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Die chemische Bestimmung des Heteroauxins

und Versuche iiber seine Aufnahme durch die Pflanze.

Von Erika Sutter.
(Aus der Botanischen Anstalt der Universitit Basel.)

Eingegangen am 4. Januar 1944.
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Uber die Aufnahme von Wuchsstoffen aus Losungen durch die
Pflanzen wird bis jetzt in der Literatur nur wenig berichtet. Die meisten
Angaben beziehen sich auf Versuche mit Pasten oder Agarwiirfeln, bei
denen die Verhiltnisse nicht immer klar genug sind, da oft weder Paste
noch Agarwiirfel mit ihrer ganzen, dem Pflanzenorgan aufliegenden
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Fliche vollig mit der Pflanze in Kontakt sind. Die ersten quantitativen
Ergebnisse iiber das Eindringen des Wuchsstoffes (Heteroauxin) aus
Agarwiirfeln in die Avena-Koleoptile liefern die Arbeiten von Thi-
mann und Bonner (1932, 1933). Skoog (1938) untersuchte die
Wuchsstoffaufnahme durch Wurzeln von Tomatenpflanzen aus wuchs-
stoffhaltigen N#hrlosungen. Diese Autoren stellten zwischen der von der
Pflanze aufgenommenen Menge und der gebotenen Wuchsstoffkonzen-
tration eine direkte Proportionalitit fest. Weiter konnten Albaum,
Kaiser und Nestler (1937) zeigen, daB Zellen von Nitella, einer
Pflanze, deren Wachstum von Streckungswuchsstoffen allerdings nicht
beeinflulft wird, so lange Wuchsstoff aus der umgebenden Losung auf-
nehmen, bis die Wuchsstoffkonzentration des Zellsaftes diejenige der
AufBienlosung erreicht hat. Die Geschwindigkeit der Aufnahme hingt
vom Cq ab : je saurer die Losung ist, desto rascher dringt der Wuchs-
stoff ein.

Der Grund, weshalb die Wuchsstoffaufnahme wenig bearbeitet ist,
mag in der Hauptsache darin liegen, daf es an einer geeigneten Methode
fiir die Wuchsstoffbestimmung fehlte. Die biologischen Testmethoden
sind zwar sehr empfindlich, aber ungenau : z. B. berechnete Goodwin
(1939 a) den Fehler des Avena-Testes nach Went und Boysen-Jensen zu
5—50 %, und Ju el (19386) stellte eine mittlere Abweichung der Einzel-
werte von zirka 10 %o fest. Die biologischen Teste sind auch von der
Variation des Versuchsmaterials (was iibrigens oft zu wenig beriick-
sichtigt wird) und von unkontrollierbaren #ufleren Bedingungen, wie
Wetter, Jahreszeit usw., stark abhingig (Kogl 1933, Kogl, Haa-
gen-Smit und van Hulssen 1936, Juel 1936, S6ding und
Funke 1941). Weiter konnen Hemmstoffe einen kleineren Wuchsstoff-
gehalt vortduschen, als er in Wirklichkeit vorhanden ist (z. B. Good -
win 1939b, Larsen 1939, Linser 1940, Funk e 1943).

Aus diesen Griinden ist fiir gewisse Untersuchungen eine che -
mis ¢he Bestimmungsmethode der biologischen vorzuziehen, da sie von
den genannten Huleren Bedingungen unabhingig und meistens auch
genauer ist. Die Verwendung einer chemischen Methode setzt voraus,
dafy sie fiir die physiologischen Bediirfnisse geniigend empfindlich ist.
Es gibt nun fiir die f-Indolylessigsidure eine Reihe von Farbreaktionen,
die zum Teil einen Nachweis des Heteroauxins bis zu Konzentrationen
von 10— molar erlauben — also Konzentrationen, die das Wachstum
von SproBorganen noch férdern, dasjenige der Wurzeln aber stark
hemmen (Scheer, 1937, gibt als optimale Konzentration fiir die
Avena-Koleoptile 3,8 - 10—* molar an). Bis jetzt wurden die chemischen
Methoden, in der Hauptsache die von Salk owski (1885) und die von
Winkler und Petersen (1935) angegebenen, in der Hormon-
physiologie nur von wenigen Autoren verwendet, z.B. von Ruge
(1937) und Hitchcock und Zimmerman (1938) zum qualita-
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tiven, von Albaum,Kaiserund Nestler (1937) und Mitchell
und Brunstetter (1939) zum quantitativen Nachweis. Fiir meine
Untersuchungen wihlte ich die Bestimmungsmethode von Winkler
und Petersen (1935). Es war allerdings erforderlich, diese Methode
auf ihre Brauchbarkeit fiir die Bestimmung der Wuchsstoffaufnahme
durch Pflanzen zu priifen. Infolgedessen gliedert sich die vorliegende
Arbeit in zwei Teile, einen ersten iiber die Bestimmungsmethode und
einen zweiten iiber die Wuchsstoffaufnahme durch Pflanzen.

Die chemische Bestimmung des Heteroauxins.
Prinzip der Methode.

Die quantitative Bestimmung des Heteroauxins wird nach der von
Winkler und Petersen (1935) angegebenen Methode ausgefiihrt.
Im Prinzip beruht diese auf der Adamkiewicz-Hopkinsschen Tryptophan-
reaktion : Bei Zusatz von Glyoxylsiure und Schwefelsiure zur Losung
eines Indolderivates tritt eine Firbung auf, die fiir die betreffende Indol-
verbindung charakteristisch ist. Diese Reaktion dient allgemein zum
qualitativen Nachweis von Tryptophan oder anderen Indolderivaten;
Winkler (1934) arbeitete sie zur quantitativen kolorimetri-
schen Bestimmung des Tryptophans aus. Mit wenigen Abiinderungen
verwendete er sie auch fiir den quantitativen Nachweis des Heteroauxins
(= p-Indolylessigsiure) entsprechend folgender Vorschrift (Winkler
und Petersen, 1935) :

Zu 1,00 cc f-Indolylessigsiure (in der Arbeit im weiteren als IES
abgekiirzt) gibt man 0,80 cc auf /1 verdiinnte Glyoxylsdureldsung
« nach Benedict » und 0,20 ce m/100 Kupfersulfat und fiillt bis zu 3,00 cc
mit Aqua dest. auf. Diese Losung wird unter 0° C abgekiihlt, und dann
setzt man unter weiterer Kiihlung und guter Durchmischung 5,00 cc
konzentrierte, vorgekiihlte Schwefelsiure langsam und portionenweise
zu. Man 148t die Losungen bei Zimmertemperatur drei bis vier Stunden
oder iiber Nacht stehen und erhitzt sie hierauf gleichzeitig 5 Minuten
im kochenden Wasserbad, wobei die violettrote Farbe auftritt; haben
sie Zimmertemperatur angenommen, so werden sie kolorimetrisch ge-
messen. Es lassen sich so 3 y* IES in 1 cc Bestimmungsgemisch noch
nachweisen. Storend wirken Oxydationsmittel; Reduktionsmittel, wie
schweflige Ssiure und Formaldehyd sind ohne EinfluB. Die hochste Farb-
intensitit wird dann erreicht, wenn auf zwei Mol Kupfersulfat und ein
Mol Glyoxylsiure ein Mol IES kommt. Da das Beersche Gesetz erfiillt
ist, eignet sich die Farbreaktion fiir die quantitative Bestimmung
der IES.

11y — 10-6g.
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Weitere Ausarbeitung der Methode.

Im Hinblick auf die #uBerst geringen Wuchsstoffmengen, die bei
Pflanzen wirksam sind (s. Geiger-Huber und Burlet, 1936),
bestand ein Hauptteil der mir gestellten Aufgabe darin, zu untersuchen,
ob diese Methode des Heteroauxinnachweises eventuell empfindlicher
gestaltet und ob sie bei hormonphysiologischen Untersuchungen an
Pflanzen iberhaupt angewendet werden konne. Um diese Aufgabe zu
16sen, wurde der Einfluf der verschiedenen Reagenzien und Versuchs-
bedingungen auf den Ausfall der Farbreaktion eingehend untersucht.
Zudem wurde angestrebt, auch die technische Durchfiihrung der Bestim-
mungsmethode moglichst sicher und einfach zu gestalten. Es
konnte bei diesem Bemiihen nicht ausbleiben, daB auch Versuche und
Abénderungen unternommen wurden, die entweder nicht zum Ziele
filhrten oder sogar die Resultate verschlechterten. Hieriiber soll nicht
berichtet werden; ich beschriinke mich lediglich darauf, die Hilfsmittel
anzugeben, die zu einer Verbesserung fiihrten, und die Resultate jener
Versuche mitzuteilen, die iiber den Einfluf der Reagenzien auf (Genauig-
keit und Empfindlichkeit der Methode Aufschluf geben. Diese Unter-
- suchung erlaubte dann auch die Aufstellung einer Arbeitsvorschrift, nach
der die Heteroauxinbestimmungen des physiologischen Teils der Arbeit
immer ausgefiihrt wurden.

a) Die Durchfiihrung der Bestimmung,

Um die Ausfiihrung der Bestimmung sicherer zu gestalten und auch
um den Arbeitsgang abzukiirzen, wurde eine geeignete Apparatur zu-
sammengestellt (s. Fig. 1).

Damit némlich die Farbreaktion gleichmiBig ausfillt, ist es unbe-
dingt notwendig, daB man beim Zusatz der Schwefelsiure die Losung
gut durchmischt und eine lokale Erhitzung sicher vermeidet. Dies wird
mit Hilfe eines einfachen Riihrwerkes und durch langsamen Zusatz der
Schwefelsiure aus Biiretten erreicht. Das Riihrwerk besteht aus Glas-
rithrern, die durch einen Hebelarm in den Reagensgefifen auf und ab
bewegt werden (zirka 100mal pro Minute); der Antrieb erfolgt durch
einen geeigneten Elektromotor. Die ReagensgefiBe stehen wiihrend des
Riihrens in einer Kiltemischung. Die Riihrer sind als Thermometer
ausgebildet; sie bestehen aus Kapillarrhren, die oben geschlossen,
unten kugelférmig aufgeblasen sind. Kugel und etwa zwei Drittel der
Kapillare sind mit geféirbtem Alkohol gefiillt; zudem sind an der Kapil-
lare auch Temperaturmarken angebracht. Um eine moglichst vollstidn-
dige Durchmischung der Losung zu erreichen, wurde der Durchmesser
der Kugel nur wenig kleiner als die lichte Weite des Reagensgefilies
gewihlt. Damit die fiir die Heteroauxinbestimmungen notwendige Zeit
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moglichst abgekiirzt werde, wurden jeweils gleichzeitig vier
Reagensgefife samt den zugehorigen Riithrern und Biiretten verwendet.
In jedes ReagensgefdBl miindet eine geeignet ausgebildete Biirette, aus
der die Schwefelsdure langsam und tropfenweise der Wandung des

Figur 1.

Sehematische Darstellung der Riihrapparatur.
¢ — Biirette mit Schwefelsiure, & — ReagensgefiB, ¢ — Riihr-
thermometer, d = Biligel der Riihreinrichtung, e = Kilt:-
mischung, f = Isoliermaterial, ¢ — Elektromotor.

ReagensgefiBes entlang zuflieft, damit sie gut vorgekiihlt wird,
ehe sie die Losung erreicht. Es l:#8t sich so leicht verhindern, daf die Tem-
peratur des Bestimmungsgemisches 0° C je iibersteigt. Man konnte auch
daran denken, die Schwefelsdure bereits gut vorgekiihlt in die Biiretten
einzufiillen. Da jedoch das Zutropfenlassen der notwendigen Menge
Schwefelsidure etwa 20 Minuten beansprucht, so wiirde sie sich in dieser
Zeit doch wieder etwas erwirmen; und wenn auch die Reaktion dadureh
wohl kaum gestort wiirde, so wire es doch sehr schwierig, das Volumen
der Schwefelsiure genau abzumessen. Eine Anderung der Tempe-
ratur um 5° C bedeutet ndmlich bereits eine Voluminderung der konzen-
trierten Schwefelsiiure von etwa 18 %o, Aus diesem Grunde muf} bei der
Zugabe der Schwefelsiure auch darauf geachtet werden, daf ihre Tem-
peratur in den einzelnen Versuchen nicht allzu sehr voneinander ab-
weicht. Die von mir in den Biiretten abgemessene Schwefelsiure hatte
im allgemeinen eine Temperatur von etwa 15° C.
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b) Die Bedeutung der Reagenzien und Versuchsbedingungen fiir den Ausfall
der Reaktion.

1. Reagenzien.

p-Indolylessigsdure: Kristallisiertes Priparat der Firma
Hoffmann-La Roche, Basel. Sie wird stets in frisch hergestellten Losun-
gen verwendet.

Kupfersulfat: Kahlbaum, pro analysi.

Glyoxylsédure:Sie wird hergestellt nach Benedict (1909) :
10,0 g Magnesiumpulver werden in einem geriumigen Erlenmeyerkolben
mit Wasser iiberschichtet und unter guter Kiihlung 250 cc gesittigte
Oxalsédurelosung * zugegeben. Das iiberschiissige Magnesium wird durch
Filtrieren entfernt, das Filtrat mit Essigsdure schwach angesiuert und
mit Wasser auf einen Liter aufgefiillt. Die Losung ist frei von Oxalsdure.
Im Dunkeln ist sie monatelang haltbar; von den stets sich bildenden
Niederschligen wird abfiltriert. Durch Titration mit Kaliumpermanganat
stellte ich in der so hergestellten Losung einen Gehalt an Glyoxylsiure
von 0,04 %o fest; dieser Wert muf} allerdings als ein Hochstwert betrach-
tet werden, da das Kaliumpermanganat alle eventuell sonst noch vor-
handenen oxydierbaren Substanzen oxydiert; Winkler (1934) ermit-
telte durch Jodtitration 0,03 %o.

Schwefelsdure: Zu Beginn meiner Arbeit wurde «konzen-
trierte Schwefelsiure, Kahlbaum pro analysi, d = 1,84/15° C » verwen-
det. Infolge des Krieges war sie aber spiter nicht mehr erhiltlich, und
es wurde deshalb fiir alle weiteren Versuche « konzentrierte Schwefel-
sdure, Kahlbaum DAB 6, d = 1,84/20° C » beniitzt.

Da zum Kolorimetrieren der Heteroauxinlosungen das Stufenphoto-
meter nach Pulfrich (Firma C. ZeiB, Jena) Verwendung fand und fiir die
glinstigste Schichtdicke (30 mm) 10,5 cc Versuchslosung erforderlich
sind, wurden die Mengen der Reagenzien unter Beibehaltung ihrer
relativen Verhiltnisse, wie sie Winkler und Petersen (1935) an-
geben, folgendermaflen abgeindert : 8,0 ce IES-Losung, 1,2 ce Glyoxyl-
sdurelosung, 0,3 cc Kupfersulfatlosung und 7,5 cc konzentrierte Schwe-
felsdure. Bei der Ausarbeitung der Methode wurden im allgemeinen die
hier angegebenen Volumina beibehalten und nur die Konzentrationen der
Reagenzien variiert.

Als MaB fiir die Farbintensitit wird die Extinktion angegeben
(s. S. 209). Alle angegebenen Extinktionswerte beziehen sich, sofern
nichts anderes erwihnt, auf die oben angegebene Schichtdicke und auf
das Filter S57 des ZeiBschen Stufenphotometers nach Pulfrich. Der
Einfachheit halber und um zu sparen verwendete ich beim Kolorime-
trieren als Vergleichslosung Wasser an Stelle von Schwefelsidure; die
Extinktionswerte sind deshalb alle um 0,015 zu hoch.

! Loslichkeit der Oxalsiure in Wasser: 0°C 3,52 %; 20°C 9,52 %; 50°C
31,46 %; nach Steiner (1933).
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2. EinfluB der Glyoxylsdure.

Wie schon Winkler (1934) fiir das Tryptophan feststellte, besteht
eine Abhingigkeit zwischen der Konzentration der Glyoxylsdure und
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KONZENTRATION DER GLYOXVLSAURE
Figur 2.
Abhingigkeit der Farbintensitit von der Konzentration der
Glyoxylsidure,
Menge p-Indolylessigsdure im Bestimmungsgemisch :

&

s 30y :

o 60y }(Mit Schwefelsiure pro analysi.)

or=—7° 120y

x 60y (Mit DAB-Schwefelsiure.)

Kupfersulfat : m/100; Schwefelsdure : 7,56 cc. Dauer der Wasserbad-
behandlung : 5 Minuten bei 98° C. Konzentration der Glyoxylséure
als Verdiinnung der Stammlosung «nach Benedict» angegeben.

C

x

der Farbintensitit des Bestimmungsgemisches : er fand eine Optimum-
kurve. Fiir die IES gilt nach meinen Untersuchungen das gleiche; das
Optimum liegt fiir die Schwefelsdure pro analysi Kahlbaum bei einer
‘Verdiinnung der Stammlosung «nach Benedict» wvon 1:5, fiir die
Schwefelsiure DAB 6 Kahlbaum bei einer Verdiinnung von 1 :3,6.
Wichtig ist, daBl die optimale Konzentration der Glyoxylsdure im unter-
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suchten Bereich von der Konzentration der IES unabhéngig ist
(Fig. 2). :

Bei der Ausfiihrung dieser Versuche wurden alle iibrigen Versuchs-
bedingungen so eingehalten, wie sie Winklerund Petersen (1935)
angeben.

3. EinfluB des Kupfersulfates.

Fiir den Einfluf des Kupfersulfates auf die Farbintensitit wurde
fiir das Heteroauxin ebenfalls dieselbe GesetzmiBigkeit festgestellt, wie
sie Winkler (1934) fiir das Tryptophan angibt. Die Abhingigkeit
entspricht einer Exponentialkurve (Fig.3). Aus den Versuchen geht
hervor, da die Kupfersulfatkonzentration, bei der eben das Maximum
der Farbintensitit erreicht wird, von der Heteroauxinkonzentration ab-
hiingig ist, und zwar so, daf mit steigender Konzentration des Hetero-
auxins eine groBere Kupfersulfatmenge notwendig wird. Zwischen der
IES-Konzentration und dem Logarithmus der Kupfersulfatkonzentration,
bei der eben die maximale Farbintensitidt erreicht wird, besteht direkte
Proportionalitit. Ein UberschuB an Kupfersulfat stort die Reaktion
nicht.

Die Versuche wurden mit einer 1:3,6 verdiinnten Glyoxylsiure-
16sung und 7,5 cc Schwefelsdure (DAB 6) ausgefiihrt.

4. Einflud der Schwefelsdure.

Fiir diese Untersuchungen wurde die Glyoxylsiure in einer Kon-
zentration von 1:3,6 «nach Benedict » und m/20 Kupfersulfatlosung
verwendet. Die Menge der zugegebenen Schwefelsiure (DAB 6) wurde
variiert und dementsprechend zu den wiisserigen Losungen (IES, Kupfer-
sulfat und Glyoxylsidure) Aqua dest. zugesetzt, so daB  das Gesamt-
volumen immer 12 cc betrug. Es zeigte sich, daB zwischen der Menge
der Schwefelséiure im Bestimmungsgemisch und der Farbintensitit eine
deutliche Beziehung besteht (s. Fig. 4). Das Optimum liegt wiederum fiir
alle IES-Konzentrationen gleich, nimlich bei einem Verhiltnis von
Schwefelsdure zu wisseriger Losung wie 7,0 : 5,0; hingegen nimmt die
Steilheit der Kurve mit steigender Konzentration des Heteroauxins zu,
was praktisch bedeutet, daB sich Fehler bei der Schwefelsiurezugabe bei
h6heren Wuchsstoffkonzentrationen stirker auswirken. Es ist des-
halb ratsam, bei der Bestimmung méglichst niedrige Heteroauxinkonzen-
trationen zu verwenden (nicht mehr als 90 y pro Bestimmungsgemisch).

Obwohl Untersuchungen zeigten, daf die Temperatur des Bestim-
mungsgemisches auch auf 10—15° C steigen darf, ohne daB sich dies in
einer Anderung der Farbintensitit bemerkbar macht, so ist beim Schwe-
felsdurezusatz doch sehr darauf zu achten, daB keine lokale Uber-
hitzung eintritt (s. auch S. 200).
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5. Dauer der Behandlung im Wasserbad.

Werden die Losungen nach Zugabe der Schwefelsiure im siedenden
Wasserbad erwirmt, so erreicht die Farbintensitéit in vier Minuten ihr
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KONZENTRATION DES KUPFERSULFATES ( MOLAR)
Figur 3.
Abhiingigkeit der Farbintensitit von der Konzentration des Kupfer-
sulfates.
Menge B-Indolylessigsiure im Bestimmungsgemisch :
A s 309

go———a 607

; o———0 120y
Verdiinnung der Glyoxylsiure «nach Benedict» 1:3,6. Schwefel-
siure: 7,5 cc. Dauer der Wasserbadbehandlung : 5 Minuten bei 98°C.

Maximum. Ein lingeres Erwirmen der Losungen bewirkt eine rasche
Abnahme der Farbintensitdt um zirka 10 % der maximalen Intensitét
pro Minute. Dies bedeutet, daf kleine Differenzen in der Dauer der
Wasserbadbehandlung, ungleiches Erwirmen der Losunge n infolge .
der Form der GefiBe usw. betrichtliche Fehler ergeben konnen. Auf
Grund der RGT-Regel darf erwartet werden, dafl bei niedrigen Tempe-
raturen das Maximum langsamer erreicht und die Optimumkurve flacher
wird. Dies trifft auch tatsdchlich zu (Fig.5). AuBerdem wird aber auch
die Farbe mit abnehmender Temperatur intensiver; das bedeutet eine
Steigerung der Empfindlichkeit. '

Die optimale Dauer der Wasserbadbehandlung ist in dem in Frage
kommenden Bereich von der Heteroauxinkonzentration unabhingig
(Fig. 5).
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6. Wartezeit zwischen dem Zusdtz der Schwefelsdure
und der Wasserbadbehandlung.

Wenn die Losungen im Wasserbad langsam erwirmt werden, be-
steht eventuell die Moglichkeit, die Wartezeit zwischen dem Schwefel-
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EXTINKTION
Kol
n
I

10 15 20
VERHALTNIS SCHWEFELSAURE / WASSRIGE LOSUNG

Figur 4.

Abhéngigkeit der Farbintensitit vom Schwefelsiure-
zusatz.

Menge f-Indolylessigsiiure im Bestimmungsgemisch :
a 30y

o — 11 y

o———0 90 y
Verdiinnung der Glyoxylséiure «nach Benedict» 1 : 3,6.
Kupfersulfat : m/20. Dauer der Wasserbadbehandlung :

5 Minuten bei 98° C.

sdurezusatz und der Behandlung im Wasserbad abzukiirzen. Nach
Winkler (1934) soll die lange Wartezeit den Zweck haben, die Reak-
tion langsam einzuleiten, um eine sichere Einstellung des Mammums der
Reaktion zu erhalten. Meme Untersuchungen zeigten, daf bei einer Tem-
peratur des Wasserbades von 65° C eine Wartezeit von einer Stunde
geniigt, um gleichmiBige Werte zu bekommen. Wird zu lange “ewartet
(mehr als 12 Stunden), so nimmt die Farbintensitit ab.
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7. Bestandigkeit der Farbe nach der Behandlung im Wasserbad.

Es ist wichtig, zu wissen, ob und wieweit sich die Farbe der Losung
nach der Wasserbadbehandlung verindert. Es zeigte sich, daB in dem
in Frage kommenden Konzentrationsbereich der IES Farbe und Farbtiefe

0/0/\0_0 65°/ 90y

\+ 650/6Oy

60p/60°

o5

60y/ 70°

65°/ 30
e 60y /80°

EXTINKTION

1 1 1 L
20 40 60 120
BEHANDLUNGSDAUER (MINUTEN)

Figur 5.

Abhingigkeit der Farbintensitit von der Dauer der Behandlung im Wasserbad.
Menge f-Indolylessigsdure im Bestimmungsgemisch :

= 80°C

+——+ 60y

0 90y } Temperatur des Wasserbades : 65° C.

0
Temperatur des Wasserbades :
a s 60°C
By ) A 60 y f-Indolylessigséiure im Bestimmungsgemisch.
o o 30~ {

Verdiinnung der Glyoxylsidure «nach Benedict» 1 :3,6. Kupfersulfat : m/20;
Schwefelsiure : 7,0 cc.

wihrend der ersten 15 Stunden nach der Behandlung im Wasserbad
gleich bleiben; nachher nimmt die Farbtiefe stetig ab, wihrend am lang-
welligen und am kurzwelligen Ende des Spektrums die Absorption
etwas zunimmt.
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¢) Die Anwendung der Methode zur quantitativen Bestimmung des
Heteroauxins.

Die Absorptionskurve des IES-Farbstoffes wurde mit dem Spektral-
photometer nach Koenig-Martens aufgenommen * (Fig. 6). Das Absorp-

6000 -

4000

Figur 6.
Absorptionskurve des p-Indolylessig-
sdure-Farbstoffes. Aufgenommen mit
Spektralphotometer nach Koenig-Mar-
¢ tens. Konzentration der f-Indolylessig-
Q 95' sdure: 1,43 - 10—4 molar. (Im gestrichel-
2000 + ! ten Teil der Kurve war die Messung
unsicher.)

MOLARER EXTINKTIONSKOEFFIZIENT

1 1 1

700 600 soo
WELLENLANGE mu

tionsmaximum liegt bei 4 = 5650 AE. Von den Filtern des ZeiBschen
Stufenphotometers nach Pulfrich sind die Filter S 55 und S57 dem
Absorptionsmaximum am nichsten. Ich wihlte fiir die photometrischen
Messungen das Filter 8 57 mit dem Filterschwerpunkt 5720 AE.

Es wurde nachgepriift, ob auch bei der gegeniiber der Vorschrift
von Winkler und Petersen (1935) abgeinderten Ausfiihrung der
Reaktion das Beersche Gesetz noch gilt, da dies die kolorimetrische Be-
stimmung sehr erleichtern wiirde. Das Beersche Gesetz wird durch die

Formel a
Isafsuge o

ausgedriickt, worin I die durch die Losung hindurchtretende, In die in
die Losung eintretende Lichtintensitit bedeutet. ¢ ist der molare Extink-
- tionskoeffizient, eine bei einer bestimmten Wellenliinge fiir den absor-

*Ich mochte an dieser Stelle Herrn Prof. Dr. A. Hagenbach fiir die Erlaubnis,
diese Messung in der Physikalischen Anstalt Basel auszufiihren, bestens danken.
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bierenden Stoff charakteristische Grofle, ¢ die Konzentration und d die
Schichtdicke der absorbierenden Losung. Das Produkt £¢c¢ - d wird als
Extinktion?* bezeichnet; sie ist also gleich dem negativen Loga-
rithmus der Durchlissigkeit. Das Beersche Gesetz sagt aus :

10 -

‘ Figur 7.

Abhingigkeit der Extinktion von der
Schichtdicke der Losung.
Menge p-Indolylessigsiure im Bestim-
mungsgemisch : 75 y,

EXTINKTION
o
2
'

1 1 1 i
5 10 20 30
SCHICHTDICKE (mm)

1. Die Extinktion ist der Schichtdicke der Losung direkt proportional.

2. Die Extinktion ist der Konzentration des Farbstoffes direkt pro-
portional.

3. Wenn der Logarithmus der Extinktion als Funktion der Wellen-
ldnge aufgetragen wird, miissen die Absorptionskurven von Losun-
gen verschiedener Konzentration einander parallel laufen.

Die Fig. 7 bis 9 zeigen, dal das Beersche Gesetz fiir unseren Farb-
stoff erfiillt ist; dies bedeutet, daf zur Aufstellung einer Eichkurve, die
in diesem Falle eine Gerade ist, nur zwei Punkte notwendig sind.

Bei den weiteren Untersuchungen ergab sich aber, dafi nicht eine
streng definierte Eichkurve festgelegt werden konnte, da die Steilheit
dieser Kurve aus mir bis jetzt unbekannten Griinden manchmal mehr,
manchmal weniger schwankte. Die Schwankungen sind zwar nicht sehr
grof (im Mittel 2,7 4 0,5°%0), aber zwischen einzelnen Versuchsreihen
manchmal doch ziemlich unregelmiiBig; darum wurde bei jedem Versuch
die Farbreaktion auch mit einer Kontrollésung von bekanntem IES-Gehalt
ausgefiihrt. Aus dreiflig Versuchsreihen, die im Laufe eines halben Jahres
ausgefiihrt wurden, berechnete ich die wahrscheinlichste Lage der Eich-
kurve; danach entspricht einem Gehalt des Bestimmungsgemisches, d. h.
3 cc IES-Losung von 30 y IES eine Extinktion von 0,371 = 0,014, einem
von 75 y IES eine Extinktion von 0,903 4= 0,005. Da ich als Vergleichs-
losung beim Photometrieren Wasser verwendete, geht die Kurve nicht

1Beim neuen Pulfrich-Photometer kann die Extinktion an der MeBtrommel
direkt abgelesen werden.,

14
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durch den Nullpunkt; fiir 0 y IES muB der Extinktionswert 0,015 ein-
gesetzt werden. :

Innerhalb ein und derselben Versuchsreihe sind die Schwankungen
gering. In der Regel wurden den auf ihren Gehalt zu priifenden Hetero-

10 -

Figur 8.
Abhingigkeit der Extinktion von der
Konzentration der f-Indolylessigsiure.
Schichtdicke der Losung : 30 mm. Kon-
zentration : » pro 12 cc Bestimmungs-
gemisch (d. h. 3 cc g-Indolylessigsiure-
l6sung).

EXTINKTION

| 1 1

5 30 . 7 p
P-INDOL YLESSIGSAURE

auxinlosungen zwei Proben von je 3 cc entnommen, mit denen die Be-
stimmungen getrennt durchgefiihrt wurden. Im Mittel betrug die
Differenz zwischen zwei derartigen Parallelbestimmungen 1,3 + 0,09 y
(aus sédmtlichen, ndmlich 163 Doppelbestimmungen berechnet); sie ist
von der IES-Menge in der Probe unabhiingig. Bei einem Gehalt von etwa
20 y bis 45 y IES in 3 cc Probe betrug sie 1,28 4 0,21 y (einundvierzig
Doppelbestimmungen), bei 60 y bis 80 y 1,32 + 0,10 y (hundertzweiund-
zwanzig Doppelbestimmungen). Bei den Versuchen iiber die Wuchsstoff-
aufnahme durch Pflanzen betrigt der Gesamtfehler der Bestimmung
zirka 10 bis 30 y : Die aus den 25 ec Versuchslosung extrahierte TES
wurde némlich je nach der zu erwartenden Menge mit 10—100 cc Aqua
dest. aufgenommen und von der so erhaltenen Losung je 3 cc fiir die
Bestimmung verwendet. Aus der in diesen 3 cc gefundenen Menge wurde
auf den Gehalt der ganzen Losung geschlossen; das heift also, daB der
Fehler multipliziert wird. Da die aufgenommene Menge als Differenz
zwischen der in der Losung noch vorhandenen und der zu Beginn
des Versuches gebotenen IES ermittelt wird, ist sie mit demselben
Fehler behaftet. Fiir eine mittlere Aufnahme von 140 y (Volumen der
Bestimmungslosung 50 ce) ist der Fehler also rund 15 %. Es muf hier
aber beriicksichtigt werden, daB bei diesen Untersuchungen stets
Reihenversuche und die Versuche mehrfach ausgefiihrt
wurden, wodurch Zufilligkeiten ausgeglichen, die Fehler also wieder ge-
ringer werden. : :
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Die Empfindlichkeit der Methode wurde ebenfalls nachgepriift. Es
zeigte sich, daB unter meinen Versuchsbedingungen in Reihenversuchen
~ eben noch 1,5 ¥ bis 8 y IES im Bestimmungsgemisch nachgewiesen wer-
den konnen; zu einer genauen Bestimmung sind aber bei dem verwen-

tgot

Figur 9. -0
Logarithmus der Extinktion als
Funktion der Wellenlinge bei ver-
schiedenen pS-Indolylessigsidurekon-

zentrationen,
Menge p-Indolylessigsiure im Be-
stimmungsgemisch :
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e 30y
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deten Photometer 12 y erforderlich. Durch Verwendung groBerer Schicht-
dicken in geeigneten Kiivetten konnten noch etwas geringere Mengen
genau bestimmt werden, was aber fiir meine Zwecke nicht notig war.

d) Arbeitsvorschrift.

Die Ergebnisse der oben beschriebenen Versuche machen es mig-
lich, eine Arbeitsvorsehrift aufzustellen, nach der dann alle Heteroauxin-
bestimmungen des physiologischen Teils der Arbeit ausgefiihrt wurden.
Sie erlaubt eine sichere und genaue Ausfiithrung der Bestimmung und
eine Steigerung der Empfindlichkeit von 20 % gegeniiber der von
Winkler und Petersen (1935) angegebenen Vorschrift.

Folgendes sind die wichtigsten Punkte, deren Beriicksichtigung
unter meinen Versuchsbedingungen (Messung mit Pulfrich-Photometer,
12 cc Bestimmungslosung, Reinheitsgrad der Reagenzien, insbesondere
der Schwefelsidure) erforderlich ist :

1. Der Gehalt des Bestimmungsgemisches an IES darf nicht kleiner
sein als 12 y und nicht groBer als 90 y. Bei Farbintensititen, die
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weniger als 12 y entsprechen, werden die Ablesungen am Photo-
meter ungenau; sind mehr als 90 y IES im Bestimmungsgemisch
vorhanden, so geniigt einerseits die gewihlte Kupfersulfatmenge
nicht, um die maximale Farbintensitit zu erreichen (s.S.204),
anderseits verursachen kleine Differenzen in der Schwefelsidure-
zugabe schon merkliche Fehler (s. S. 204).

2. Um bei Verwendung von Schwefelsiure DAB 6 die optimale Farb-
intensitét zu erhalten, muf die nach Benedict (1909) herge-
stellte Losung der Glyoxylsdure im Verhiltnis 1:3,6 verdiinnt
werden (s. Fig. 2).

3. Um bei der Bestimmung derjenigen Wuchsstoffmengen, die nor-
malerweise bei physiologischen Versuchen in Frage kommen, sicher
die maximale Farbintensitiit zu erreichen, mufl das Kupfersulfat
(0,3 ce) in einer Konzentration von m/20 zugegeben werden; dies
geniigt gerade noch fiir 90 y IES im Bestimmungsgemisch. Zudem
ist auch die Menge des Kupfersulfates so gering genug, damit
seine Eigenfarbe die Absorption der Losung nur im langwelligen
Gebiet verdndert und die photometrische Messung  (bei y
5720 AE) also nicht beeinflufft wird.

4. Das Verhiltnis zwischen dem Volumen der Schwefelsiure und der
wisserigen Losung (alle iibrigen Reagenzien) muf bei der verwen-
deten konzentrierten Schwefelsiure (DAB 6) 7,0 : 5,0 betragen.

5. Wie schon Winkler (1934) hervorhob, ist es wichtig, daB die
Losungen wihrend des Schwefelsiurezusatzes nicht lokal erhitzt
und auch stindig gut durchmischt werden. Dies wird mit der auf
S. 200 beschriebenen Apparatur leicht erreicht.

6. Die Farblosungen miissen bei Zimmertemperatur und innerhalb ein
bis fiinfzehn Stunden nach der Behandlung im Wasserbad kolori-
metriert werden (s. S. 207).

Unter Einhaltung der in 1. bis 6. aufgestellten Bedingungen wird
die Bestimmung der IES wie folgt ausgefiihrt :

Zu 3,0 ce p-Indolylessigsdurelosung (12 bis 90 y) werden 0,3 cc
m/20 Kupfersulfatlosung, 1,2 ce Glyoxylsiurelosung (nach Benedict,
1:3,6) und 0,5 cc Aqua dest. zugesetzt; das entstehende Gemisch wird
in einer Kéltemischung (—23 bis —18° C) gekiihlt und dann unter stin-
digem Riihren aus Biiretten tropfenweise 7,0 ce konzentrierte Schwefel-
siure (DAB 6) zugegeben (zur Kiihlung der Schwefelsiure 1iBt man
diese langsam der Wand des gekiihlten Reagensgefifies entlang flie-
ffen) *. Nach Beendigung der Schwefelsiurezugabe wird das Durch-
mischen der Losungen noch einige Minuten fortgesetzt. Dann wird das
Gemisch eine Stunde bei Zimmertemperatur und im Dunkeln aufbewahrt

1 Damit die Schwefelsiure genau abgemessen werden kann, wird sie nicht
vorgekiihlt in die Biiretten eingefiillt (s. Seite 201).
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und nun die Reagensgefiifle. 40 Minuten in ein Wasserbad von 65° C ge-
bracht, wobei das Gemisch die violettrote Farbe annimmt. Ein bis fiinf-
zehn Stunden nach der Wasserbadbehandlung (wiihrend dieser Zeit 148t
man die Losungen ebenfalls im Dunkeln bei Zimmertemperatur stehen)
werden die Losungen kolorimetriert (Stufen-Photometer, Filter S 57,
Schichtdicke der Losung 30 mm). :

Die Aufnahme des Heteroauxins durch die Pflanze.

Es war meine Aufgabe, die Wuchsstoffaufnahme eines wach-
senden pflanzlichen Organs und den Zusammenhang zwischen auf-
genommener Menge Heteroauxin und der Wirkung auf das Wachstum zu
untersuchen. Die Untersuchung wurde so durchgefiihrt, daf die durch
die Pflanze verursachte Abnahme des Wuchsstoffgehal-
tes der Versuchslosung und die Wachstumsreaktion der
Pflanze gemessen wurde. Diese Versuchsanordnung setzt allerdings vor-
aus, daB aller aus der Losung verschwundene Wuchsstoff tatséichlich
von der Pflanze aufgenommen und nicht etwa bereits in der Losung
zerstort worden ist (s. hierzu S. 221 ff.).

Die Versuchspflanze Cucumis sativus und ihre Aufzucht.

Bei der Wahl des Versuchsobjekts mufite darauf geachtet werden,
daB es in geniigender Menge zu beschaffen, leicht aufzuziehen und sein
Lingenwachstum gut meBbar ist und vor allem, daB die IES in dem fiir
die Bestimmungsmethode nach Winkler-Petersen geeigneten Konzentra-
tionsbereich (10—° bis 10— molar) wachstumsfdrdernd wirkt;
Wurzeln sind deshalb ungeeignet (s. Geiger-Huber und Burlet,
1936). Wachsende SproBorgane dagegen zeigen im allgemeinen noch bei
hohen Wuchsstoffkonzentrationen eine Wachstumsforderung. Daher
wihlte ich fiir die Versuche Hypokotyle von Cucumis sativus L* (Land-
gurken, griine lange, volltragende. Samen : Ernte 1941, handelsiibliche
Qualitit von F. Haubensack Sohne, Basel).

Normalerweise zeigen junge Keimstengel von Dikotylen eine haar-
nadelférmige Kriimmung ihres obersten Teiles; etiolierte Keimpflanzen
behalten diese meist bei, bis sie fast ausgewachsen sind. Da sich aber
die Wachstumszone in dieser obersten Region befindet, so kann ihre
Verliingerung bei gekriimmten Keimstengeln nur ungenau gemessen
werden; verwendet man jedoch nur den geraden Teil, so wird bei der
Entfernung der Kotyledonen der obere Teil der Wachstumszone weg-
geschnitten. Die Keimpflanzen von Cucumis sativus erwiesen sich nun
in dieser Hinsicht als besonders glinstig : LaBt man sie néimlich bei zirka

! Dieses Objekt scheint auch zum Studium anderer Wuchstofffragen 0feelgnet
zu sein; 8. auch Kaufmann (1943).
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24—25° C und 98—100 %o Feuchtigkeit und im Dunkeln heranwachsen,
so richten sich die Hypokotyle in manchen Fillen schon ganz auf, wenn
sie eine Linge von 4—5 cm erreicht haben. Die hohe Luftfeuchtigkeit
scheint nach meinen Beobachtungen fiir das Aufrichten ein wichtiger
Faktor zu sein (vgl. auch Fliry, 1933). Obwohl aber die Samen jedes-
mal gleich vorbehandelt und die Keimpflanzen vermeintlich immer unter
denselben Bedingungen aufgezogen wurden, behielten die Hypokotyle
einzelner Versuchsserien ihre Gipfelkriimmung manchmal doch bei. In
solchen Fillen wurden die Keimpflanzen am Vortage des Versuchs ein
bis zwei Stunden belichtet, worauf gie sich regelmiBig aufrichteten.

Die Torf-Sand-Mischung wurde vor der Aussaat der Samen sterili-
siert, da die jungen Keimlinge hiufig von einem Schimmelpilz befallen
werden. Die Samen selbst wurden 25 Minuten mit einer 2 °/eo-Bromlésung
behandelt; daran anschliefend lieB ich sie zwei Stunden im flieBenden
Wasser quellen. Die Keimfihigkeit der Samen wird durch diese Behand-
lung nicht beeintrichtigt. Sechs Tage nach der Aussaat sind die etiolier-
ten, bei oben angegebener Temperatur und Feuchtigkeit aufgezogenen
Keimlinge im Mittel zirka 8—11 ¢m hoch, so daB etwa 50 %o davon in
Linge und Ausbildung so gleichmiBig sind, wie es fiir die Versuche
notig ist. An den ausgesuchten Keimlingen wurden Kotyledonen und
Wurzeln entfernt, dann die Hypokotylstiicke in eine hinsichtlich Ionen
« ausbalancierte » Losung mit oder ohne Wuchsstoffzusatz gebracht und
ihr Wachstum verfolgt; als Losung (spiter immer Versuchslosung ge-
nannt) fand die hundertfach verdiinnte, von Robbins (1922) modifi-
zierte Pfeffersche Nihrlosung Verwendung * (pH = 6,05).

Das Wachstum des Hypokotyls von Cucumis sativus.

Der Zuwachs eines Hypokotylstiickes ist wihrend der ersten vier-
zehn Stunden nach dem Einlegen in die Versuchslosung (Temperatur
24° C) anndhernd konstant und auch so groB, daB er bei MeBintervallen
von zwei bis drei Stunden sicher festgestellt werden kann. Wie aus Ta-
belle 1 hervorgeht, zeigen zudem Hypokotyle mit einer Anfangslinge
von 7—10 em (Ansatz der Kotyledonen bis Wurzelhals) in der Versuchs-
losung alle denselben Zuwachs, kleinere Hypokotyle wachsen etwas
langsamer. Aus diesem Grund wurden fiir die Versuche Stiicke von
7—10 cm langen Hypokotylen verwendet.

Die Verteilung des Wachstums iiber die Linge des Hypokotyls ent-
spricht nach meinen Untersuchungen derjenigen der Mehrzahl der Diko-
tylen-Keimlinge (z.B. Rothert 1896, Strugger 1934, Diehl,

1 Zusammensetzung der unverdiinnten Nihbrlosung (s. a. Burlet, 1940):
6000 cc destilliertes Wasser enthalten 2 g Ca(NOs)s, 0,5 g KH2PO., 0,5 g KNOs,
0,5 g MgS0,, 0,25 g¢ KCI und 0,005 g FeCls. Hinsichtlich Begriindung der Verdiinnung
8. 8. 217, hinsichtlich Volumen und Schichtdicke der Versuchslosung s. S.219.
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Gorter, van Iterson und Kleinhoonte 1939). Die Wachs-
tumszone umfaBt die obersten 2—3 cm des Hypokotyls. Sie beginnt
unmittelbar unterhalb des Ansatzes der Kotyledonen; die Zone stirksten
Wachstums ist 4—6 mm von ihnen entfernt und verdndert ihre Lage
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Figur 10.

Abhiingigkeit der Ausdehnung der Wachstumszone von der
Linge (Alter) der Hypokotyle.

kaum mit dem Alter der Keimpflanze (ganz schwache Verschiebung nach
unten). Bei dlteren (lingeren) Hypokotylen verteilt sich das Wachstum
gleichmiiBiger iiber die ganze Wachstumszone, die hier auch linger ist
als bei jingeren Pflanzen (Fig. 10). Trotz der lingeren Wachstumszone
nimmt die Wachstumsgeschwindigkeit des Hypokotyls mit dem Alter ab,
d.h. das Wachstum der einzelnen Zonen wird geringer, was auch
Strugger (1934) bei Helianthus annuus feststellte.

Tabelle 1. :
Zuwachs der Hypokotyle verschiedener Anfangslinge in Versuchslosung bei 24° C.
Anfangslinge Zuwachs
mm in mm pro Std.
50 025"
70 0,35
75 0,33
80 0,33 .
85 0,35
1005 0,35

Es ist noch notwendig, die Wachstumsreaktion des Hypokotyls
gegeniiber Wuchsstoff zu priifen, und zwar in dem fiir die Heteroauxin-
bestimmung in Frage kommenden Konzentrationsbereich (1°:10—" bis
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5-10~* molar IES). Wie Fig. 11 zeigt, wird das Wachstum von Hypo-
kotylstiicken, die sich wahrend drei Stunden in Wuchsstofflosungen be-
fanden, gegeniiber dem Wachstum der Kontrolle (ohne Wuchsstoff !)
stark gefdrdert; die Forderung nimmt mit steigender Konzen-

TOTALZUWACHS (mm)

1 1 Pl A
(o) 6 12 24

STUNDEN NACH WUCHSSTOFFZUGABE

Figur 11.

EinfluB der Konzentration des Heteroauxins auf das Wachs-
tum der Hypokotylstiicke von Cucumis sativus.
Behandlungszeit : 3 Stunden.

‘l, Beginn der Wuchsstoffbehandlung.

’:‘ Schluf der Wuchsstoffbehandlung.
c o Kontrolle.

2 1,43 - 10—5 molar.

o—a 2,86 - 10—5 molar.

¢—= 5,70 - 10—5 molar.

A

tration zu. Bei noch hoheren Konzentrationen, als sie in Fig. 11 ange-
geben sind, ist die Forderung nur wenig groBer. Ahnliche Besultate
erhélt man auch, wenn bei gleichbleibender Konzentration die Behand-
lungszeit, d.h. die Zeit, wihrend der sich die Hypokotylstiicke in der
Wuchsstofflosung befinden, verindert wird : Mit zunehmender Behand-
lungszeit (22 Minuten bis 6 Stunden) nimmt auch die Wachstumsforde-
rung zu (s. a. Gast, 1942).

Das Wachstum der Hypokotylstiicke wird also durch IES in Kon-
zentrationen, wie sie bei meinen Versuchen iiber die Aufnahme des
Heteroauxins verwendet werden, in allen Fi#dllen gefordert. Da-
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durch, daB sich bei verschiedenen Konzentrationen an IES resp. bei ver-
schiedenen Behandlungszeiten auch Unterschiede in der Wirkung
zeigen, ist eine fiir die Losung der gestellten Aufgabe wichtige Voraus-
setzung erfiillt.

" Die Bestimmung des Heteroauxins in der Versuchslosung

Bei der Bestimmung des IES-Gehaltes von Versuchslosungen, in
denen sich Pflanzenteile befunden haben, mufl damit gerechnet
werden, daB durch die Versuchsanstellung bedingte oder aus den Ver-
suchspflanzen stammende Stoffe in der Ldsung vorhanden sind, welche
die Farbreaktion storen konnen. In meinen Versuchen handelte es sich
speziell darum, festzustellen, ob vielleicht Ionen der Nihrlosung oder
Stoffe aus den Hypokotylen von Cucumis die Bestimmung ungiinstig
beeinflussen. ;

Winkler (1934) erwihnt, dal Nitrate — {iiberhaupt Anionen
stark oxydierender Siuren — die Adamkiewicz-Hopkinssche Trypto-
phanreaktion stéren. Nach meinen Versuchen gilt dies auch fiir die Farb-
reaktion der IES; das Absorptionsmaximum der Farblosung wird durch
Anwesenheit von Nitrationen nach dem kurzwelligen Gebiet verschoben,
und die Absorptionskurve wird viel flacher (s. Fig. 12). Auler den Nitra-
tionen sind alle andern in der Pfeffer-Robbins-Néhrlosung vorhandenen
Tonen ohne EinfluB auf die Bestimmung. Da aber Nitrationen fiir die
Pflanze notwendig sind, muf wenigstens dafiir gesorgt werden, daB sie
nicht in zu hohen Konzentrationen in das Bestimmungsgemisch
gelangen . Um dies zu erreichen, kann man die Néhrlosung fiir die
Versuche entsprechend verdiinnen oder die Nitrationen vor der Bestim-
mung von der Losung abtrennen. Fiir meine Versuche wurde die Néhr-
losung hundertmal verdiinnt gegeniiber ihrer gebrduchlichen Konzentra-
tion; ihr Salzgehalt ist dann 0,005 %/, und 1 cc Losung enthilt noch
2,26 y Nitrationen?. (Damit die Storung gerade nicht mehr auftreten
wiirde, miiBte die Nihrlosung nur fiinfundsiebzigmal verdiinnt werden.)

Weiter wurde festgestellt, daf wiihrend der lingerdauernden Ver-
suche (12—24 Stunden) von den Hypokotylen Stoffe an die umgebende
Losung abgegeben werden, die offenbar den Ausfall der Farbreaktion
beeinflussen. Die Losungen werden nach zirka 12 Stunden opaleszent,
dann milchig triibe. Nach Zusatz von Wuchsstoff zu einer triiben Losung
wird bei seiner kolorimetrischen Bestimmung eine Abnahme festgestellt;

1 Heteroauxin $elbst wird durch Nitrationen nicht verdindert; denn extrahiert
man es z. B. mit Ather aus der Nihrlosung, so wird es unverindert wieder gefunden.
2Es sei auch noch darauf aufmerksam gemacht, da bei Verwendung von
Leitungswasser an Stelle von Nihrlosung nach meinen Versuchen auch dieses
storend wirkt, sofern sein Gehalt an Nitrationen grioBer als etwa 3 mg pro Liter ist.



- 218 —

man muB daraus entweder auf eine Inaktivierung des Wuchsstoffes oder
oder auf eine Storung der Reaktion schliefen .

Da es nicht gelang, den storenden Stoff zu beseitigen, wurde der
Ausweg gewihlt, die Pflanzen nur so lange mit der Versuchslosung
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Figur 12.

Absorptionskurve des durch Nitrat verinderten -Indolyl-
essigsdure-Farbstoffes im Vergleich mit der normalen

Absorptionskurve.
a s 45y f-Indolylessigsiure mit 1 mg Ca(NOs)2 im
Bestimmungsgemisch.
c o 45y f-Indolylessigsidure im
Bestimmungsgemisch,

in Beriihrung zu lassen, daB die ausgetretene Menge des storenden
Stoffes (oder Stoffe) noch o hne EinfluB bleibt. Dieser Grenzwert be-
trdgt unter meinen Versuchsbedingungen (24° C, Schichtdicke der Ver-
- suchslosung zirka 3 mm, 40 Hypokotylstiicke pro Versuch) sechs
Stunden. Vorversuche zeigten, daf auch in dieser Zeit die Wuchsstoff-
aufnahme noch grof genug ist, um gemessen werden zu konnen. Fiir die
Durchfiihrung der Versuche ist wichtig, daB auch in diesem Falle der
Wuchsstoff aus der Losung extrahiert werden muB; denn bei di-
rekter Verwendung der Versuchslosung fiir die Bestimmung wird der
IES-Farbstoff verdindert. Als Extraktionsmittel verwendete ich pero -
xydfreien Ather.
Spezielle Versuche iiber die Art der Extraktion ergaben :
1. Das Gleichgewicht der Verteilung von IES zwischen Ather und
Wasser ist nach 30 Sekunden Schiittelzeit sicher erreicht (Ta-
belle 2).

! Meine speziell hieriiber angestellten Versuche machen es wahrscheinlich, daB
es sich dabei um eine Storung der Farbreaktion handelt.
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Tabelle 2.

Abhiingigkeit der extrahierten Menge IES von der Schiittelzeit.
Volumverhiltnis Ather zu wisseriger Losung 1: 1.
Menge IES in 25 cc Losung 1250 y. Temperatur ca. 15° C.

Schiittelzeit Extrahierte Menge IES
Sekunden f in %
30 1240 99,3

60 1248 BOE: 5

120 1248 99,8 -
150 1250 100,0

2. Ein dreimaliges Ausschiitteln der wiBrigen Losung mit je einem
Viertel - ihres Volumens an Ather geniigt, um praktisch allen
Wuchsstoff zu extrahieren (Tabelle 3). Wird nur einmal ausge-
schiittelt, 'so werden etwa 70 %o herausgeholt.

Tabelle 3.

Abhiingigkeit der extrahierten Menge IES von der Zahl der Ausschiittelungen.
Volumverhiltnis Ather zu wisseriger Losung 0,25 : 1.
Menge IES in 20 cc Losung 339 ». Temperatur ca. 20° C.

Zahl Extrahierte Menge TES

der Aus-
schiittelungen in y in %
2 329 97,4
3 340 100,4
4 337 99,6
5 347 102,6

3. Der Verteilungskoeffizient der IES Zwischen Ather und Wasser
wurde bei 20° C zu 20,1 £ 1,3 bestimmt (Dolk und Thimann,
1932, berechneten ihn bei 0° C zu 9,4).

Bei der Ausfithrung der Versuche wurden auBer den oben erwihnten
Umstinden noch folgende Punkte beriicksichtigt : Die Zahl der Hypo-
kotylstiicke mubB so groB gewihlt werden, daB das Material statistisch
einheitlich ist (Fisher, 1938) und daB auch die Wuchs-
stoffabnahme der Losung in den notwendigen, kurzen Versuchs-
zeiten meBbare Werte erreicht. Das Volumen der Versuchslosung
sollte moglichst klein sein, damit groBtmogliche Differenzen in ihrem
Heteroauxingehalt am Schlusse des Versuchs gegeniiber der Anfangs-
konzentration erhalten werden. AuBerdem muB die Schichtdicke der Lo-
sung so gering sein, daB eine geniigende Sauerstoffversorgung der Hypo-
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kotylstiicke gewdhrleistet wird. Die Beriicksichtigung dieser Gesichts-
punkte fiihrte zu folgender Versuchsanstellung :

Von Keimpflanzen geeigneter Linge (7—10 cm) werden die Koty-
ledonen direkt an ihrem Ansatz und die Wurzeln zirka 1—2 em oberhalb
des Wurzelhalses mit einem Rasiermesser abgeschnitten; die so erhal-
tenen Hypokotylstiicke werden in Versuchslosung von etwa noch anhaf-
tendem Torf und Sand gereinigt, dann gleichmiBig in Gruppen von je
40 Stiick von 6—8 em Liinge verteilt, in Kristallisierschalen (& = 10 ¢m)
mit 25 cc Versuchslosung (Schichtdicke zirka 3 mm) Ubertragen und fiir
die ganze Dauer des Versuches in einen Thermostaten (24° C, dunkel)
gestellt. Nach einer halben Stunde haben die Hypokotyle die Temperatur
der Umgebung angenommen und koénnen nun zum ersten Male gemessen
werden *. Zwei Stunden spiter werden sie nochmals gemessen und in
ein gleiches Volumen heteroauxinhaltige Versuchslosung iibertragen
(pH der Losung je nach IES-Konzentration 4,1 bis 5,6). Nach einer
geeigneten Versuchsdauer, die meistens 3 Stunden und nie mehr als
6 Stunden betrigt, wird die Heteroauxinlésung von den Hypokotyl-
stiicken abgegossen, die noch anhaftende Wuchsstofflosung dreimal
griindlich mit Versuchslosung abgespiilt und daraufhin die Hypokotyl-
stiicke in neue Versuchslosung iibergefiihrt, wo ihr Wachstum noch zirka
18 Stunden weiter verfolgt wird.

Die Extraktion des Heteroauxins mit Ather aus der mit der Spiil-
16sung vereinigten Heteroauxinlésung wird folgendermaBen ausgefiihrt :
Die Losungen werden mit n/10 HCl angesiuert (1 ecec HCI pro 10 ec Lo-
sung), je viermal 45 Sekunden mit einem Viertel ihres Volumens per-
oxydfreiem * Ather ausgeschiittelt und die vereinigten Atherfraktionen im
Wasserbad bis fast zur Trockne destilliert. Um den restlichen Ather zu
- vertreiben, wird der Riickstand zum Losen der IES mit kochendem *
Aqua dest. aufgenommen und je nach der zu erwartenden Heteroauxin-
menge auf das fir die Bestimmung geeignete Volumen gebracht. Das
Volumen der Bestimmungslésung darf aber nicht weniger als zirka ein
Drittel desjenigen der Versuchslésung betragen, da sonst der storende
Stoff zu stark angereichert wird.

Von den so erhaltenen Bestimmungslésungen werden je zwei Proben
entnommen, deren Bestimmung mit der im ersten Teil der Arbeit ange-

' Auch wenn keine Wachstumsmessungen vorgenommen wurden, blieben die
Hypokotylstiicke vor der Zugabe der IES rund 2 Stunden in Néhrlosung.

? Befreiung des Athers von Peroxyden : Der Ather wird mit konzentrierter,
wiisseriger Ferrosulfatlosung geschiittelt, von der wisserigen Schicht getrennt,
durch Schiitteln mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und dann rektifiziert.
Vor Gebrauch wird er regelmiBig mit Vanadinschwefelsiure oder Kaliumjodid auf
Peroxydfreiheit gepriift (Brieger 1931, S. 554). Zur Gewinnung von besonders
reinem Ather dient eine Methode von Rieche und Meister (1936).

8 Kurzes Kochen zerstort das Heteroauxin nicht.
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gebenen Methode getrennt durchgefiihrt wird. Neben den Versuchen
wird stets ein Blindversuch oh n e Hypokotylstiicke, aber sonst unter
den gleichen Bedingungen, ausgefiihrt und aus der Differenz zwischen
dem Wuchsstoffgehalt dieser Kontrollosung und demjenigen der Ver-
suchslosung die aus der Losung verschwundene, d. h. von den Hypokotyl-
stiicken aufgenommene Wuchsstoffmenge ermittelt. Der Fehler der Be-
stimmung der aufgenommenen Wuchsstoffmenge wurde bereits im ersten
Teil der Arbeit, S. 210, diskutiert.

Versuche iiber die Heteroauxinaufnahme durch Cucumis sativus.
a) Vorversuche,

Bei meiner Versuchsanordnung wird nur festgestellt, wieviel Wuchs-
stoff durch die Titigkeit der Hypokotylstiicke aus der Lisung
verschwindet; es mufl deshalb in erster Linie untersucht werden,
ob die 1ES wirklich von der Pflanze aufgenommen worden ist.

Thimann (1934) beobachtete nimlich, da wihrend der Extrak-
tion von zerkleinertem Pflanzenmaterial mit Wasser das Auxin, sehr
. wahrscheinlich durch frei gewordene Oxydasen, inaktiviert wird. L ar -
sen (1936, 1940) untersuchte den Auxin- und Heteroauxin-inaktivie-
renden Stoff, der von verwundeten Phaseolus-Keimpflanzen an Agar
abgegeben wird und der auch im PreBsaft der Keimlinge vorhanden ist.
Seine Versuchsergebnisse machen die Annahme wahrscheinlich, daB es
sich dabei um ein Oxydationsenzym handelt. Kornmann (1935),
Fiedler (1936) und Gorter und Funke (1937) z. B. stellten an
den Schnittfliichen der verschiedensten Pflanzen und Pflanzenorgane
eine Inaktivierung des Auxins fest. Es scheint demnach eine allgemein
verbreitete Erscheinung zu sein, daB Auxin und Heteroauxin durch
Stoffe, die aus verwundeten Pflanzenteilen austreten (wahrscheinlich
Oxydationsenzyme) zerstort werden.

Es stellte sich nun die Frage, ob bei meinen Versuchen auch eine
Zerstorung des Heteroauxinsg stattfindet und die aus der Losung
verschwundene Menge nicht oder nur zum Teil auf eine Wuchsstoffauf-
nahme zuriickzufiihren ist.

Wenn tatsichlich Hypokotylstiicke von Cucumis wihrend des Ver-
suches wuchsstoffinaktivierende Stoffe, wie Oxydasen, an die Versuchs-
16sung abgeben, so muf} diese Losung, nachdem die Hypokotyle aus ihr
entfernt worden sind, noch die Fihigkeit besitzen, Wuchsstoff zu inak-
tivieren. Um dies zu priifen, wurden Hypokotylstiicke unter den iiblichen
Versuchsbedingungen drei Stunden in Versuchslosung . gelegt und ihr
nach Entfernung der Hypokotyle 1250 y Heteroauxin zugesetzt. Vor der
Aufarbeitung der Losung fiir die Bestimmung des Wuchsstoffes wurde
sie drei Stunden unter denselben Versuchsbedingungen stehen gelassen

und nach dieser Zeit ein IES-Gehalt von 1260 y, also 0.8 %o zuviel, fest-



222

gestellt, d. h. daB der in der AuBlenlésung inaktivierte Anteil des Hetero-
auxins gering und nicht gréfer als der Fehler der Bestimmungsmethode
sein kann.

Wiirde aber der Wuchsstoff etwa direkt an den Schnittfli-
chen Inaktiviert, so miiBte der Wuchsstoffgehalt der Losung entspre-
chend der steigenden Zahl der Schnittflichen abnehmen. Folgende Ver-
suchsanstellung soll hieriiber Auskunft geben : Es wurden drei Gruppen
von je vierzig 8 cm langen Hypokotylstiicken hergestellt; bei einer
Gruppe wurden die Hypokotyle in vier, bei einer andern in zwei Teile
geschnitten und bei der dritten ganz belassen. Alle iibrigen Versuchs-
bedingungen, vor allem auch das Gesamtvolumen der Hypokotylstiicke
innerhalb der Versuchsreihe, wurden konstant gehalten. Tabelle 4 zeigt
das Ergebnis verschiedener solcher Versuche : Gleichgiiltiz, wieviel
Schnittflichen angebracht worden sind, verschwindet immer gleichviel
Wuchsstoff aus der Losung; die Werte sind nicht signifikant von-
einander verschieden, wie aus den Angaben der Spalte 5 hervorgeht,
die zeigen, wie grofl die Wahrscheinlichkeit ist, daB die Werte in
Spalte 3 signifikant different sind (Fisher 1938). Eine sichere Aus-
sage liber die Beeinflussung der IES-Aufnahme durch die Schnittfléichen
diirfte nur auf eine Wahrscheinlichkeit fiir die Signifikanz von mehr als
95 % gegriindet werden (Burn 1937, Fisher 1938, Koller 1940).

Tabelle 4.

Aufnahme des Heteroauxins durch Hypokotylstiicke mit verschiedener Zahl von
Schnittflichen,
25 cc IES-Losung; 2,86 - 10—4 molar (1250 7).
Behandlungszeit 3 Stunden, Temperatur 24° C.

Verschwundene
IES

Zahl

P Zahl

Signifikanz ?

Schnittflichen

(in % von a)

der Versuche !

azub:39%

a 80 100+ 0 % 5
160 9B+ 75 % 4 bzuc:77 %
360 117+ 144 % 4 ¢z g L 0%

1 Alle Bestimmungen der IES wurden zudem im Doppel ausgefiihrt.
2 Die Berechnung der Signifikanz erfolgte absichtlich unter den fiir
die zu beweisende Aussage ungiinstigen Bedingungen.

Mit einer zweiten Gruppe von Versuchen sollte gezeigt werden, daB
auch unverletzte Hypokotyle Wuchsstoff aufnehmen. Zu diesem
Zwecke wurden die ganzen Keimpflanzen verwendet und derart in Petri-
schalen gelegt, daf nur die Hypokotyle in die Losung eintauchten, die
Wurzeln und Kotyledonen aber nicht mit ihr in Beriihrung kamen. Bei
dieser Versuchsanstellung konnte aber die genaue Linge des einge-
tauchten Hypokotylteiles nicht festgestellt werden, da die Losung zwi-
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schen diesen kapillar aufsteigt; auBerdem war es auch schwierig, die
Wuchsstofflosung von den Keimpflanzen quantitativ abzuspiilen. Obwohl
diese Versuche daher nur qualitativ zu werten sind, lie sich doch mit
Sicherheit eine Aufnahme des Wuchsstoffes auch durchunverletzte
Hypokotyle feststellen.

Als weitern Hinweis, daf3 die Schnittfliichen die Menge der aus der
Losung verschwundenen IES nicht beeinflussen, soll ein Versuch ange-
fiihrt werden, bei dem die Wuchsstoffaufnahme abgeschnittener
mit derjenigen abgebrannter Hypokotylsticke verglichen wurde.
Durch das Abbrennen mit dem Thermokauter (s. Burlet, 1940) wer-
den die Zellen an der Trennungsfliche rasch abgetotet und die Enzyme
wohl génzlich zerstort. Wenn nun die Schnittflichen die Wuchsstofi-
abnahme der Losung beeinflussen, so miissen sich zwischen der Wirkung
der abgebrannten und jener er abgeschnittenen Hypokotylstiicke Unter-
schiede ergeben. Wie aus Tabelle 5 deutlich hervorgeht, sind aber die
Werte nicht signifikant voneinander verschieden (s. S. 210).

Tabelle 5.

Aufnahme des Heteroauxins durch abgeschnittene und abgebrannte Hypokotylstiicke.
(esamtvolumen der Hypokotylstiicke 6,4 cc.
25 cc IES-Losung; 2,86 * 10— molar (1250 »).
Behandlungszeit 3 Stunden, Temperatur 24° C.

Zahl Verschwundene IES
Behandlungsart der
Wundflichen _ in y in %o
eschnitten 80 155,0 12,4
5 160 1550 12.4
i 80 152.5 12,2
i ’ 160 1475 118

Die hier beschriebenen Versuche zeigen also, daf die IES unter
m e inen Versuchsbedingungen weder durch an die Losung abgegebene
Stoffe noch direkt an den Schnittfliichen in meBbarer Menge inaktiviert
wird und daB demnach die aus der Losung.,verschwundene
Wuchsstoffmenge sicher als von den Hypokotyl-
stiicken aufgenommen betrachtet werden darf.

b) Hauptversuche.

Wie aus den Versuchen anderer Autoren hervorgeht (Albaum,
Kaiserund Nestler 1937,Geiger-Huber 1938, Skoog 1938,
Gast 1942), sind Wuchsstoffkonzentration und Behandlungszeit be-
sonders wichtige Faktoren fiir die Grofie der Wuchsstoffaufnahme; dies
war auch in meinen Versuchen der Fall.
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Wie Fig. 13 zeigt, nimmt die Geschwindigkeit, mit welcher der
Wuchsstoff aus einer ruhenden Losung aufgenommen wird, mit der
Versuchsdauer, d. h. Behandlungszeit, rasch ab. Durch Extrapolation aus
den Kurven 1iBt sich ermitteln, daf nach zirka 9 Stunden die Aufnahme

200 1~

[}
o

WUCHSSTOFFAUFNAHME ()

1 1 1
120 240 360
BEHANDLUNGSZEIT (MINUTEN)

Figur 13.

Abhiingigkeit der Heteroauxinaufnahme von der
Behandlungszeit.
Anfangskonzentration der AuBlenldsung :

a2 Versuch V 30 | .
B el }0,70 10—5 molar.
o Versuch V 54
9——0 Versuch V 55

&

O

o]

} 2,86+ 10—4 molar.

praktisch aufhort und sich zu dieser Zeit ein Gleichgewicht zwischen
der aufgenommenen und der in der AuBenlésung verbleibenden IES
einstellt. Die zur Erreichung dieses Gleichgewichts notwendige Menge
aufgenommener IES fiir 40 Hypokotyle von 5 cc Gesamtvolumen ist bei
diesen Versuchen fiir eine Anfangskonzentration von 2,86 - 10—* molar
230 p, fiir 5,7-10~° molar 35 y. Bei den normalerweise von mir ange-
wendeten Behandlungszeiten von drei und sechs Stunden werden 75 %
resp. 94 % der Gleichgewichtskonzentration erreicht. Bezieht man bei
allen solchen Versuchen die Wuchsstoffmenge, die bei Gleichgewicht
aufgenommen wiirde (in meinen Versuchen aus technischen Griinden
nicht bestimmbar, vgl. S.218, und nur durch Extrapolation erhalten),
auf den Wassergehalt (97.5 %o) der Hypokotylstiicke, so erhilt man die
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Tabelle 6.

Gleichgewichtskonzentration des Heteroauxins in Versuchslosung
und Hypokotylstiicken.
Mittelwerte aus unter sich vergleichbaren Versuchen.
Volumen der Hypokotylstiicke 5—7 ce.
95 cc IES-Losung, Temperatur 24° C.

Gleichgewichtskonzentration

Angewendete gt edl Z;;;l
Konzentration

: ; Versuche
in im L
Versuchslosung Hypokotyl

a 5,7+ 10—5 molar

x5 40 5
Ll o e [0 8,0 £ 0,9 5
b . 4 3
2,86 - 10— molar 420+05 | 389131 18
= 50 y pro cc

b:a 5,0 5,18 4,86

in Tabelle 6 angegebenen Konzentrationen im Hypokotyl resp. in der
Versuchslosung; die Unterschiede sind, wie die Rechnung zeigt (z. B.
Burn 1937, Fisher 1938) nicht signifikant. Bei Gleich-
gewicht wird also im Innern der Gewebe, bezogen auf ihr Volumen an
Wasser, dieselbe Konzentration erreicht, wie sie in der Aufienlosung
vorhanden ist*. Dasselbe stellten Albaum, Kaiser und Nestler
(1937) bei Zellen von Nitella fest, und sie schlossen daraus und aus dem
zeitlichen Verlauf der Wuchsstoffaufnahme, daf es sich um einen ein-
fachen DiffusionsprozeB handeln muB. Aus der dritten Zeile in Tabelle 6,
die die Verhiltniszahlen aus den Versuchsreihen a und b angibt, ist
auch zu entnehmen, daB das Verhiltnis der Konzentrationen in der AuBen-
16sung resp. im Hypokotyl gleich bleibt wie bei den gebotenen Anfangs-
konzentrationen; dasselbe gilt auch fiir hohere Wuchsstoffkonzentratio-
nen (5,710~ molar). Die theoretisch groBtmogliche Menge IES, die
durch Diffusion von 1 ce Hypokotylstiicken bei 24° C aufgenommen
resp. gelost gehalten werden konnte, ist 3,10 mg entsprechend der fest-
gestellten Loslichkeit der IES in Wasser bei 24° C von 3,18 gfl.

Trigt man fiir die in Fig. 13 dargestellten Kurven die Werte fiir
die Behandlungszeit in einem logarithmischen MaBstab auf, so
erhilt man zwei Gerade. Die wahrscheinlichste Lage dieser
Geraden wurde mit Hilfe des Regressionskoeffizienten (Pitter, 1929)
fiir 5,70 - 10— molar zu 24,0 +£0,17 und fiir 2,86°10~" molar zu

1Bei dem in Figur 13 eingezeichneten Versuch mit 2,86 10—4 molar 1ES ist
die am Schlusse des Versuches im Hypokotyl erreichte Heteroauxinkonzentration
allerdings’ groBer als die Anfangskonzentration der Losung. Da die Streuung der
Werte dort groB ist, kommt diesem Ergebnis aber keine reelle Bedeutung zu.

15
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113,4 £ 17,6 berechnet und daraus wieder die in Fig. 13 eingezeichneten
Kurven konstruiert. Aus diesen geht auch hervor, daf sich die Abhin-
gigkeit der Wuchsstoffaufnahme von der Behandlungszeit bei verschie-
denen Konzentrationen qualitativ nicht dndert, der Kurventypus bleibt
derselbe. Vergleicht man die Regressionskoeffizienten der beiden Kurven
miteinander, so fillt auf, daB sie sich ungefihr gleich wie die entspre-
chenden Konzentrationen, nimlich wie 1:5 verhalten. Wenn man be-
riicksichtigt, daB die Versuche nicht gleichzeitig ausgefiihrt wurden, ist
die Ubereinstimmung der beiden Quotienten gut.

Versuche, bei denen bei einer bestimmten Behandlungszeit die IES-
Konzentration versindert wurde, ergaben, wie. Fig. 14 zeigt, daB
die Aufnahme der Konzentration direkt proportional ist. Dies
gilt auch, wie nach den Versuchen iiber den Einfluf} der Behandlungszeit
erwartet werden mubite, wenn das Gleichgewicht noch nicht erreicht ist,
da ja die eintretende relative Wuchsstoffmenge nur durch die Behand-
lungszeit, nicht aber durch die Konzentration bestimmt wird, d.h. daB
in jedem Zeitpunkt ein bestimmter Prozentsatz der in der AufBlenlosung
gerade vorhandenen Wuchsstoffmenge eindringt. Hingegen ist die ab -
solute Menge von Konzentration und Behandlungszeit stark ab-
héngig. Diese Resultate sind in guter Ubereinstimmung mit denen
anderer Autoren, die biologische Teste beniitzten (Thimann und
Bonner 1932, Skoog 1936, Gast 1942). Es muB jedoch beachtet
werden, daB es sich bei den Versuchen von Thimann und Bonner
(1932) um den Ubertritt des Wuchsstoffes aus einem Agarwiirfel in die
Avena-Koleoptile, und zwar an der Schnittfliche handelt, wihrend bei
meinen Versuchen der Wuchsstoff aus der u mgebenden Losung
vom ganzen Hypokotylstiick aufgenommen wird. ‘

Verschiedene Beobachtungen wihrend der Versuche lieBen ver-
muten, daB das Reaktionsvolumen fiir die Wuehsstoffaufnahme
eine Rolle spielt, darum wurde sein EinfluB speziell untersucht. Unter
Reaktionsvolumen verstehe ich das einer Volumeinheit (1 cc) Hypo-
kotylstiicke zur Verfiigung stehende Volumen der Heteroauxinlésung; es
wird also durch den Quotienten aus dem Volumen der Losung und dem-
Jenigen der Hypokotylstiicke ausgedriickt. Es gibt zwei Mo6glichkeiten,
diesen Quotienten zu variieren : entweder 138t man das Volumen der
Hypokotylstiicke * konstant und variiert dasjenige der Versuchslosung,
das Verhéltnis zwischen diesen beiden GroBen entspricht dem abso -
luten Reaktionsvolumen; oder man liBt das Volumen der
Losung konstant und variiert dasjenige der Hypokotylstiicke und erhilt
so die Verdnderung des relativen Reaktionsvolumens.

1 Unter dem Volumen der Hypokotylstiicke ist immer das Gesamtvolumen aller
vierzig Hypokotylstiicke verstanden, die in ein Versuchsgefif eingetragen werden.



— 297 —

Wenn die Hypokotylstiicke aus der umgebenden ruhenden Losung
Wuchsstoff aufnehmen, wird sich die Konzentration in ihrer unmittel-
baren Nihe erniedrigen; das bedeutet, daB nun entsprechend weniger
Wuchsstoff aufgenommen wird. D1eser Vorgang mubB sich um so mehr
bemerkbar machen, je weniger Losung vorhanden 1st
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HE TEROAUXIN- KONZENTRATION
Figur 14.

Abhiéngigkeit der Wuchsstoffaufnahme von der Anfangs-
konzentration des Heteroauxins in der Versuchslosung.

i 5 a 90 Minuten.
Behandlungszeit : { % o 180 Minuten.

Um nun den Einfluf des absoluten Reaktionsvolumens zu
untersuchen, variierte ich das Volumen der Versuchslosung zwischen 6
und 75 cc. Durch die Wahl geeigneter VersuchsgefiBBe wurde fiir alle
Volumina die gleiche Schichtdicke der Lodsung, ndmlich zirka 3 mm,
erreicht, um iiberall gleiche Verhiltnisse in bezug auf den Gasaustausch
der Hypokotyle zu gewiihrleisten. Die Versuche wurden mit je 40 Hypo-
kotylstiicken von 4 em. Linge (d. h. einem Volumen von 3,65 cc), einer
Behandlungszeit von 3 Stunden und IES-Konzentration von 2,86 * 10—
molar bei 24° C.ausgefiihrt. Fiir alle Versuche dieser Art wurden nur die
ausgewachsenen Teile der Hypokotyle verwendet. Durch Vorversuche
war zwar festgestellt worden, daB die Hypokotyle in ihrer ganzen
Ausdehnung iiberall gleichviel Wuchsstoff aufnehmen; es wurde aber
trotzdem darauf geachtet, dafl die einzelnen Zonen des Hypokotyls in
allen Versuchsgruppen gleichmifig vertreten waren. Um die Versuche
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- liber den EinfluB des absoluten und des relativen Reaktionsvolumens
miteinander vergleichen zu konnen, wurde die Wuchsstoffaufnahme in
allen Fillen auf ein Volumen der Hypokotylstiicke von 1 c¢ bezogen.

In Fig. 15 ist zu sehen, daf die Aufnahme des Wuchsstoffes, wie zu
erwarten war, mit steigendem Reaktionsvolumen z unimmt. Dasselbe

150
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WUCHSSTOF FAUFNAHME Cp PRO cc HYPOKOTYL )
3

1 1 1

20 40 60

REAKTIONSVOLUMEN ('v%)

Figur 15.
Einflufl des Reaktionsvolumens auf die Wuchs-
stoffaufnahme.
Anfangskonzentration des Heteroauxins :
2.86 - 10—4 molar.
a) Volumen V|, der Versuchsldsung variiert von
6—75 ce.
Volumen Vpder Hypokotylstiicke konstant =
3,65 cc.
Behandlungszeit: 180 Minuten o———o
b) Volumen V7j, der Versuchslosung konstant —
25 ce.
Volumen VH der Hypokotylstiicke variiert von
0,1—17,3 cc. e
LSIry inuten &
Behandlungszeit : { 360 Minuten o

A

o}
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mubBte sich auch bei einer Verinderung des relativen Reaktionsvolumens
ergeben, wie ebenfalls Fig. 15 zeigt. Bei diesen Versuchen wurden die
Volumina der Hypokotylstiicke von 0,1—7,3 cc (das entspricht je vierzig
Hypokotylstiicken von 1—80 mm Lé#nge) variiert, eine Konzentration
von 2,86 -10—* molar IES und Behandlungszeiten von drei und sechs
Stunden gewiihlt. Es kommt also im Prinzip auf dasselbe hinaus, ob das
absolute oder das relative Reaktionsvolumen verindert wird : In beiden
Fillen sinkt die Wuchsstoffaufnahme mit abnehmendem
Reaktionsvolumen resp. zunehmendem Volumen der Hypokotyl-
stiicke stark ab. Dieselben GesetzmiBigkeiten konnte auch Musfeld
(1942) fiir die Aufnahme des Zuckers durch Hefezellen beobachten.

Hier mag auch noch das Ergebnis orientierender Versuche iiber den
EinfluB des Lichtes auf die Wuchsstoffaufnahme angeschlossen werden.
Von drei gleichen Gruppen von Hypokotylstiicken wurde eine wih-
rend des ganzen Versuches dunkel gestellt, eine zweite einer Belichtung
von 50 Lux (Aarau-Lampe, 25 W) und die dritte einer solchen von
5000 Lux (Luxram-Lampe, 300 ‘W) ausgesetzt. Die Versuchsschalen
wurden von unten her belichtet, um ein Aufkriimmen der Hypokotyle
aus der Losung zu verhindern. Damit sich die Losungen mit den Pflan-
zen bei der starken Belichtung von 5000 Lux nicht erwirmten, wurde
zwischen die Lichtquelle und die Schale mit den Hypokotylstiicken eine
Kiivette eingeschaltet, durch die Wasser gerade so schnell hindurch-
stromte, daB die Temperatur der Wuchsstofflosung dauernd auf 24° C
blieb. Die belichteten Hypokotylstiicke wurden vor und nach der
Wuchsstoffbehandlung dunkel gestellt.

Tabelle 7.

Aufnahme des Heteroauxins bei verschiedener Llchtmtenmtat
Liinge der Hypokotylstiicke 60 mm.
25 cc IES-Lisung; 2,86 - 10—4 molar (1250 »).
Behandlungszeit 90 Minuten, Temperatur 24° C.

; . Aufgenommene IES
Lichtintensitdt
Lux 5 d
in p in %
dunkel 67,5 5,4
50 75,0 6,0
5000 57.5 4,6

Tabelle 7 zeigt, daB das Licht in dem untersuchten Wellenléingen-
und Intensititsbereich die Wuchsstoffaufnahme kaum beeinfluBt, denn
angesichts der geringen aufgenommenen Wuchsstoffmengen miissen die
Differenzen als nicht signifikant betrachtet werden (s. S.210). Ebenso-
wenig konnte eine Lichtwachstumsreaktion festgestellt werden : das
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Wachstum war in allen Féllen genau dasselbe; auch die Wachstums
kontrollen ohne Wuchsstoff reagierten nicht auf die Belichtung.

Theoretische Betrachtungen und Modellversuche.

Aus allen bis jetzt mitgeteilten Versuchen iiber die Aufnahme des
Wuchsstoffes geht deutlich hervor, daB es sich bei diesem Vorgang um
einen reinen Diffusionsvorgang handelt, bei dem der Wuchs-
stoff sich zwischen AuBenlésung und Hypokotyl entsprechend einem
« Verteilungskoeffizienten » von ungefihr 1 verteilt. Dies wird auch
durch die Tatsache noch unterstrichen, daB die Absolutbetrége der dureh
die Hypokotyle aufgenommenen Wuchsstoffmengen unter vergleich-
baren Versuchsbedingungen stets ungefihr gleich grofy sind. Aus sieben
unter sich gleichen Versuchsreihen, die mit einer IES-Konzentration von
2,86 - 10—* molar (1250 y pro 25 cc) und einer Behandlungszeit von drei
Stunden ausgefiihrt wurden, ergab sich fiir 40 Hypokotylstiicke z. B.
eine mittlere Aufnahme von 140 49,9 y; die Schwankungen sind also
klein. Es wurde im Laufe der Untersuchung keine Beobachtung ge-
macht, wonach die Wuchsstoffaufnahme in das Hypokotyl einer A d -
sorption oder einer «adenoiden Titigkeit» zugeschrie-
ben werden miiite. Wenn solche Vorgiinge schon stattfinden, dann
werden sie durch den reinen Diffusionsvorgang quantitativ vollig iiber-
deckt. (Die Frage der Adsorption des Wuchsstoffes an den Reaktions-
orten der Zelle wird spiter behandelt, S. 237.) ‘

Es ist nun noch notig, den Vorgang der Wuchsstoffaufnahme in Be-
ziehung zu bringen zu den wichtigsten physiologischen Erscheinungen,
wie Wuchsstoffverbrauch oder Wuchsstoffinaktivierung im leben-
den Gewebe. Es ist nimlich anzunehmen, daBl das weitere Ver-
halten des Wuchsstoffes in der Pflanze sich auch in seiner Aufnahme
geltend machen muB. Der Vorgang muB z.B. anders verlaufen, wenn
sdmtlicher aufgenommene Wuchsstoff in der Pflanze fortwihrend wieder
zerstort wird, als wenn er in der Zelle frei gelost bleibt. Ieh versuchte
deshalb in erster Linie, an Hand der mitgeteilten Versuchsresultate und
einiger eigens dafiir angestellter Versuche, die im folgenden noch be-
sprochen werden, die GroBe eines eventuellen Verbrauchs oder Zersto-
rung (Inaktivierung) des aufgenommenen Wuchsstoffes innerhalb der
Zelle, resp. des Gewebes, abzuschiitzen.

Es sind aus der Literatur verschiedene Tatsachen bekannt, welche
eine Inaktivierung des Wuchsstoffes in der Pflan z e wahrscheinlich
machen. So stellten z.B. Went (1929), van der Weij (1932), van
Overbeek (1933, 1935), Bonner und Thimann (1935) und
Jahnel (1937) fest, daB weder mit der Agarabfangmethode noch durch
Extraktion der den Versuchspflanzen gebotene Wuchsstoff quantitativ
wieder gefunden werden kann. Geiger-Huberund Burlet (1936
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und Jostund ReiB (1936) beobachteten, daf die Wachstumshemmung
von Wurzeln in hemmenden Wuchsstofflosungen mit zunehmender Ver-
suchsdauer abnimmt und schliefen daraus auf einen Verbrauch, eine
Zerstorung oder doch eine Fixierung des Wuchsstoffes (Geiger-
Huber und Burlet 1936). Auch der von G ast (1942) festgestellte
Ablauf der Wachstumsreaktion bei Maiswurzeln auf kurzfristige Wuchs-
stoffgaben kann kaum anders als durch eine Inaktivierung des Wuchs-
stoffes gedeutet werden. Aber gerade aus seinen Versuchen muB man
schliefen, daf es sich dabei nur um 4uflerst geringe Mengen
inaktivierten Wuchsstoffes handeln kann. Auch den Versuchen von
Hitchcock und Zimmerman (1938, S.507) ist zu entnehmen,
daB nur wenig Heteroauxin in der Pflanze zerstért wird. Die beiden
Verfasser konnten mit der Methode Winklerund Petersen (1935)
noch mehrere Tage nach der Heteroauxinbehandlung in den Versuchs-
pflanzen (Tomaten, Gladiolus, Lonicera) IES oder doch wenigstens einen
intakten Indolkern feststellen. Ein Extrakt, der eine Farbreaktion gab,
war auch biologisch noch aktiv. Da diese Methode mit ihrer fiir physio-
logische Konzentrationen geringen Empfindlichkeit in diesem Falle noch
angesprochen hat, konnen sicher nicht grofe Mengen Heteroauxin inak-
tiviert worden sein.

Bei dem Bemiihen, die Wuchsstoffwirkung zu erklidren, wurde auch
versucht, die Wuchsstoffinaktivierung in eine direkte Beziehung zum
Wachstum zu bringen. Went (1929) spricht auf Grund seiner Ver-
suchsergebnisse mit 4vena die These aus, daf der Wuchsstoff durch das
Wachstum verbraucht werde und daf die WachstumsgroBe von der im
(Gewebe vorhandenen Wuchsstoffmenge abhiingig ist. AuchDijkmann
(1934) gelang es, an Hypokotylen von Lupinus das Wachstum in eine
quantitative Beziehung zum vorhandenen Wuchsstoff zu bringen. Bon -
nerund Thimann (1935) stellten fiir niedrige Wuchsstoffkonzentra-
tionen eine Proporfionalitit zwischen inaktivierter Wuchsstoffmenge
(Heteroauxin) und dem Wachstum fest; bei hohen Konzentrationen ist
die Inaktivierung aber wesentlich grofer als dem Wachstum entspricht,
und zudem wird auch Wuchsstoff inaktiviert, wenn das Wachstum wvoll-
stindig verhindert wird.

Wenn man annehmen darf, daB die Pflanze so lange Wuchsstoff aus
der Umgebung aufnimmt, bis ein Gleichgewicht erreicht ist, so muf3 die
Aufnahme mit abnehmendem Konzentrationsgefille sich verlang -
samen und schlieBlich aufhéren, wenn der Wuchsstoff in der
Pflanze nicht fortwihrend wieder zerstért wird. Findet aber eine Inak-
tivierung statt, so wird sich das Gleichgewicht nie einstellen kénnen,
da die Orte, wo der Wuchsstoff angereichert wird, immer wieder von
diesem frei werden und neue Wuchsstoffmolekiile eingelagert werden
konnen — es sei denn, daB das Inaktivierungsprodukt die Aufnahme
fihigkeit der Pflanze fur Wuchsstoff herabsetze.



Wie die auf S. 224 beschriebenen Versuche ergaben, nimmt die Auf-
nahmegeschwindigkeit des Wuchsstoffes mit der Versuchsdauer rasch ab
und wird schlieBlich annihernd null (s. Fig. 13). Diese rasche Abnahme
der Aufnahmegeschwindigkeit mit der Zeit macht es wahrscheinlich, da8
tatsdchlich nur sehr wenig IES in der Pflanze inak tiviert oder
verbraucht wird; denn sonst konnte sich kein Gleichgewicht ein-
stellen. In dem Grenzfall ndmlich, wo aller aufgenommene Wuchsstoff
sofort inaktiviert wiirde, miiite die Aufnahme bis zur Erschopfung der
AuBenlosung an IES weitergehen.

Um nachzuweisen, daf Heteroauxin in den behandelten Hypokotylen
wirklich noch vorhanden ist, extrahierte ich die Hypokotylstiicke nach
dem Versuch mit Ather und analysierte den gewonnenen Extrakt mit der
im ersten Teil, Seite 212, angegebenen Bestimmungsmethode. Wie zu
erwarten war, wurde aber die Farbreaktion gestort, obwohl der Ather-
extrakt nach Boysen-Jensen (1940), Methode I, gereinigt worden
war. Da aber mit einem Extrakt aus unbehandelten Hypokotylstiicken
keine Farbreaktion, mit demjenigen der behandelten hingegen die rot-
lich-gelbe Farbe erhalten wurde, wie sie bei der Stérung der Reaktion
durch Nitrat oder andere storende Stoffe eintritt (s. S. 217 ff.), kann doch
mit groBer Wahrscheinlichkeit auf die Anwesenheit von IES geschlos-
sen werden.

Weiter mull entschieden werden, ob der Wuchsstoff durch das
Wachstum verbraucht wird oder nicht. Findet ein groBerer Ver-
brauch statt, so muB sich dies nach obiger Uberlegung (S. 231) ebenfalls
in einer vermehrten Wuchsstoffaufnahme der wachsenden Organe gegen-
itber nicht wachsenden #uBern. Die Hypokotyle von Cucumis stellen fiir
diese Untersuchung ein giinstiges Objekt dar, da die Wachstumszone
relativ kurz ist und so von ein und demselben Hypokotyl gleich
lange Stiicke, die sicher die ganze Wachstumszone umfassen, mit
solchen, die nur aus ausgewachsenem Gewebe bestehen, in ithrem Ver-
halten dir ekt miteinander verglichen werden kénnen. Von 9 cm lan-
gen Hypokotylen verwendete ich fiir den Versuch die drei obersten
Zentimeter — also die Wachstumszone (s. S. 215) — und die drei unter-
sten Zentimeter, die sicher ausgewachsen sind, und brachte sie in je
25 ce Losung von 2,86 * 10—* molar IES. Nach drei Stunden wurde die
Wuchsstoffabnahme der LoOsung gemessen. Wihrend des Versuches
wurde auch das Wachstum der Hypokotylstiicke verfolgt (Fig. 16). In
Tabelle 8 sind die Werte fiir die Wuchsstoffaufnahme aus je zwei unter
denselben Bedingungen ausgefiihrten Versuchen (¢ und &) wiederge-
geben : wachsende und nicht wachsende Hypokotylstiicke nehmen
gleichviel Wuchsstoff aus der umgebenden Losung auf. DaB es sich
tatsdchlich um wachsende und ausgewachsene Hypokotylstiicke gehan-
delt hat, beweist Figur 16. Die wachsenden Teile wurden in ihrem
Wachstum gegeniiber der Kontrolle o h n e Wuchsstoff durch IES stark
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gefordert, wihrend die ausgewachsenen nur eine kaum mefbare Wachs-
tumsanregung erfuhren. Wiirden betrdchtliche Mengen Wuchs-
stoff durch das Wachstum verbraucht, so hiitten sich diese grofien
Wachstumsunterschiede (zirka 2000 %o, s. Fig. 16) auch in der Wuchs-

10 F | —58

TOTALZUWACHS (mm)

) r—l0 e — —0
0 6 12 29
STUNDEN NACH WUCHSSTOFFZUGABE
Figur 16.

EinfluB des Heteroauxins auf das Wachstum wachsender und
ausgewachsener Hypokotylstiicke.
Heteroauxinkonzentration : 2,86 - 10—4 molar.
Behandlungszeit : 3 Stunden.

o———o Versuch a } : -
W ff.
o e wachsend mit Wuchsstoff

% = Kontrolle : wachsend obne Wuchsstoff.
sa———a Versuch a
g——n Versuch b

J,« Beginn der Wuchsstoffbehandlung.

Jlk SchluB der Wuchsstoffbehandlung.

(Die Kontrolle « ausgewachsen ohne Wuchsstoff » ist nicht
eingezeichnet, da Zuwachs = 0.)

} ausgewachsen mit Wuchsstoff.

stoffaufnahme geltend machen miissen; der durch das Wachstum ver-
brauchte Wuchsstoff kann also nur einen Bruchteil des auf-
cenommenen ausmachen. Dies beweist wiederum, da die Wuchs-
stoffaufnahme ein passiver Vorgang ist und nicht durch ein Wuchsstoft-
bediirfnis der Pflanze geregelt wird (s. 8. 230).

Nach den oben beschriebenen Versuchsergebnissen muB eine Inak-
tivierung des Wuchsstoffes in g r 6 B'er e m Umfange als sehr unwahr-
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Tabelle 8.
Aufnahme des Heteroauxins durch wachsende und ausgewachsene Teile des
Hypokotyls.
Lénge der einzelnen Zonen 3 cm.
25 cc IES-Losung, 2,86 - 10— molar (1250 y pro 25 cc).
Behandlungszeit 3 Stunden, Temperatur 24° C.

Aufgenommene IES

Hypokotyl-Zone Versuch
in vk in °/u
Wachstumszone a 120,0 9.6
b 122,5 9,8
ausgewachsene a 120,0 9,6
Zone b 120,0 9,6

scheinlich angesehen werden. Es fragt sich nun, ob noch weitere
Vorgéinge und Bedingungen fiir die Heteroauxinaufnahme von Bedeu-
tung sind.

Da fiir das Eindringen eines Stoffes in die Zelle unter anderm auch
der Lipoidgehalt der Protoplasma-Membranen sicher von Bedeutung ist
(z.B. Collander 1937), wurde zuniichst der Verteilungskoeffizient
der IES zwischen Wasser und Lipoiden, nimlich zwischen Arachisél und
Wasser, resp. Olivendl und Wasser bestimmt: 15 cc Heteroauxinlésung
von 3,75 - 10~ bis 2,86 * 10—* molar wurden mit je 5 ce 01 15 Minuten? bei
13° C (Olivendl 20° C) geschiittelt und der Wuchsstoff nach der Tren-
nung der beiden Phasen durch Zentrifugieren in der Wa,ﬁrlgen Schicht
kolorimetrisch bestimmt (s. Tab. 9).

Im AnschluB an die orientierenden Versuche von Ruge (1937)
wurde auch die Verteilung der IES zwischen Olsiure und Wasser resp.
einem Gemisch von Olivenél und Olsdure (im Verhiltnis 1:1) und
Wasser untersucht®. Das Volumverhiiltnis wiBrige Losung zu Lipoid
war in diesen Versuchen 15:2. Fiir den Verteilungskoeffizienten
zwischen dem Ol-Olsdure-Gemisech und Wasser bei einer IES-Konzentra-
tion von 5,70 - 10—* molar ergab sich der Wert 7,25; fiir Olsdure betrigt
das Verhiltnis bei dieser Konzentration (100 y/ce) 5,9, fiir Olivensl 0,83
(Tabelle 9); d. h. daB die Loslichkeit der IES in diesem Gemisch grofer
ist als in jeder der beiden Komponenten.

Berticksichtigt man den Dissoziationsgrad der IES, der entsprechend
dem pH bei den einzelnen Konzentrationen Zndert und bezieht die in

! Vorversuche zeigten, daB das Gleichgewicht der Verteilung in 15 Minuten
sicher erreicht ist.

' 2Da die in der wisserigen Schicht verbleibenden kleinen Mengen von Olsiure
die Reaktion schwach stéren, miissen diese Werte als Hochstwerte betrachtet werden.
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Tabelle 9.

Verteilung der IES zwischen Lipoid und Wasser
Temperatur 13° C.
c1 = y IES pro ce L1p01d c: = y IES pro cc Wasser

B Arachisil Olivendsl! , Olsiure Olsgure - Qlivenﬁl
IES
yiec ct c2 % 1 Ca %:— c1 Ca —Z’:— [ ca %
100 — | — | — |648|784|083]320| 56 | 59| 369|508 | 7,25
Bp . e b Pspd leTaiaast onr de el o e
25 M0.80007 1049 150 | 2008 078 v lian ] L Pt S e
12,5 80 0Tn | e il 1 L S L e
R P rtino] — | el e s a0 e

! Temperatur 200 C.

das Lipoid iibergegangene Menge IES auf den undissozierten Anteil,
so ergibt sich fiir den Verteilungskoeffizienten der IES zwischen Oliven-
0l und Wasser bei 20° C der Wert von etwa 1,5.

Da die Trennung des Lipoids vom Wasser mit Sehw1er1gkelten ver-
bunden war, geben die mitgeteilten Werte nur die GréBenordnung der
Verteilung an, was aber fiir unsere Betrachtung vollig geniigt.

Um die hier erhaltenen Resultate auf die Verhiiltnisse bei Pflanzen
iibertragen zu konnen, wurde der Lipoidgehalt, d.h. die durch Ather
extrahierbaren Substanzen und der Wassergehalt der Cucumis-Hypoko-
tvle bestimmt. Die Analyse ergab : Wassergehalt : 97,5 %o; &therlosliche
Substanz : 0,1%e; iibrige Trockensubstanz : 2,4 %o. Der Lipoidgehalt ist
also so gering, dab er gegeniiber dem Wassergehalt der Hypokotyle bei
der Berechnung der Verteilung der IES zwischen Hypokotyl und Ver-
suchslosung vernachlissigt werden kann. Selbst im ungiinstigsten Fall,
wenn sich die Lipoide von Cucumis wie ein Gemisch von Olsiure und
Olivendl verhielten, wiirde die #therlosliche Substanz sich in ihrer Lo-
sungseigenschaft der IES gegeniiber nur wie weitere 0,7 %0 Wasser ver-
halten, so daB fiir die Wuchsstoffverteilung mit einem Gesamtwasser-
gehalt der Hypokotylstiicke von 98,2 %0 zu rechnen wire. :

Im Anschluf an die Versuchsergebnisse von Geiger-Huber
und Burlet (1936) wurde auch das Verhalten der IES gegeniiber

einem Adsorbens (Kohle) unterbucht Bei einer normalen Adsorption
1

gilt die von Freundlich (1922) aufgestellte Beziehung a=a-c ®
wobei a die Menge adsorbierter Substanz pro Gramm Adsorbens, ¢ dle
Konzentration der gelosten Substanz nach Einstellung des Adsorptions-

gleichgewichts und a und "11? Konstanten bedeuten. Es ergibt sich also,

daB bei niedrigen Konzentrationen relativ mehr adsorbiert wird als bei
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hoheren. Logarithmiert man die Gleichung, so sind die Logarithmen der
Menge adsorbierter Substanz und der Gleichgewichtskonzentration ein-
ander direkt proportional. In meinen Versuchen wurden je 20 cc von
7,15-1075 bis 1,14 - 10—3 molarer IES-Losung mit je 0,1 g Tierkohle

00712 |
Figur 17.

0006 | Adsorption der p-Indolylessig-
sdure an Tierkohle bei 20°C.
¢ = g adsorbierte f-Indolylessig-

sdure pro g Kohle.

0003 | c = Glei.chgewichtskonzen-

tration der Losung.
o
o
. \ 1
10 700
log ¢

- (iitbliche Handelsqualitit) geschiittelt und dann die Wuchsstofflosung
von der Kohle abfiltriert und der mnoch vorhandene IES-Gehalt be-
stimmt *. Vorversuche zeigten, daf das Gleichgewicht in drei Minuten
sicher erreicht ist. Da es nicht moglich war, die Kohle in einer kiirzeren
Zeit als drei Minuten mit der Losung zu mischen und wieder vollstindig
von ihr abzutrennen, konnte die Geschwindigkeit, mit der sich das
Gleichgewicht einstellt, nicht genauer bestimmt werden. Wie Fig. 17
zeigt, wird die Freundlichsche Beziehung erfiillt. Die IES wird sehr stark
von der Kohle adsorbiert. Derselbe Versuch wurde auch noch mit einer
anderen Kohle, ndmlich « Tierkohle pro analysi, Kahlbaum », und zwar
mit nur 0,01 g Kohle pro 20 cc Losung, ausgefiihrt. In Tabelle 10 sind
die Werte fiir a (g adsorbierte IES pro Gramm Kohle) sowie diejenigen
der adsorbierten Menge in Prozent der gebotenen Anfangsmenge zu-
sammengestellt. Der groBe Unterschied der Adsorptionsfihigkeit der
beiden Kohlenarten und die relativ starke Adsorption bei geringen Kon-
zentrationen gegeniiber hoheren geht deutlich daraus hervor; wird doch
schon bei einer 7,15 10—° molaren Lésung mehr als 90 % IES adsor-
biert, wihrend bei einer 1,14 - 10— molaren Losung nur ein Viertel bis
ein Drittel an die Kohle geht.

1Der erste Anteil des Filtrats wurde verworfen, da er, wie Versuche zeigten,
konzentrierter ist als die anfiingliche Losung. In einem Versuch enthielten die
ersten 4 cc des Filtrates 88,2 y IES, die zweiten 4 cc 83,0y, die dritten 4 cc 80,8 »
und die letzten 4 cc 80,0 y, d. i. der Gehalt der Lésung vor dem Filtrieren. Es besteht
also eine negative Adsorption der IES an Filtrierpapier.
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Tabelle 10.

Adsorption der IES an Tierkohle.
20 cc IES-Losung, Schiittelzeit 30 Minuten, Temperatur 20° C.
a — g adsorbierte IES pro g Kohle.
% — adsorbierte IES in % der gebotenen Menge.

KOI&Z?HJ%&OD Gebotene Menge Laprkolie Sk ) Tl;iioztil%gil i
(molar) B0y o
. a 10 a /o
1157106 250 0,0019 77,6 0,0232 92,8
1,43 -10—4 500 0,0032 63,6 0,0476 95,2
2,86 10—4 1000 0,0052 52,0 0,0840 84,0
5,71 - 10—4 2000 0,0077 38,3 0,1280 64,0
1,14 - 103 4000 0,0106 26,5 0,1360 34,0

Bei den Untersuchungen iiber die Wuchsstoffaufnahme durch Hypo-
kotylstiicke von Cucumis konnte keinerlei Zusammenhang zwischen dem
Wuchsstoffbediirfnis der Pflanze und der Wuchsstoffaufnahme fest-
gestellt werden. Bringt man aber die Wirkung * der IES in Beziehung
zur aufgenommenen Menge, so zeigt sich (Fig. 18 und 19), daB zunéchst
mit steigender Menge aufgenommenen Wuchsstoffes auch seine Wirkung
(Wachstumsforderung gegeniiber der Kontrolle ohne Wuchsstoff) stark
zunimmt. Werden aber von 40 Hypokotylstiicken insgesamt mehr als
etwa 60 y IES aufgenommen, so wird das Wachstum nicht mehr gefor-
dert; es bleibt in dem bei meinen Versuchen angewendeten Konzentra-
tionsbereich gleich. Bei noch groBeren Wuchsstoffmengen wiirde die
Foérderung wahrscheinlich wieder zuriickgehen und schlieBlich in eine
Hemmung umschlagen. Der in Fig. 18 und 19 ersichtliche Kurvenverlauf
148t sich kaum anders deuten, als daB mit wachsender Besetzung der
Reaktionsorte in der Zelle mit Wuchsstoffmolekillen auch die Wirkung
zunimmt. Bei einer Aufnahme von 60 y aber sind die Reaktionsorte voll
besetzt, eine weitere Wuchsstoffaufnahme bleibt mindestens zunichst
wirkungslos. Die Kurven lassen sich demnach als Ausdruck einer Ad-
sorption der IES an den Reaktionsorten der Zelle deuten. Da aufgenom-
mene Wuchsstoffmenge und Wuchsstoffwirkung einander nicht direkt
proportional sind, ist der wirkende Wuchsstoff offenbar nicht frei
gelost, sondern adsorbiert in der Zelle vorhanden (s. Geiger-Huber
und Sutter 1943). Die Adsorptionsvorginge werden aber mengen-
miiBig durch den allerdings langsameren Diffusionsvorgang iiberdeckt,
so daB sie bei der Wuchsstoffaufnahme nicht in Erscheinung treten.

v—k

1 Berechnung der Wirkung (Wachstumsforderung in %) : w = - 100,

wobei v = jeweiliger Zuwachs des Versuchs, k = jeweiliger Zuwachs der Kontrolle
bedeutet. ' : :
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Figur 18. ;
Abhéingigkeit der Wuchsstoffwirkung von der auf-
genommenen Menge Heteroauxin.
Wirkung 9 Stunden nach Beginn der Wuchsstoff-
behandlung *. Behandlungszeit 3 Stunden.
Anfangskonzentration des Heteroauxins :
o o 1,4-10—5—1,1-10—4 molar.
s 1,810—5—5,7-10—4 molar.
(Die aufgenommene Wuchsstoffmenge bezieht sich
auf je 40 Hypokotylstiicke.)

! Gleiche FuBnote wie S.237.
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Figur 19.
Abhingigkeit der Wuchsstoffwirkung von der aufgenommenen
: Menge Heteroauxin.

Wirkung 9 Stunden nach Beginn der Wuchsstoffbehandlung
(Berechnung s. FuBfnote zu Figur 18).
Anfangskonzentration des Heteroauxins : 5,70 - 10—5 molar.

Behandlungszeiten : ' ' '
° o 22—180 Minuten,
o———0 40—360 Minuten.
(Die aufgenommene Wuchsstoffmenge bezieht sich auf je 40
Hypokotylstiicke.)
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Wahrscheinlich machen sie sich erst bei sehr viel geringeren Konzen-
trationen, die mit meiner Bestimmungsmethode nicht mehr erfalit werden
konnen, auch bei der Aufnahme geltend.

Der Grenzwert von 60 y ist fiir alle Versuche auffallend konstant.
Es 148t sich aus diesem Wert leicht berechnen, wieviel IES pro wach-
sende Zelle notwendig ist, um gerade noch die maximale Wachstums-
forderung von zirka 500 %o zu bewirken, da ja wachsendes und ausge-
wachsenes Gewebe gleichviel Wuchsstoff aufnimmt (s. S. 234). Die
Wachstumszone von 21 mm Lénge (s. Fig. 10) besteht im Mittel aus etwa
333 000 Zellen (Mittel aus sechs Auszéhlungen). Ein Hypokolytstiick von
60 mm Linge muB also im Minimum 1,5 y, seine Wachstumszone dem-
nach rund 0,5 y aufnehmen; pro Zelle macht dies 1,6 - 1012 g aus oder
5,5 - 10° Molekiile. Nimmt man als Ausdehnung des Heteroauxinmolekiils
50-10%c¢m? an (s. Geiger-Huberund Burlet, 1936), so geniigt
eine monomolekulare Schicht des aufgenommenen Heteroauxins nicht,
um die geometrisch bestimmte Oberfliche der Zelle zu bedecken. Da die
Oberfliche des Protoplasmas aber sicher betrichtlich groBer ist,
so muB man annehmen, daf} die Reaktionsorte in der Zelle auf bestimmte
Stellen beschrinkt sind; sie sind wahrscheinlich ‘an ausgezeichneten
Punkten im retikuliren System des Protoplasmas (Geiger-Huber
nnd Sutter, 1943) zu suchen.

Zusammenfassung der Ergebnisse.

A. Methodisches.

1. Die von Winkler und Petersen (1935) angegebene kolori-
metrische Bestimmungsmethode des Heteroauxins wurde weiter
ausgearbeitet und auf ihre Eignung fiir physiologische Unter-
- suchungen gepriift. ,

2. Die Farbintensitit des p-Indolylessigsdure enthaltenden Bestim-
mungsgemisches ist von der Konzentration der einzelnen Reagen-
zien und von der Dauer der Behandlung im Wasserbad stark ab-
hingig. Diese Verhiltnisse wurden untersucht.

3. Auf Grund dieser Untersuchungen wurde eine Arbeitsvorschrift fiir
- die Ausfithrung der Bestimmung angegeben.

4. Die durch die Hypokotylstiicke von Cucumis sativus bewirkte.
Abnahme des Heteroauxingehaltes der Versuchslosungen wurde

~ mit dieser Methode bestimmt. !

. Die Versuche iiber die Heteroauxinaufnahme wurden mit je
40 Hypokotylstiicken von Cucumnis sativus L. von 6—8 cm Linge
in 25 ce Versuchslosung (hundertfach verdiinnte Nihrlosung nach
Pfeffer-Robbins, mit oder ohne Wuchsstoffzusatz, pH 4,1—6,1), die
eine Schichtdicke von zirka 3 mm hat, bei 24° C und im Dun-
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keln ausgefiihrt., Der Wuchsstoff kam in Konzentrationen von
1-10°—5+10~* molar Heteroauxin zur Anwendung; die Behand-
lungszeit betrug aus technischen Griinden nie mehr als sechs
Stunden.

B. Experimentelle Ergebnisse.

Das Wachstum der etiolierten Hypokotylstiicke von Cucumus sati-
vus in Versuchslosung wurde untersucht und die Wachstumsver-
teilung im Hypokotyl ermittelt.

Das Wachstum der Hypokotylstiicke wird bei den verwendeten
Heteroauxinkonzentrationen stark geférdert (300—500 o).

Das aus der Versuchslosung verschwindende Heteroauxin wird
weder in der Losung noch an den Schnittflichen in meBbaren
Mengen inaktiviert, sondern von den Hypokotylstiicken aufge -
nommen.

Die Geschwindigkeit der Wuchsstoffaufna,hme nimmt mit zuneh-
mender Versuchsdauer stetig ab und wird annihernd null, wenn
die Heteroauxinkonzentration im Gewebe diejenige der Aullen-
16sung erreicht hat, d. h. bei zirka 9 Stunden Behandlungszeit. Die
Hilfte der Gleichgewichtskonzentration wird in zirka 80 Minuten
erreicht.

Die aufgenommene Menge ist der Anfangskonzentration des ge-
botenen Heteroauxins proportional.

Die Aufnahme ist vom Reaktionsvolumen stark abhingig, und
zwar je kleiner das Reaktionsvolumen ist, desto geringer ist die
aufgenommene Wuchsstoffmenge. :

Das Licht beeinfluffit die Wuchsstoffaufnahme nicht.

Wachsende und nicht wachsende Hypokotylstiicke nehmen
gleichviel Heteroauxin aus der Losung auf.

Die Wuchsstoffwirkung ist bei einer Aufnahme von weniger als
60 y Heteroauxin pro 40 Hypokotylstiicke stark von der aufgenom-
menen Menge abhingig; wird mehr aufgenommen, so mmmt die
Wirkung (Wachstumssteigerung) nicht mehr zu.

Es wurden einige Modellversuche mit Heteroauxin ausgefiihrt,
und zwar wurde die Verteilung der g-Indolylessigsiure zwischen
Lipoid und Wasser und auch ihre Adsorption an Kohle bestimmt.
Bei einer Konzentration des Heteroauxins von 5,70 - 10—* molar
betragen die Verteilungskoeffizienten bei Zimmertemperatur fiir :
Olivensl und Wasser etwa 1,5; Ather und Wasser 20,1. -
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C. Theoretische Folgerungen.

16. Die Punkte 9—11 fiihren zu der Auffassung, daB es sich bei der
Wuchsstoffaufnahme um einen Diffusionsvorgang handelt und
nicht etwa um eine Adsorption oder eine « adenoide Tétigkeit ».

17. Die Inaktivierung des Heteroauxins in der Zelle mufl bezogen auf
die aufgenommene Menge sehr gering sein.

18. Die allenfalls fiir das Wachstum verbrauchte Heteroauxinmenge
ist verglichen mit der aufgenommenen klein; sie kann nicht groBer
sein als der Fehler der Bestimmungsmethode.

19. Um eine maximale Wachstumsforderung (500 %) der Hypokotyle
zu erreichen, miissen pro wachsende Zelle 5,5 - 10° Heteroauxin-
molekiile aufgenommen werden; eine monomolekulare Schicht
davon bedeckt die Zelloberfliche nicht.

20. Die unter 14 und 19 angefiihrten Resultate machen es sehr wahr-
scheinlich, daB der wirkende Wuchsstoff nicht frei gelost in
der Zelle vorhanden, sondern an bestimmten Zellorten adsor-
biert ist.

Die vorliegende Arbeit wurde in der Botanischen Anstalt der Universitit
Basel auf Anregung und unter Leitung von Herrn Prof.Dr.M.Geiger-Huber
vom Frithjahr 1941 bis Friihjahr 1943 ausgefiihrt. Meinem Lehrer, Herrn Prof.
Dr.Geiger-Huber, mochte ich fiir die Uberlassung des Themas und fiir die
tatkriftice Unterstiitzung der Arbeit bestens danken. :

Ebenso mochte ich Herrn Prof. Dr.G.Senn, dem Vorsteher der Anstalt, fiir
das wohlwollende Interesse, das er meiner Arbeit entgegenbrachte, und fiir die
Uberlassung der Mittel des Instituts meinen besten Dank aussprechen. .

Weiterhin danke ich Herrn A. M ey e r,. Hauswart der Physikalischen Anstalt
Basel, fiir die Anfertigung der Riihrapparatur, und Herrn E.Spaar, Abwart der
Botanischen Anstalt, fiir die Anfertigung verschiedener technischer Hilfsmittel.

Basel, Botanische Anstalt der Universitit, Juni 1943.
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