem Wasser
ausgespiilt. Sofort nach dem Ausdidmpfen werden die Gefdsse mit Néhr-
losung gefiillt, mit einem gut sitzenden Wattepfropfen verschlossen und
an drei aufeinanderfolgenden Tagen im Dampftopf wihrend je einer
halben Stunde sterilisiert.
Fiir die Wahl der Form der zu verwendenden Kulturgefiisse waren
folgende Gesichtspunkte bestimmend :
1. Die Kulturen miissen wihrend der ganzen Versuchsdauer ruhig
stehen, doch miissen die Kulturobjekte auch stindig beobachtet
und gemessen werden konnen.
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2. Um den notwendigen Gasaustausch zu ermdglichen, dari, wie Vor-
versuche zeigten, die Kulturfliissigkeit hochstens eine Schicht von
10 mm {iber dem Versuchsobjekt bilden.
3. Form und Grosse der Kulturgefiisse miissen handlich sein und
eine rationelle Arbeitsweise ermoglichen.
Spezielle Angaben tiber die gewihlten Kulturgefisse finden sich in
der Beschreibung der Kultur der einzelnen Organe (siehe S. 530 oben).
Als Kulturmedium wurde eine von Robbins modifizierte Pfeffersche
Nihrlosung verwendet; sie enthiilt in 6000 cc destilliertem Wasser :
2 g Ca(NO;),, 0,5 g KH,PO,, 0,5 g KNO;, 0,5 g MgS0,, 0,25 ¢ KCl und
0,005 g FeCl;. Als einziger organischer Nihrstoff wurde reine, wasser-

Abbildung 6.

Kultur von Maiswurzeln in liegenden

Reagenzglisern mit aufgebogenem

Halse, die auf Millimeterpapier stehen.

Links : Wurzel in Pfefferscher Nihr-
losung + 1 % Glukose nach acht
Tagen Organkultur.

Mitte : Wurzel in gleicher Nihrlosung
wie links; nach zwei Tagen er-
folgte Zugabe einer fordernden
Wuchsstoffkonzentration. Kultur-
dauer : acht Tage.

Rechts: Gleiche Bedingungen wie
Mitte, aber Zugabe einer hemmen-
den Wuchsstoffkonzentration.

freie Glukose (Glycosum purissimum anhydricum Siegfried P.H.V.)
zugesetzt. Vor Einfiillen in die Kulturgefisse wurde die Nihrlosung
einmal gekocht.

Die Reaktion der obgenannten Losung war zu Beginn des Ver-
suches pH 4,7; in der gewihlten Versuchsdauer von im allgemeinen
vierzehn Tagen verdinderte sich der Wert der Nahrlosung okne lebendes
Organ in alkalischer Richtung und stieg auf pH 5,3. Dagegen stieg der
Wert in einem Gefiss, das beispielsweise eine Wurzel enthielt, in vier-
zehn Tagen, d. h. wihrend die Wurzel von etwa 15 aui etwa 45 mm
Lénge auswuchs, auf pH 6,5. Fiir diese Verinderung ist wohl die un-
gleiche Aufnahme von Anionen und Kationen durch das wachsende
Organ verantwortlich zu machen. Die einzelnen Teile der Keimpflanze
wurden wie folgt kultiviert :

Wurzelkultur :  Anfinglich wurden grosse Kolben mit flachem
Boden verwendet, wobei die darin enthaltenen Wurzeln (bis zu 10 Stiick)
durch Anlegen eines glisernen MaBstabes an den Kolbenboden gemessen
wurden. Ausser den individuellen Unterschieden im Wachstum der zu
vergleichenden Wurzeln — hauptsidchlich bedingt durch verschiedenen
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Entwicklungszustand und verschiedene Anfangslinge — zeigte sich
wiederholt die Erscheinung, dass in Kulturgefissen mit mehreren Wur-
zeln zwei nahe beieinanderliegende ein stark verschiedenes Wachstum
aufweisen; die eine wuchs normal, oft iiberdurchschnittlich stark, das
Wachstum der andern dagegen schien stark gehemmt. Diese Beob-
achtung wurde nicht weiterverfolgt, fithrte aber mit dazu, ausschliess-
lich mit Einzelkulturen zu arbeiten.

Fiir die getrennte Kultur einzelner Wurzeln wurden anféinglich
Erlenmeyerkdlbchen verwendet, die auf Glasplatten standen und somit
Beobachtung und Messung ohne Verschieben der Gefédsse gestatteten.
Eine genaue Messung wurde jedoch infolge von Brechungserscheinun-

Abbildung 7.

Kultur von Maissprossen in Reagenzglisern.
Alter der Pflanzen : 4 Wochen.
Kulturbedingungen :

Ptfeffersche Nihrlosung + 2% Glukose; ca. 18° C.

34
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gen sehr erschwert. Ferner konnten die Wurzeln, nachdem sie eine
Linge von ungefihr 40 mm erreicht hatten, der auftretenden Kriim-
mungen wegen im allgemeinen nicht liinger als etwa 7 Tage beobachtet
werden. Erst die Verwendung von liegenden Reagenzglisern mit auf-
gebogenem Halse gestattete, alle obgenannten Schwierigkeiten zu ver-
meiden. Die Reagenzgliser werden durch eine Wischeklammer gehalten
und stehen auf Millimeterpapier (s. Abb. 6); diese Anordnung ermog-
licht stindige Beobachtung der Kulturen, ohne dieselben zu bewegen,
und Messung der Wurzeln auf dem Millimeterpapier. Die Hohe der
Flussigkeitsschicht betriigt bei Verwendung von 18 > 180 mm Reagenz-
gldsern, die 20 cc Néhrlosung enthalten, iiberall etwa 10 mm, bei 10 cc
Nihrlosung etwa 7 mm. Die Kultur der isolierten Wurzeln erfolgte bei
Dunkelheit in einem Kellerraum bei 18—22° C; die Temperaturschwan-
kungen wihrend eines Versuches betrugen etwa %—1°C. Die Messun-
gen und Beobachtungen erfolgten beim Lichte einer schwachen elek-
trischen Lampe. :

Wurden die Kulturen einige Zeit am Tageslicht stehengelassen, so
farbten sich die Wurzeln rot.

Sprosskultur : Fiir die Sprosskulturen wurden Reagenzgliser, ge-
legentlich auch lingere Kulturréhren, verwendet. Die Gliser werden zu
Beginn der Kultur schrig gestellt, und das untere Ende wird verdun-
kelt. Diese Massnahmen ermdglichen dem abgetrennten, insgesamt etwa
6—10 mm langen, obersten SproBstiick, das auf der Oberfliche der
Kulturlésung schwimmt, der Wand des Reagenzglases nach emporzu-
wachsen; Spross und Wurzel orientieren sich dabei phototropisch
normal, entsprechend dem verdunkelten Ende des (lases. Nach einer
Woche sind die Pflanzen so weit ausgewachsen, dass sie bei Bewegun-
gen der Kulturglidser nicht mehr umkippen konnen. Die Gliser diirfen
jetzt aufrecht gestellt werden, ihre untere Hilfte bleibt mit schwarzem
Tuch oder Papier umbhiillt. '

Mesokotylkultur : Die Mesokotylstiicke wurden in kleinen Erlen-
meyerkélbchen von 100 cc Inhalt oder in liegenden Reagenzglisern bei
Dunkelheit und ungefiihr 18° C kultiviert. ‘

Beispiele fiir die Anwendung der Organkultur bei physiologischen
Untersuchungen.

I. Wachstum der Wurzel in Organkultur.

Die in Organkultur geziichtete Wurzel zeigt im Wachstum weder
makroskopisch noch mikroskopisch sichtbare Unterschiede gegeniiber
einem in Erde gewachsenen Exemplar. Das Ldngenwachstum verliuft
wihrend der Versuchsdauer von durchschnittlich 8—14 Tagen, wie sie
bei der vorliegenden Arbeit gew#hlt wurde, gleichmdssig. Tagliche Mes-
sungen ergeben eine Wachstumskurve, wie sie z. B. in Abbildung 8
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wiedergegeben ist. Trockengewichtsbestimmungen ergaben eine weit-
gehende Uebereinstimmung mit den Lingenmessungen; wihrend der ge-
wihiten Versuchsdauer, also vor Auftreten von Seitenwurzeln, betrug
das Trockengewicht 100—120 y pro mm Wurzel.*

Zur Beobachtung der weiteren Entwicklung wurden die Wurzeln
verschiedentlich wihrend einer lingern Zeit in Organkultur gehalten.
Unter geeigneten Bedingungen (Verabreichung einer geniigenden Menge
Glukose durch Verwendung von grossen Kolben mit flachem Boden,

o mmiuwa S,

oo

1 I T 5 6 7 8 Tage
: Abbildung 8.
Durchschnittlicher tdglicher Zuwachs von 5 Maiswurzeln in keim-
freier Organkultur (Pfeffersche Ndhrlosung + 1% Glukose; Dunkel-
heit; 18° C).

die bei 10 mm Ho6he der Fliissigkeitsschicht mit 100 cc Nihrldsung ver-
sehen werden konnen) wuchsen die Wurzeln weiter bis zu einer maxi-
malen Linge von 30—40 cm und bildeten auch viele Seitenwurzeln. In
einem speziellen Falle wurden an einer Wurzel nach 150 Tagen Organ-
kultur 391 Seitenwurzeln I.—VIL. Ordnung festgestellt; die Wurzel hatte
eine Linge von 21 em erreicht.

Die geotropische Empfindlichkeit bleibt in der Organkultur erhal-
ten; zu ihrer Feststellung wurden die Wurzeln aus der Organkultur in
einen feuchten Raum gebracht, wo sie schon nach wenigen Stunden
positiv geotropisch reagierten.

Die Tatsache, dass Wachstum und geotropische Empfmdhchke1t
der Wurzel in Organkultur weitgehend der normalen, am Korn und in
Erde ausgewachsenen Wurzel entsprechen, ldsst die gew'zihlten Kultur-
bedingungen als giinstig erscheinen. :

Der Glukoseverbrauch der Wurzel in Organkultur ist gering. Zum
Beispiel zeigte in 10 ce Pfefferscher Nihrldsung mit einem anfinglichen

11y =105 g.
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Glukosegehalt von 1 % eine Wurzel von 20 mm Anfangsiinge in 15 Ta-
gen einen Zuwachs von 35 mm; die Zuckerkonzentration betrug nach
dem Versuche und unter Beriicksichtigung der Verdunstung noch
0,87 % (titriert mit Fehlingscher Losung !). Der Zuckerverbrauch der
Wurzel fiir die Atmung und fiir die Bildung von etwa 3,5 mg Trocken-
substanz betrug demnach 13 mg. Daraus errechnet sich fiir den dkono-
mischen Koeffizienten, d. h. das Verhiltnis zwischen gebildeter Trocken-
substanz und verbrauchter organischer Nahrung (Benecke-Jost, 1924,
I, 8. 324 ft.) der Wert 0,27. Nach Kostytschew (1926; S. 230) wurde der
hochste 6konomische Koeffizient bei Pilzen erreicht; er betrigt unter
optimalen Kulturbedingungen bei Zuckerernihrung 0,33. Auch dieser
Vergleich spricht fiir die Eignung der in vorliegender Arbeit angewen-
deten Kulturmethode.

Il. Einfluss verschiedener Zuckerkonzentrationen auf das Lédngenwachstum
der Wurzel.

Aseptisch entnommene Keimwurzeln wurden in Kulturgefisse ge-
bracht, welche Pfeffersche Nahrlosung und verschiedene Zuckerkonzen-
trationen enthielten. Um das Maximum und das Minimum der wirksamen
Glukosekonzentration zu erfassen, wurden neben einer glukosefreien
Versuchsserie acht, in Dreierpotenzen abgestufte Zuckerkonzentrationen
zwischen “/s1 % und 27 % (0,00068 molar, resp. 1,485 molar) gewihlt.
In der Niéhrlosung mit einem Zuckergehalt von 27 % starben die Wur-
zeln kurz nach dem Einbringen ab; die ungiinstigen osmotischen Ver-
héltnisse in dieser Kulturfliissigkeit lassen dies zum vornherein erwarten.
Bei allen andern Glukosekonzentrationen zeigte sich dagegen deutliches
Wachstum, dessen Grosse an einem Beispiel in Abbildung 9 dargestellt
ist. Die Kurve hat den Charakter einer ausgesprochenen Optimumkurve;
das Wachstumsoptimum liegt bei der Glukosekonzentration 3 %. (Da
die Wurzeln in der optimalen Glukosekonzentration oft schon in den
ersten Tagen starke Kriimmungen aufwiesen, wurden spiter bei den
Hormonversuchen mit einer Glukosekonzentration die Werte 1 % resp.
2 % gewihlt, bei denen der Grossteil der Wurzeln mehr oder weniger
gerade und darum messbar bleibt.)

Die Glukosekonzentration von 3 % zeigt auch bei mehr als 6 Tage
dauernder Kultur optimale Wirkung; das Optimum verschiebt sich also
nicht nach andern Werten, was wohl mit dem geringen Zuckerverbrauch
der Wurzel zusammenhingt. Der Verlauf der Kurve zeigt ferner, in
Uebereinstimmung mit dem Ergebnis der Glukosebestimmung (s. oben),
dass noch sehr niedrige Zuckerkonzentrationen das Wachstum der
Wurzel fordern. Ein geringes Wachstum erfolgt — wenigstens eine
Zeitlang — auch in zuckerfreier Nihrlosung; es ist offenbar mit den In
der Wurzel selbst noch vorhandenen Nihrstoffen zu erkliren.



<. b33 ==

lll. Einfluss verschiedener Wuchsstoffkonzentrationen auf das Langen-
' wachstum der Wurzel.

Die hier an besondern Beispielen dargestellten Resultate dienen
zur Bestitigung und Erginzung der bereits frilher gemachten Angaben
(s. Geiger-Huber und Burlet, 1936).

Anfinglich wurde der Kulturlosung vor Beginn des Versuches eine
bestimmte Wuchsstoffkonzentration zugesetzt. Durch tiglich vorgenom-

2

3 mm Zuwachs

s
l’ L
3k
2}
1}
T . =
« A g re 4 Py r ’
Y Y3 B % 1 3 9 23 % Glukose
0,00068 1,45 molar
Abbildung 9.

Durchschnittlicher Zuwachs von je 6—10 Maiswurzeln in keimfreier Organ-
kultur in Abhiingigkeit von der Glukosekonzentration nach 2 (——a——)
und nach 6 (——o——) Tagen.

Ordinate : Zuwachs in mm.
Abszisse : logarithmische Darstellung der Glukosekonzentration.

mene Messungen erfolgte Vergleich der in wuchsstoffhaltigen Losungen
gewachsenen Wurzeln mit einer entsprechenden Anzahl zu gleicher Zeit
in wuchsstofffreien Losungen gewachsenen Exemplaren.

Selbst wenn Durchschnittswerte aus etwa 15 Messungen genommen
werden, treten immer noch deutliche individuelle Unterschiede im
Wachstum der einzelnen Versuchsserien auf. Diese Unterschiede be-
ruben hauptsédchlich darauf, dass einzelne Wurzein einen geringen,
andere dagegen einen sehr grossen Zuwachs aufweisen. Deshalb wurde
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spéter die Tatsache ausgeniitzt, dass der Zuwachs der Wurzeln in den
ersten 8—14 Tagen der Kultur gleich bleibt (s. Abb. 8); der Zuwachs
der Wurzeln in den ersten zwei bis vier Tagen vor Wuchsstoffzugabe
wurde verglichen mit dem spitern Zuwachs nach Zugabe von Wuchs-
stoff. Auf diese Weise war es moglich, die individuellen Schwankungen
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Abbildung 10,
Verinderung des tiglichen Zuwachses von je 10 Maiswurzeln
in Organkultur durch Zusatz einer férdernden (——j) resp.
hemmenden (------- ) Wuchsstoffkonzentration in den ersten
tiinf Tagen nach der Wuchsstoffzugabe, verglichen mit unbe-
handelten (——) Kontrollexemplaren.

im Zuwachs enger zu halten, indem vor dem Zusatz von Wuchsstoff alle
jene Wurzeln eliminiert wurden, die krumm gewachsen waren oder
extreme Zuwachswerte aufgewiesen hatten (s. a. Geiger-Huber und
Burlet, 1936). Der Vorteil dieser Versuchsanordnung besteht erstens
darin, dass die Mittelwerte fiir den Zuwachs eine geringere Streuung
aufweisen und zweitens darin, dass der Zuwachs an den gleichen Wur-
zeln vor und nach der Wuchsstoffzugabe verglichen wird und nicht,
wie dies frither geschah, der Zuwachs der behandelten Wurzeln mit dem
Zuwachs einer parallelen wuchsstofffreien Versuchsserie. Um jedoch
eine doppelte Kontrolle zu haben, wurde die parallele wuchsstofffreie
Kontrollserie bei allen Versuchen beibehalten.

Die Zugabe der sterilisierten Wuchsstofflosung erfolgte mit trocken-
sterilisierten (1—2 Stunden 150° C) Pipetten ohne Bewegen der Kultur-
gefisse. Bei dem verwendeten Wuchsstoff handelte es sich um synthe-
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tische, kristallisierte g-Indolylessigsdure der Firma F. Hoffmann-La
Roche in Basel. Nach der Wuchsstoffzugabe wurde durch leichtes ein-
seitiges Heben und Senken des Brettes, auf dem die Kulturgefisse
standen, die Kulturfliissigkeit moglichst gleichmissig mit der Wuchs-
stofflosung vermischt.

"
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v Abbildung 11.
Durchschnittlicher Zuwachs von 6 Wurzeln von Zea Mays in Nihr-
losungen mit verschiedenen Glukosekonzentrationen (x = 9 %;
0 =1%;a =1%9%), zwei Tage vor und zwei Tage nach Zusatz
verschiedener Heteroauxinlésungen. Forderung und Hemmung sind
berechnet nach—ZHZI)ZO -100 = % Wirkung; Z0O = Zuwachs ohne,
ZH = Zuwachs mit Heteroauxin,

Ordinate : Forderung resp. Hemmung in %.
Abszisse : Molare IL.osung des Wuchsstoffes in der Kulturlosung.
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Ein Beispiel fiir die Wirkung der Wuchsstoffzugabe ist in Abbil-
dung 10 dargestelit (s. a. Geiger-Huber und Burlet, 1936, S. 242). Das
Wachstum der unbehandelten Wurzeln verlduft hier wihrend 7 Tagen
gleichmissig; erfolgt jedoch nach 2 Tagen Zugabe von Wuchsstoff-
16sungen, die in einem Falle im Kulturmedium eine wachstumhemmende,
im andern Falle eine wachstumférdernde Wuchsstoffkonzentration er-
zeugen, so zeigen die Wurzeln sehr bald eine entsprechende Reaktion;

Abbildung 12.
Maispflanzen aus keimfreier Organkultur.

Links : oberstes Sprofstiick der Keimpflanze zu
Beginn der Kultur.

Rechts : Maispflanze nach vierzehntigiger Kultur
in Nihrlosung mit wachstumforderndem Wuchs-
stoffzusatz; Heteroauxinkonzentration in der
Nihrlosung = 2,86 X 10—8 molar.

Mitte : Kontrollpflanze nach vierzehntigiger Kul-
tur in wuchsstofffreier Nihrlosung.

in einer ungefidhr 3 > 10—° molaren Losung verringerte sich der tidgliche
Zuwachs bis auf 20 % des Wertes in wuchsstofffreier Losung, wihrend
sich in einer ungefiihr 3 > 10~'* moelaren Losung der Wert des tig-
lichen Zuwachses um 100 % oder mehr vergriossert.

Im folgenden Beispiel ist der Einfluss werschiedener Wuchsstoff-
konzentrationen auf das Lingenwachstum von Wurzeln dargestellt, die
zudem in einer Nahrlosung mit wverschiedenen Glukosekonzentrationen
wachsen; die verwendeten Nihrlosungen enthielten /s %, 1 % und 9 %
Glukose. Obwohl aus Abbildung 9 hervorgeht, dass das Wurzelwachstum
in Nihrlosungen mit den Zuckerkonzentrationen */» % und auch 9 %
erheblich geringer ist als bei 1 %, so zeigt doch die Abbildung 11, dass
schwache Wuchsstoffgaben in allen Fillen fordernd auf das Wurzel-
wachstum wirken; starke Wuchsstoffgaben bewirken Wachstumshem-
mung oder bei hohen Zuckerkonzentrationen eine allerdings nur geringe
Forderung, wie sie fiir eine starke Verschiebung der relativen Konzen-
trationen von Wirkstoff und Baustoff wohl erwartet werden darf. Inter-
essant ist aueh die Tatsache, dass die maximale Wuchsstoffwirkung in
allen Fillen (Abb. 11) bei der gleichen Wuchsstoffkonzentration auf-



— 537 —

tritt, wenigstens soweit der Konzentrationseffekt untersucht wurde
(Verdnderung der Wuchsstoffkonzentration bis um das Millionen-
fache ).

IV. Einfluss von Wuchsstoff auf das Wachstum des Sprosses.

Die isolierten, d. h. von Endosperm und Wurzel abgetrennten
Sprosse zeigen in Organkultur eine Entwicklung, die derjenigen der

Koleoptile (trigt Adventivwurzeln)

Bliitter

Abbildung 13,
Monstrose Maispflanze aus Organkultur; Missbil-
dung verursacht durch hohe Wuchsstoffgabe. (Zirka
1/1 nat. Grosse.)

Adventivwurzeln

normalen, in Erde gewachsenen Keimpflanze dhnlich ist (s. Abb. 7).
Nach einer gewissen Kulturdauer wachsen am Mesokotyl Adventiv-
wurzeln aus, die Blitter zeigen die natiirliche griine Fiarbung, und die
mikroskopische Untersuchung ldsst die Anlagen von Bliitenstinden er-
kennen. Endospermfrei gezogene Pflanzen wuchsen auch in Erde nor-
mal weiter.

Der Einfluss von Wuchsstoff, der in gleicher Weise verabreicht
wurde wie bei den Wurzelkulturen, ist nur roh wuntersucht worden
(s. Abb. 12); da nidmlich die Auswahl von einheitlichem Ausgangsmate-
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rial bei Sprossen wesentlich schwieriger ist als bei Wurzeln, wurde von
einer quantitativen Auswertung der experimentalen Ergebnisse ab-
gesehen. :

Die Wirkung verschiedener Wuchsstoffkonzentrationen zeigte sich
in einer mehr oder weniger deutlichen Forderung, resp. in einer ein-
deutigen Hemmung des Wachstums gegeniiber Kontrollexemplaren in
wuchsstofffreier Losung. Die absoluten Werte fiir die fordernden
Wuchsstoffkonzentrationen lagen fiir Sprosse hoher als fiir Wurzeln;
bei Konzentrationen, die niedriger waren als 2,86 > 107 molar, blieb
das Wachstum entweder unbeeinflusst oder wurde etwas gefordert. Die
Wuchsstoffkonzentration 2,86 > 10—5 molar, die auf das Wurzelwachs-
tum stark hemmend (s. Geiger-Huber und Burlet; Abb. 1) und schliess-
lich todlich wirkt, fiihrt bei Sprosskulturen nur zu ebrormalen Wachs-
tumserscheinungen. Die Pflanze erscheint nimlich in ihrer Entwicklung
wesentlich gestort; vor allem fehlen die natiirlichen Proportionen zwi-
schen den einzelnen Organen. Die in Abbildung 13 dargestellte Keim-
pflanze zeigte beispielsweise ein iibernormal starkes Lingen- und
Dickenwachstum der Adventivwurzeln; die Koleoptile wuchs im Gegen-
satz dazu fast gar nicht aus, bildete aber an der Spitze Adventiv-
wurzeln. Ferner wuchsen die Blitter abnormal stark in die Breite, ver-
dickten sich wulstig und sprengten die Koleoptile an ihrer Basis auf.
Die in Abbildung 7 dargestellten Keimpflanzen sind etwa gleich alt wie
die in Abb. 13 dargestellte, sind aber ohne Einfluss von zusitzlichem
Whuchsstoff normal ausgewachsen.

V. Einfluss von Wuchsstoff auf die Bildung von Adventivwurzeln
an isolierten Mesokotylstiicken.

Nachdem sich bei Wurzelkulturen oft die Erscheinung gezeigt
hatte, dass Wurzeln aus Nihrlosungen mit hohem Wuchsstoffgehalt auf
der ganzen Oberfliche dicht mit Wurzelanlagen bedeckt waren (siehe
Geiger-Huber und Burlet, 1936, S. 239), wurde die Eigenschaft des ver-
wendeten Wuchsstoffes als wurzelbildende Substanz niher untersucht.
An Keimwurzeln kann die Feststellung einer eventuellen Neubildung
von Wurzeln nur schwer durchgefiihrt werden, denn selbst wenn die bei
normalem Wachstum auftretende Wurzelzahl gleich bleibt, so erscheint
sie grosser, weil die Seitenwurzeln infolge des gehemmten Lingen-
wachstums der Hauptwurzel sehr dicht beieinanderstehen.

Dagegen erscheinen isolierte Stiicke des Mesokotyls fiir derartige
Untersuchungen aussichtsreich, denn sie konnen in Organkultur bis
etwa 6 Wochen lang am Leben gehalten werden, zeigen kein Liingen-
wachstum und bilden normalerweise in wenigen Fdillen und nur ver-
einzelte Adventivwurzeln. Deshalb wurde an Mesokotylstiicken unter-
sucht, ob die Féhigkeit zur Neubildung von Wurzeln durch Wuchsstoffe



Abbildung 14.

Wirkung von Wuchsstoff auf Mesokotylstiicke in keimfreier Organkultur.

Querschnitt durch ein Mesokotylstiick nach fiinfwochiger Organkultur in
wuchsstofffreier Nihrlosung; keine Adventivwurzeln ! :
Querschnitt durch ein Mesokotylstiick zwei Wochen nach Behandlung mit
schwacher Wuchsstoffkonzentration (ca. 5,7 X 10—10 molar). Anlage von
zwei Adventivwurzeln, die bei weiterer Kultur auswachsen.

Querschnitt durch ein Mesokotylstiick zwei Wochen nach Behandlung mit
starker Wuchsstoffkonzentration (ca. 5,7 X 10—5 molar), Verdickung und
Aufwilbung der Rinde.

Querschnitt durch ein Mesokotylstiick 5—6 Wochen nach Behandlung mit
starker Wuchsstoffkonzentration (ca. 5,7 X 10—5 molar). Anlage von vielen
Adventivwurzeln, die auszuwachsen beginnen.
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beeinflusst wird. Bei der Kultur von isolierten Mesokotylstiicken bilden
bei den gewihlten Versuchsbedingungen nur etwa ein Drittel aller ver-
wendeten Exemplare Adventivwurzeln, deren Zahl 1—3 oder vereinzelt
bis 5 betragen kann. Die restlichen Mesokotylstiicke (ohne Adventiv-
wurzeln) bilden das Ausgangsmaterial fiir Untersuchungen tiber die
Neubildung von Wurzeln, da sie auch bei lingerer Kulturdauer ohne
Wuchsstoff keine Wurzelbildung zeigen. Im Gegensatz hierzu bilden
Mesokotylstiicke, die mit Koleoptilen, Blitiern und Vegetationspunkt in
Verbindung bleiben, nach einer Woche Organkultur auch ohne Wuchs-
stoffzusatz durchwegs Adwventivwurzeln.

Abbildung 15.
Wirkung von Heteroauxin auf isolierte Stiicke des
Mesokotyls von Maispflanzen.

Links : Mesokotylstiick, das vier Tage lang einer
die Neubildung von Adventivwurzeln fordern-
den Wuchsstoffkonzentration (2,86 > 10—6 mo-
lar) ausgesetzt worden war, nach viermonatiger
Organkultur. Die in grosser Zahl entstandenen
Nebenwurzeln sind ausgewachsen, jedoch wird
ihr Lingenwachstum durch die starke Wuchs-
stoffkonzentration gehemmt.

Rechts : Kontrolle ohne Einwirkung von Wuchs-
stoff nach der gleichen Versuchsdauer; das
Mesokotylstiick ist abgestorben und braun ver-
farbt.

Da die Wuchsstoffkonzentrationen, welche wurzelbildend wirken,
nach einiger Zeit zum Tode der Mesokotylstiicke fiihren wiirden, werden
diese nur wihrend 2—5 Tagen in die wuchsstoffhaltige Niahrlosung ge-
bracht, um dort den « Impuls » zur Bildung von Wurzelanlagen zu er-
halten. Die Bildung dieser Anlagen erfolgt aber erst nach Ueberfithrung
der Mesokotylstiicke in wuchsstofffreie Nidhrlosung. Um die Bedingun-
gen bel Versuch und Kontrolle moglichst gleichmissig zu gestalten,
wurden auch die Kontrollexemplare, die von Anfang an in wuchsstoff-
freier Losung waren, zu gleicher Zeit in neue Nihrlosung iibergefiihrt.
Diese Kontrollen zeigten bis zu ihrem Absterben, das nach etwa sechs
Wochen erfolgte, weder makroskopisch noch mikroskopisch sichtbare
Verinderungen ihrer Gewebe. Im Gegensatz dazu zeigten sich bei Kul-
turen, die wihrend zwei bis fiinf Tagen einer Wuchsstoffeinwirkung
von 0,01 % (5,7 X 10—* molar) — 0,0001 % (5,7 >X 10—¢.molar) Hetero-
auxin ausgesetzt worden waren, nach einer Woche Kultur in wuchs-
stofffreier Losung starke Verdickungen und Aufwolbungen der Rinde.
(Die Konzentration 0,01 % Heteroauxin [ca. 3 X 10—* molar] stellt das
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Maximum dar, denn sie wirkte in einzelnen Fillen schidlich und fiihrte
zum Absterben der Kulturobjekte.) Nach weiteren zwei Wochen erschien
der Zentralzylinder im Querschnitt dicht mit Anlagen von Adventiv-
wurzeln besetzt. In Kulturen mit voriibergehender Einwirkung von
Heteroauxin in niedrigeren Konzentrationen (0,0001 % [5,7 > 10~% mo-
lar] — 0,000001 % [5,7 X 10~8 molar]) traten weniger Anlagen von
Adventivwurzeln auf, konnten aber einigermassen normal auswachsen,
da diese Konzentrationen nicht mehr stark hemmend wirkten. In Ab-
bildung 14 ist an einigen Querschnitten durch Mesokotylstiicke die
verschiedene Einwirkung wurzelbildender Wuchsstoffkonzentrationen
dargestellt.t Abbildung 15 zeigt, dass die gebildeten Wurzelanlagen
nach lingerer Kulturdauer tatsdchlich auch auswachsen kdnnen; ferner
geht aus Abbildung 15 hervor, dass Mesokotylstiicke nach voriiber-
gehender Wuchsstoffeinwirkung linger lebend bleiben als unbehandelte.

* s ®

Obwohl die vorliegende Arbeit nur einen Versuch darstellt, die
keimfreie Organkultur hoherer Pflanzen als physiologische Unter-
suchungsmethode experimentell zu begriinden, so diirfte doch aus den
beschriebenen Versuchen hervorgehen, dass es moglich ist, hdhere
Pflanzen endospermfrei und in einzelnen Teilen in Kultur zu halten und
zur Entwicklung zu bringen und zwar bei Abwesenheit jeglicher frem-
der Organismen; dadurch erst wird es prinzipiell moglich, den Stoff-
wechsel (Nihrstoffe, Hormone, Vitamine usw.) der hoheren Pflanzen
genau zu untersuchen, ohne storende Einfliisse durch die Korrelation
zwischen den einzelnen Organen oder auch durch fremde Organismen
befiirchten zu miissen.

Zusammenfassung.

1. Es wurde eine Methode ausgearbeitet, die es gestattet, ver-
schiedene Teile der Keimpflanze von Zea Mays ohne Endosperm und in
keimfreier Organkultur zu kultivieren :

Eine Anzahl Maiskorner werden mechanisch gereinigt, mit
Brom desinfiziert, wihrend ungefiihr 48 Stunden gequollen und
zur Keimung auf sterilen Agar-Agar in sterile Deckeldosen ge-
bracht. Von der Keimpflanze, die im Dunkeln auswichst, werden
die zu kultivierenden Teile mit einem glithenden, also keimfreien

1 Statt die Wurzelbildung an Querschnitter von Mesokotylstiicken zu studie-
ren, wiire es besser, die Gesamtwurzelzahl zu erfassen. Dies ist insofern schwierig,
als die Anzahl der Wurzelanlagen nur an Schnitten festgestellt werden kann, wenn
man nicht auf ihr Auswachsen warten will, was aber in Kultur und beim Vor-
handensein vieler Wurzelanlagen recht lange (1%—2 Monate) dauert. Dagegen
lisst sich bei richtigem Vergleich verschiedener Querschnitte rasch ein Ueberblick
iiber die Bildung von Wurzelanlagen unter dem Einfluss von Wuchsstoff erhalten.
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Platindraht (Elektrokauter) abgebrannt und in Pfefferscher N#hr-
losung mit Glukosezusatz kultiviert. (S. 519—526.)

2. Von der Keimpflanze wurden Wurzel, Spross und Mesokotyl
(erstes Sprossglied) einzeln kultiviert :

Die Kultur der Wurzeln erfolgte in Kulturkolben oder in
liegenden Reagenzglisern, in denen die Schichthohe der Kultur-
fliissigkeit 12 mm nicht {ibersteigen darf (Versorgung mit Sauer-
stoff). Die Keimsprosse wurden in Reagenzglisern oder in linge-
ren Kulturrohren kultiviert. Mesokotylstiicke wurden in liegenden
Reagenzglisern oder in Erlenmeyerkélbchen kultiviert. (S. 527
bis 530.)

Das Lingenwachstum von Maiswurzeln verliuft mindestens
wihrend der ersten vierzehn Tage (Temperatur ca. 20°C) in
Organkultur gleichméssig. (Abbildung 8.) :

SproBstiicke (Koleoptile 4 Blitter + Mesokotyl) von an-
finglich 8 mm Léinge wuchsen in Organkultur zu normalen Keim-
pflanzen mit Wurzeln, griinen Blittern und Bliitenanlagen aus.
(Abbildung 7.)

Solche endospermfrei gezogene Keimpflanzen konnen auch
in Erde normal weiterwachsen.

3. Der Gehalt der Néhrlosung an Glukose und Wuchsstoff wurde
verdndert und der verschiedene Einfluss auf das Wachstum der isolier-
ten Teile der Keimpflanze studiert :

Ein Vergleich des Zuwachses von verschiedenen Maiswurzeln
in Néhrlosungen mit verschiedenem Glukosegehalt ergibt eine
ausgesprochene Optimumkurve. Das Wachstumsoptimum liegt bei
3 % selbst bei '/y; % Glukose zeigt sich stirkeres Wachstum als
bei einer glukosefreien Versuchsserie; auch ohne Glukosegehalt
der Nahrlosung ist ein geringes Wachstum nachweisbar. (Ab-
bildung 9, S. 532.)

Zugabe von Wuchsstoff bewirkt je nach seiner Konzentra-
tion eine Forderung oder Hemmung des Ldngenwachstums der
Wurzel. Beispielsweise bewirkte Heteroauxin in einer molaren
Konzentration von 2,86 )X 10—!! eine Forderung, bei 2,86 X 10—°
molar eine Hemmung. (Abbildung 10, S. 533—536.)

Der Charakter der Wirkungskurve des Wuchsstoffes bleibt
bei Verwendung verschiedener Zuckerkonzentrationen erhalten;
zudem bleibt das Optimum der Wuchsstoffwirkung bei den glei-
chen Konzentrationswerten. (Abbildung 11, S. 535.)

Die Zugabe von Wuchsstoff bewirkt je nach der verwendeten
Konzentration eine Forderung oder Hemmung des Sprosswachs-
tums; die wirksamen Konzentrationswerte liegen 100—1000mal
hoéher als bei Wurzelkulturen. (Abbildung 12, S. 537—538.)
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Mesokotylstiicke in Organkultur wurden als Testobjekt fiir
die Feststellung der wurzelbildenden Eigenschaften des Wuchs-
stoffes verwendet. Bei voriibergehender Einwirkung (2—5 Tage)

- von Wuchsstoff treten nach anschliessender Kultur in wuchsstoff-
freier Nahrlosung wihrend etwa zwei Wochen Wurzelanlagen auf.
(Abbildung 14, S. 533—541.)

Eine dreitigige Einwirkung von Wuchsstoff, verabreicht als
5,7 X 10—° molare Heteroauxinlosung, wirkte optimal auf die
Neubildung von Adventivwurzeln. (Abbildung 14.)

* o X

Die vorliegende Arbeit wurde in den Jahren 1936—1939 im Bota-
nischen Institut der Universitit Basel unter der Leitung von Herrn
Prof. Dr. M. Geiger-Hub er ausgefiihrt; die Untersuchungen muss-
ten wegen anderweitiger Inanspruchnahme fiir lingere Zeit unterbrochen
werden. Herrn Prof. Geiger-Huber danke ich herzlich fiir die
mannigfachen Anregungen und fiir die tatkriftige Unterstiitzung wih-
rend der Ausfithrung meiner Arbeit.

Herrn Prof. Dr. G. Senn, dem Vorsteher des Institutes, mochte
ich ebenfalls den besten Dank aussprechen fiir das stindige wohlwol-
lende Interesse und fiir die Ueberlassung der Mittel des Institutes.

Ebenso danke ich dem Verband landwirtschaftlicher Genossen-
schaften des Kantons St. Gallen fiir die zuvorkommende Bedienung mit
erstklassigem Mais.

Lelder wurde die Publikation der bereits im Juni 1939 druck-
fertigen Arbeit durch Militdrdienstleistung des Verfassers seit Herbst
1939 stark verzogert.

Basel, Botanisches Institut der Universitit.
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