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~ Uber die Anderung des Aneuringehaltes
wahrend der Keimung von Samen mit verscluedenartlgen
Reservestoffen
Von Pia Hildegard Giitlin-Schmitz
(Aus dem Botanischen Institut der Universitiit Basel)

Eingegangen am 26. Oktober 1956
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Einleitung

Die ersten Anhaltspunkte iiber die Bedeutung des Aneurins fiir
Pflanzen zeigten sich bei den Mikroorganismen, fiir die das Vitamin, so-
wohl in der freien Form (wasserlisliches Aneurin) als auch gebunden an
Pyrophosphorsiure (Cocarboxylase), ein wichtiger Wuchsstoff darstellt
(Schopfer, 1934, 1935, 1936; Knight, 1945). Da Aneurin in hohe-
ren Pflanzen reichlich vorhanden ist, lag es nahe, auch hier einen Wuchs-
stoffcharakter anzunehmen. Ausgedehnte Untersuchungen haben auch
gezeigt, dal zugesetztes Aneurin bei isolierten Organen, besonders bei
Wurzeln (Getreide, Tomaten, Erbsen) und Embryonen (Erbsen) tatséch-
lich als Wuchsstoff wirkt (Bonner, 1937; Saubert, 1948; Bon -
nerund Bonner, 1948; Curtis und Clark, 1950; Lee und
Whaley, 1952/563; Crocker und Barton, 1953). Eine Wachs-
tumsforderung bei intakten hoheren Pflanzen lief sich dagegen nicht
eindeutig nachweisen, obwohl in Niahrlosung gebotenes Aneurin aufge-
nommen und je nach Pflanzenart in verschiedenem AusmafBe auch ge-
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speichert wird (Bonner und Greene, 1938/39; Hamner, 1940/41;
Minnum, 1941/42; Bonner, 1942/43; Bonner und Bonner,
1948; Crocker und Barton, 1953; v. Witsch und Fliigel,
1953). Moglicherweise hat das autochthone Aneurin zwar eine Wuchs-
stoffwirkung, aber zuséitzlich gebotenes Aneurin 148t keine Wachstums-
wirkung mehr auftreten. Es steht zudem fest, da Aneurin als Cocarbo-
xylase auch bei Pflanzen an der Decarboxylierung der Brenztrauben-
siiure beteiligt ist. Allerdings konnte diese wiederum nicht in allen Pflan-
zen bzw. pflanzlichen Organen gefunden werden (Bonner und Bon -
ner, 1948; Bonner, 1950).

Die Untersuchung der Verinderung des Gehaltes an autochthonem
Aneurin im keimenden Samen mit seinem starken Stoffwechsel kann nun
moglicherweise einige Aufschliisse iiber die Bedeutung dieser Verbindung
fiir die heranwachsende Pflanze geben, besonders wenn man solche
Samen vergleicht, die sich in der Zusammensetzung ihrer Reservestoffe
stark unterscheiden. :

Deshalb wurde der Gehalt verschiedener Samen und Friichte an
wasserloslichem freiem Aneurin und an Cocarboxylase wihrend der ersten
Wachstumstage verfolgt.

Methodisches

Versuchsobjekte und Versuchsanordnung

; Es wurden auf Grund der Hauptreservestoffe ihrer Samen (resp. Achiine und
Karyopse) folgende Pflanzen gewiihlt: _
Arachis hypogea L.
Helianthus annuus L.
~Pisum sativum L.
Ricinus communis L.
Zea Mays L.

Das Versuchsmaterial wurde bezogen von F. Haubensack S6hne AG, Basel:

G.R.Vatter, Bern; Botanischer Garten, Basel. ;
' Die ausgewiihlten Samen wurden unter verschiedenen Bedingungen aufgezogen
und der Aneuringehalt (als freies Aneurin und Cocarboxylase) sowie das Frisch- und
das Trockengewicht zu bestimmten Zeiten festgestellt. Fiir die Samen und Keimlinge
von Ricinus communis kam noch dazu die Bestimmung des Gehaltes an Rohfett, an
Kohlehydraten und an EiweiB.

Als Kulturmedium fiir die Keimlinge diente FluBsand, der zirka eine Stunde in
flieBendem Wasser gewaschen und mit destilliertem Wasser nachgespiilt worden war.
Bevor die Samen in die mit Sand gefiillten Kulturschalen aus Eternit gepflanzt wur-
den, wurden sie — mit Ausnahme von Arachis hypogea — vorgequollen, und zwar
Ricinus communis und Zea Mays je zwei Tage, Helianthus annuus und Pisum sativum
je einen Tag in flieBendem Wasser. Die Samen von Arachis hypogea wurden ohne vor-
herige Quellung in den Sand gebracht. Um das Austrocknen der Keimlinge zu ver-
hindern, wurden die Kulturen mit destilliertem Wasser feucht gehalten.

Aufarbeitung der Versuchspflanzen

Nach den gewiihlten Versuchszeiten wurden die Pflanzen sorgfiiltig aus dem Sand
herausgespiilt, damit moglichst wenig Wurzelmaterial verlorenging, und dann mit
Filtrierpapier abgetrocknet. Die Pflanzen wurden in zwei gleichschwere Portionen zu
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je 10 Keimlingen aufgeteilt und das Frischgewicht bestimmt. Die erste Portion diente
- zur Bestimmung des Trockengewichtes (bei 105° C bis zur Gewichtskonstanz), mit der
andern erfolgte die Bestimmung des freien und des gebundenen Aneurins.

In einer eisgekiihlten Porzellanschale wurde das Pflanzenmaterial, mit Eis-
stiicken zusammen zu einem feinen Brei zerrieben, im Verhiiltnis von zirka 1 : 8 mit
destilliertem Wasser versetzt. Dieser wiBrige Brei blieb iiber Nacht im Kiihlschrank
bei 0—40 C stehen, wodurch das freie Aneurin ausgezogen wurde. Nach weiterer Ver-
diinnung auf das Verhiiltnis 1 : 10 am niichsten Morgen wurde in der Zentrifuge der
feste Anteil vom wiBrigen Auszug («Versuchslésung») abgetrennt, Diese Versuchs-
lésung wurde bis zur Bestimmung ihres Gehaltes an Aneurin in eine Kiltemischung
(Eis/Kochsalz) gestellt.

Der Riickstand in den Zentrifugenglisern wurde noch zweimal mit destilliertem
Wasser gewaschen, abzentrifugiert und der feste Anteil mit der siebenfachen Menge
0,1 n Salzsiure sorgfiltig herausgespiilt. Zur Abspaltung der Cocarboxylase von ihrem
Apoenzym wurde dieser Brei eine halbe Stunde im kochenden Wasserbad gehalten.
auf 450 abgekiihlt und nach Zusatz einer Suspension von Diastase in 35%siger Natrium-
acetatlosung noch 2 Stunden auf 45 bis 500 gehalten. Dadurch wird die Cocarboxylase
in freies Aneurin und Pyrophosphorsiiure aufgespalten. Nach Abkiihlung auf Zimmer-
temperatur wurde der Brei mit destilliertem Wasser geeignet verdiinnt und filtriert.
Im Filtrat («Versuchslésung») wurde wiederum der Gehalt an Aneurin bestimmt. So
konnten mit einer Methode Aneurin und Cocarboxylase getrennt bestimmt werden.

Bestimmung des Aneurins

Die quantitative Bestimmung des Aneurins erfolgte als Thiochrom nach der Vor-
schrift in «c Methodsof Vitamin Assay», New York 1947. Dabei wird Aneurin
mit Hilfe von Kaliumferricyanid quantitativ zu dem blau fluoreszierenden Farbstoff
Thiochrom oxydiert. Da diese Methode spezifisch und sehr empfindlich ist, konnten
noch Werte unter /10 ¥ erfaBt werden.

Es wurde folgender Arbeitsgang eingehalten: In einem 100 ccm fassenden
- Schiitteltrichter wurde 1 cem der Versuchslésung mit 20 cem Oxydationslsung

(1 Teil Kaliumferricyanid 1°0+99 Teile Natronlauge 5 %) versetzt, withrend /2 Minute
leicht geschwenkt und dann 1 Minute lang stehen gelassen. Nun wurden 25 cem i-Buta-
nol zugegeben und das ganze 2 Minuten lang kriiftig durchgeschiittelt. Nach der Tren-
nung der Schichten — i-Butanol und Wasser — wurde die wiiBrige Phase abgelassen
und die organische Phase mit zirka 3 g Natriumsulfat getrocknet. 20 ccm der klaren
i-Butanol-Losung («MeBlosung») dienten zur Messung der Fluoreszenz im «Lu-
meniron».

Zu jeder MeBlésung gehorte ein Kontrollauszug, der anstatt mit der Oxydations-
16sung mit 20 cem 5%iger Natronlauge hergestellt worden war; als <blank» zur Ein-
stellung des Nullpunktes diente ein i-Butanol-Auszug der bei der Exiraktion verwen-
deten Reagenzlosungen.

Die Fluoreszenzmessungen wurden mit dem «Lumetron» (Photoelectric Fluores-
cence Meter, Mod. 402 EF, der Photovolt Corporation, New York) ausgefiihrt. Es wurde
eine Eichkurve im empfindlichsten MeRbereich unter Beriicksichtigung der Werte fiir
Fremdfluoreszenz von Kontrollauszug und «<blank» erstellt. Der Gehalt an Aneurin in
den MeBlésungen wurde mit Hilfe dieser Eichkurve ermittelt.

Bestimmung von Rohfett, Kohlehydraten und EiweiB

Zur Extration des Fettes wurde das getrocknete Material, das schon zur Bestim-
mung des Trockengewichtes gedient hatte, verwendet. Es wurde wihrend 70 bis
80 Stunden in einer Soxhlet-Apparatur mit Peirolither extrahiert. Das Lésungsmittel
wurde abdestilliert und das Extraktionsgut (<Rohfett») bei 80° C bis zur Gewichts-
konstanz getrocknet. :




Die Bestimmung des Eiweifles erfolgte nach K jeldal-AufschluB der Samen
oder Keimlinge so, daB einmal der Gesamtstickstoff, in einem zweiten Ansatz nur der
Aminostickstoff bestimmt wurden. Aus den erhaltenen Stickstoffwerten wurde in der
iiblichen Weise der Eiweigehalt berechnet (G. Klein, 1932; K. Paec h et al., 1952).

Die Kohlehydrate (Stirke und Zucker) wurden als Glucose mit Fehlingscher Lo-
sung nach der Methode von Lehmann-Maquenne-Schoorl bestimmt. Diese
Methode ist besonders geeignet fiir Zuckerbestimmungen in eiweiBhaltigem Material,
da sie unabhiingig ist von der Anwesenheit des Kupferoxydulniederschlages und damit
von Begleitstoffen, die diesen in Losung halten (G.Klein, 1932; K.Paech et al,,
1952).

Ergebnisse
Aneuringehalt verschiedener Samen und ihrer Organe

Zuerst wurde der Aneuringehalt von Samen mit unterschiedlicher
Zusammensetzung ihrer Reservestoffe untersucht: Arachis hypogea, Ri-
cinus communis und Zea Mays.

Obgleich die Zahl der untersuchten Arten klein ist, umfafit die Aus-
wahl doch — vom physiologischen Standpunkt aus gesehen — einen
groBen Bereich. Besondere Bedeutung wurde dem Gehalt an den Reserve-
stoffen Fett und Stirke beigemessen; Zea Mays mit seinem vor allem
Stirke enthaltenden Korn und Ricinus communis mit seinem vorwiegend
Fett enthaltenden Samen stellen so die beiden extremen Versuchspflan-
zen dar. : '

Tabelle 1 orientiert iiber den Gehalt an Reservestoffen und an Aneu-
rin der Samen und Friichte dieser Pflanzen sowie von Helianthus annuus
und Pisum sativum, die fiir spiiter zu beschreibende Versuche noch bei-
gezogen werden.

Tabelle 1
Reservestoffe der verwendeten Samen und Friichte und ihr Aneuringehalt

_Reserv‘estoffe Zea Mays! Pi_sum Arachis Helianthus Ricinug

in Gewichts-/, Y sativum ! hypogea * annyus?t communis ?
Starke.. oo .. esisiaen 50-70 30-40 8-21 0 0
Zucket. . ... .2 as 1- 4 4- 6 4-12 2 0
Eiweild: i eh mae evse 10 20 20-30 25 18
£ ) 1 L S R S TR S 2 40-50 45-50 64
Gesamtaneurin in

Gewichts-0/,2. .. ... 1,7-10% | 9,0-104| 10,7:10-%| 5,0-10-*| 0,7-10-*

davon
freies Aneurin? ...... 26,00/, 85,89/, 55,5/, 17,00/, 100,0¢/,
und
Cocarboxylase2 ...... 74,00/, - 14,20/, 45,59/, 83,09/, 0,00/,

1NachC. Wehmer, 1911.
z Eigene Messungen.



In den Samen von Ricinus communis konnte weder Stirke noch
Zucker nachgewiesen werden (Sachs, 1892). Auch in der Frucht von
Helianthus annuus fiel die Probe auf Stirke negativ aus. Dagegen wurde
in allen Samen resp. Friichten Aneurin gefunden. Es fillt aber auf, da8
der fettreiche Same von Ricinus communis bedeutend weniger Aneurin
enthilt als die iibrigen untersuchten Samen, daB darin auch Cocarbo-
xylase fehlt und nur freies, wasserldsliches Aneurin vorkommt. Bei den
andern untersuchten Arten konnte dagegen, obwohl in wechselndem Ver-
hilltnis, immer freies wasserldsliches Aneurin und Cocarboxylase be-
stimmt werden. Das Vorkommen des freien wasserloslichen Aneurins

Tabelle 2
Arachis hypogea: Aneuringehalt (Gesamtaneurin) lufttrockener Samen
5 Durchschnittl.
bt Govient pro Same | Anemripgehal i o
me in y

20 0,45 5.45 1,20.10-3

30 0,45 5,03 1,12-10-8

50 0,45 5,00 },11.10°3

20 0,685 7.9 1,15-10-3

20 0,485 5,2 1,08-10-3

20 0,36 3,95 L1 <12

20 0,45 5,25 1,16-10-3

20 0,45 5,18 1,15-10-3

20 0,45 99 1,2 -10-3

20 0,504 6,8 1,32.10-3

10 0,515 4,16 0,81-103

10 0,55 4,86 0,89.103
o1 0,54 3.5 0,65-10-3

Mittelwert 0,49 5.2 1,07 +0,05-10-3
Tabelle 3

Ricinus communis: Aneuringehalt (Gesamtaneurin) lufttrockener Samen

Anzahl der Gn?wlilzgisci]:%;;e Rﬁ;ﬁ?:;:ﬁ;?t _Aneuriflgehait
Samen inpg pro Same in Gewichts-?/,
1m Y

5 0,15 0,12 8,0-10-°

10 0,35 0,323 9,1-10-5

10 0,312 0,317 10,1.10-°

20 0,335 0,23 7,2-10-5

10 0,322 0,12 3,7-10-°

10 0,322 0,11 3,4-10-°

10 0,25 0,205 8,2-10-°

Mittelwert 0,29 0,20 7,1 £+0,995-10-°




scheint somit nicht mit dem Vorhandensein bestimmter Reservestoffe
zusammenzuhingen, wohl aber dasjenige der Cocarboxylase.

Der Aneuringehalt der Samen einer Art zeigt groBe Unterschiede.
Tabelle 2 gibt fiir Arachis hypogea, Tabelle 3 fiir Ricinus communis die
aus mehreren Portionen bestimmten Durchschnittswerte pro Same an.
Bei Arachis hypogea betriigt die Streuung des Einzelwertes zum Mittel-
wert zirka 17 %. Das Gewicht des einzelnen Samens ist ebenfalls, wie
aus der Tabelle hervorgeht, sehr unterschiedlich. Die. Streuung betrigt
hier zirka 15 %, liegt also in der gleichen GréBenordnung wie beim
Aneurin. Fiir Ricinus communis sind die entsprechenden Werte 31 %
(fiir Aneurin) und 23 %o (fiir Samengewicht).

Tabelle 4
Verteilung des Aneurins auf die einzelnen Organe bei Samen und Friichten von
: Arachis hypogea, Ricinus communis und Zea Mays

Verteilung des Aneurins auf die
Organe in °/; des Gehaltes von Samen
Anzahl der Aneuringehalt resp. Frucht
Samen in Gewichts-0/;

Embryo Iﬁg;y;l];a- Endosperm
Arachis hypogea. . .. 20 13,8 -10-* 1,7 98,3 e
10 11,6 -10-* 0 100 s
20 12,0 104 14,5 85,5 =
Zea Mays ......... 10 5,4 104 1001 — 0
Ricinus communis. . S 0,80-10% 14 0 86
10 0,78-10-* 17 0 83
10 0,74-10* 26 0 74
20 0,74-10 2 0 98

Zea Mays wurde wihrend 48 Stunden gequollen; der Aneuringehalt ist auf das
Trockengewicht bezogen; die andern Samen waren lufttrocken.

Tabelle 5
Arachis hypogea: Aneuringehalt von Keimling, Kotyledonen und Embryo wihrend
der Entwicklung (Tageslicht, ¢+ = 20 bis 25¢ C)

S Aneuringehalt in
et Kii:tl-;ilng Kotyledonenpaar Embryo?
0 6,6 1009/, 6,48 1009/, 0,12 1009/,
3 54 820/, 5,25 809, 0,15 1259/,
6 3,83 589/, 3,38 529/, 0,45 3709/,
12 2,28 3900 1,55 249/, 0,73 6009/,
18 1,86 289/, 0,35 59/, 1,51 12309/,

100 °/0 = Aneuringehalt des lufttrockenen Samens.

! Embryo inkl. Scutellum.
2 Ohne Kotyledonen.
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Anderung des Aneuringehaltes wiihrend der Entwicklung der Keimlinge
A. Verteilung des Aneurins auf Embryo und erndihrende Gewebe

Das regelmiBige Vorkommen von Aneurin in den verschiedenen
Samen und Friichten lieB die Frage nach seiner Verteilung auf die Organe
auftauchen; es wurden deshalb Embryo und ernihrendes Gewebe ge-
trennt und der Aneuringehalt unabhéngig bestimmt (Tabelle 4).

Bei den Samen von Arachis hypogea findet sich der Hauptanteil des
Aneurins in den Kotyledonen (dem erniihrenden Gewebe), withrend der
Embryo nur einen minimen Gehalt aufweist.

Bei Zea Mays konnte iiberraschenderweise im Endosperm, dem vor-
wiegend stiirkehaltigen Nihrgewebe, kein Aneurin nachgewiesen werden.
Das gesamte Aneurin findet sich im Embryo und in seinem fettreichen
Scutellum *.

Tabelle 6
Zea Mays: Aneuringehalt von Keimling, Endosperm, Scutellum und Embryo wihrend
der Entwicklung (Tageslicht, + = 20 bis 25° C)

neuringehalt in
_ Alter endeloy
S Kii;n;ilng Endosperm Scutellum Embryo
0 1,83 100,00/, 0 1,832 o
3 0.8 43,009/, 0,05 0,55 0,2
6 0,64 34,50/, 0 0,52 0,12
12 0,44 23,50/, 0 0,09 0,35

100 %/o = Aneuringehalt des Korns.

Die Verteilung des Aneurins im Samen von Ricinus communis ent-
- spricht prinzipiell derjenigen im Samen von Arachis hypogea, d. h. wenig
Aneurin im Embryo, der Hauptanteil im Endosperm.

Der Aneuringehalt der Keimlinge wihrend der Entwicklung zeigt
nun wesentliche Unterschiede.

Bei den Keimlingen von Arachis hypogea (Tabelle 5) und von Zea
Mays (Tabelle 6) nimmt der Gesamtgehalt an Aneurin im Verlaufe der
Entwicklung konstant ab und zeigt dabei zugleich eine Verschiebung in
der lokalen Verteilung zugunsten der heranwachsenden Pflanze.

Bei den Keimlingen von Ricinus communis (Tabelle 7) dagegen
nimmt der Gesamtgehalt an Aneurin zu. Der Gehalt des Endosperms
nimmt zwar ebenfalls ab, doch ist die Zunahme in der jungen Pflanze so
groB, daB neben der értlichen Verschiebung auch eine Neubildung ange-
nommen werden mug. In Zahlen betriigt der Aneuringehalt von Embryo

1Ch. Yen (1957) fand im Scutellum 87,8%, Embryo 9,2%, Endosperm 2,8%.
% Aneuringehalt von Scutellum und Embryo.
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und Endosperm zusammen nach 8 Tagen Wachstum 430 % des ur-
spriinglichen Gehaltes des Samens, derjenige des Endosperms allein noch
19 %o. Fiir den Keimling allein macht die Zunahme sogar 350 %o aus.

Tabelle 7
Ricinus communis: Aneuringehalt von Keimling, Endosperm und Embryo wiihrend der
Entwicklung (etioliert, t = 25° C)

: Aneuringehalt in

_ Alter —

b Ki‘;;l:lng Endosperm Embryo
0 0,29 100°/, 0,26 1009/, 0,034  100°/,
3 0,73 2500, 0,5 1959/, 0,23 6759,
4 0,84 2900, 0,43 1679/, 0,41 12000/,
6 0,88 3059, 0,25 979/, 0,63 18500/,
8 1,25 4300/, 0,05 199/, L2 35500,

100 °/o = Aneuringehalt des lufttrockenen Samens.

Das Vorkommen von Aneurin scheint nicht an das Vorhandensein
eines bestimmten Reservestoffes in Samen oder Friichten gebunden zu
sein. Dagegen fallt auf, daB jeweils der Hauptanteil in den fettreichen
Organen dieser Samen und Friichte gefunden wird. Am deutlichsten ist
dies bei Zea Mays, bei dem sich praktisch das gesamte Aneurin im fett-
reichen Scutellum findet. Bei Ricinus communis dagegen lift sich der
Hauptanteil des Aneurins im fettreichen Endosperm nachweisen.

B. Gehalt in Samen und Keimlingen an freiem
und gebundenem Aneurin

In den bisherigen Versuchen wurde nicht unterschieden zwischen
dem Gehalt an freiem wasserloslichem Aneurin und demjenigen an
Cocarboxylase. In die folgenden Untersuchungen, die AufschluB iiber das
Verhiltnis der beiden Verbindungen zueinander geben, wurden neben
Zea Mays, Arachis hypogea und Ricinus communis auch Pisum sativum
und Helianthus annuus einbezogen. Beriicksichtigt man die Reservestoffe,
so kann Pisum sativum zwischen Zea Mays und Arachis hypogea, Helian-
thus annuus zwischen Arachis hypogea und Ricinus communis einge-
ordnet werden (Tabelle 1).

' In den lufttrockenen Koérnern von Zea Mays finden sich 3/4 des
Aneurins als Cocarboxylase und nur /4 als freies wasserlosliches Aneurin.
Dieses Verhiiltnis verschiebt sich im Verlaufe der Entwicklung zugunsten
des freien wasserloslichen Aneurins. Nach 2 Tagen Wachstum wird un-
gefihr gleichviel Aneurin als Cocarboxylase wie als freies wasserlosliches
Aneurin gefunden. Nach dem 3. Tage macht das freie Aneurin zirka 2/
des Gesamtgehaltes aus. Diese Verschiebung vollzieht sich innerhalb der

12



s _
¥ g
05 20 ¥
3
@
. e ]
3 0'4'\ 15 %
3 S
2 03 % &
5 10 ¥
c
< 0,2 ¥ :
£
(%)
- 95 2
o7 ol
PR

0 1 2 3 4 5 6
TAGE
Abbildung 1
Zea Mays: Gehalt pro Keimling an freiem und gebun-
denem Aneurin withrend der Entwicklung
(etioliert, t = 280 C)

‘O————O freies wasserldsliches Aneurin (a)

X X Cocarboxylase (b)

® ® Gesamtaneurin (a + b)
O0——I[ Frischgewicht
A—— A Trockengewicht

bereits beschrichenen Abnahme des Gesamtgehaltes an Aneurin (Ta-
belle 6). Der Abbau des Aneurins erfolgt dabei im Dunkelversuch noch
rascher als am Licht. Das Frischgewicht der Keimlinge nimmt konstant
zu, das Trockengewicht dagegen bis zum 6. Tage leicht ab (Abbildung 1).

Im gleichen Rahmen bleiben die Verhiiltnisse bei H elianthus annuus.
Wihrend des Wachstums zeigt sich auch hier innerhalb einer Abnahme
des Gesamtaneurins eine Verschiebung des Verhiltnisses von freiem was-
serloslichem Aneurin zu Cocarboxylase zugunsten des ersteren. Die Co-
carboxylase ist nach dem 4. Tage vollstindig verschwunden, wihrend der
Gesamtgehalt an Aneurin auf zirka 50 %o des urspriinglichen Gehaltes der
Friichte gesunken ist. Nach dem 10. Wachstumstage {inden sich noch
26 % des urspriinglichen Gehaltes als freies wasserlosliches Aneurin.
Linger als 10 Tage lieBen sich die Keimlinge von Helianthus annuus im
Dunkeln und ohne Zufuhr von Nihrstoffen nicht kultivieren. Wihrend
der Versuchsdauer nahm das Frischgewicht regelméBig zu, das Trocken-
gewicht blieb praktisch konstant (Abbildung 2).

In den Keimlingen von Arachis hypogea nimmt der Gesamtgehalt an
Aneurin withrend der ersten Wachstumstage weniger schnell ab als bei
Zea Mays und bei Helianthus annuus. Eine stirkere Abnahme erfolgt erst
nach dem 2. Tage. Nach 6 Wachstumstagen sind noch 39 %/o des urspriing-
lichen Gesamtgehaltes nachweisbar. Im Samen werden 55 /o des Aner:-
rins als freie wasserlgsliche Verbindung gefunden. Nach 2 Tagen betragt
dieser Anteil 76 %o. Wiihrend der weiteren Entwicklung veréndert sich
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Abbildung 2

FRISCH- UND TROCKENGEWICHT

Helianthus annuus: Gehalt pro Keimling an freiem und
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Abbildung 3

FRISCH- UND TROCKENGEWICHT

Arachis hypogea: Gehalt pro Keimling an freiem und

gebundenem Aneurin wiihrend der Entwicklung
(etioliert, ¢ = 280 ()

O O freies wasserlosliches Aneurin (a)
X X Cocarboxylase (b)
°® ® Gesamtaneurin (a + b)

[O——[ Frischgewicht
A——A Trockengewicht



das Verhillnis von freiem zu gebundenem Aneurin nur noch wenig {(Ab-
bildung 3).

Am geringsten ist die Abnahme des Gesamtgehaltes an Aneurin bei
Pisum sativum. Nach 10 Tagen Wachstum werden noch 74 % des ur-
spriinglichen Gehaltes der Samen gefunden. Im Gegensatz zu Zea Mays
und Helianthus annuus iiberwiegt anfangs der Gehalt an freiem wasser-
16slichem Aneurin (86 %) denjenigen an Cocarboxylase (14 9%0). Das Ver-
héltnis &ndert sich wihrend des Wachstums kaum (Abbildung 4).
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. Abbildung 4 ;
Pisum sativum: Gehalt pro Keimling an freiem und
gebundenem Aneurin wihrend der Entwicklung

O QO freies wasserldsliches Aneurin (a)
X X Cocarboxylase (b)

° ® Gesamtaneurin (a + b)
[J———[1 Frischgewicht

A———A Trockengewicht

Vollig anders sind nun aber die Verhélinisse bei Ricinus commaunis.
Wihrend bei den bisher beschriebenen Pllanzenarten der Gesamtgehalt
an Aneurin abnimmt, wobei mehr oder weniger groBe Verschiebungen im
Verhilinis freies wasserlosliches Aneurin zu Cocarboxylase festgestellt
werden konnen, nimmt — wie bereits erwiihnt — der Gesamtgehalt an
Aneurin bei Ricinus communis zu. Ebensowenig wie im fettreichen fri-
schen Samen kann wihrend der Entwicklung des Keimlings Cocarbo-
xylase nachgewiesen werden. Die Zunahme des Aneuringehaltes innert
10 Tagen auf 650 %o des Anfangsgehaltes ist um so bemerkenswerter, als
auch in dieser Versuchsreihe das Wachstum im Dunkeln und ohne jeden
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Abbildung 5
Ricinus communis: Gehalt pro Keimling an freiem und
gebundenem Aneurin wihrend der Entwicklung
(etioliert, t = 280 ()

O——— () freies wasserldsliches Aneurin (a)
X X Cocarboxylase (b)

) @ Gesamtaneurin (a + b)
[J———1[1 Frischgewicht

A——A Trockengewicht
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Zusatz von Nihrstoffen erfolgte. Das Frischgewicht nimmt normal zu,
wahrend das Trockengewicht praktisch konstant bleibt (Abbildung 5).

- Der Vergleich der Resultate der verschiedenen Versuchsreihen zeigt,
daB, mit Ausnahme von Ricinus communis, bei allen untersuchten Pflan-
zen im Dunkeln und ohne Zufuhr von Nihrstoffen ein mehr oder minder
schneller Abbau des Aneurins erfolgt (Abbildung 6). Zu dhnlichen Resul-
taten gelangen Simpson, Chow und Soh (1953), die bei Phaseo-
lus aureus eine anfingliche Abnalhme des Aneuringehaltes finden und
eine Neubildung erst mit dem Einsetzen der Photosynthese feststellen

- konnen. Auch Hurni (1945) stellt fiir Melandrium album ein anfingli-

ches Absinken und erst'beim Einsetzen des Wachstums eine Zunahme des
Aneuringehalies fest.

Der Abbau der Cocarboxylase erfolgt rascher als derjenige des freien
wasserloslichen Aneurins. Wihrend bei Zea Mays und bei Helianthus
annuus bereits nach 4 Tagen Entwicklung keine Cocarboxylase mehr be-
stimmt werden kann (Abbildung 1 und Abbildung 2), scheint sich bei
Arachis hypogea und bei Pisum sativum ein gewisses Gleichgewicht zwi-
schen den beiden Verbindungen einzustellen (Abbildung 3 und Abbil-
dung 4).

Die Ausnahmestellung, die die Samen und Keimlinge von Ricinus
communis einnehmen, gab AnlaB zu einigen speziellen Versuchen.

Spezielle Versuche iiber die Bildung von Aneurin
in Ricinus-Keimlingen

Es erscheint zunichst wichtig, einen Uberblick iiber das Verhalten
der Hauptinhaltsstoffe des Samens von Ricinus communis (Fette, Ei-
weile, Kohlehydrate) zu gewinnen. Dem keimenden Samen stehen in
erster Linie Fette und Eiweile als Niihrstoffe zur Verfiigung; diese Stoffe
‘wurden in einer weiteren Versuchsreihe neben Aneurin und den Kohle-
hydraten bestimmt. Analog der fritheren Versuche wurden die Samen in
gewaschenem Sand bei 28 bis 29° C etioliert gezogen und jeweils nach der
gewihlten Zeit die entsprechenden Werte bestimmt (Abbildung 7).

Die Zunahme des Aneuringehaltes entspricht dem in den fritheren
Versuchen gefundenen Verlauf. : :

In den lufttrockenen Samen, die bis zu 70 % Rohfett und zirka 20 %
Eiweif} enthalten, ist weder Stirke noch Glucose nachweishar. Bereits
nach dem 1. Wachstumstage treten diese aber auf (Sachs, 1892), wer-
den also offenbar aus dem Fett gebildet. Tatsiichlich sinkt bis zum
2. Wachstumstage der Feligehalt auf zirka 50 9o des urspriinglichen Ge-
haltes ab, betriigt am 4. Tage noch 8%, um dann bis zum 10. Tage mit
6 %0 und 7 % beinahe konstant zu bleiben. :

Umgekehrt steigt der Gehalt an Kohlehydraten — Stirke und
Glucose — bis zum 3. Tage steil an und macht zu diesem Zeitpunkt zirka
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Abbildung 7

Ricinus communis: Gehalt pro Keimling an Gesamtaneurin,
Rohfett, Eiweif und Kohlehydrat wihrend der Entwicklung
(etioliert. ¢ = 28° C).

® ® Gesamtaneurin
[J———1[1 Rohfett
X X Eiweily

A———A Kohlehydrat (als Glucose)

40/ des Trockengewichtes aus. Bis zum 10. Tage sinkt der Gehalt wieder
auf 28 % des Trockengewichtes. Diese Abnahme diirfte damit erkliarbar
sein, daB vom 3. Tage an ein Verbrauch erfolgte, da die Kultur etioliert
und ohne jegliche Niahrstoffzufuhr gehalten wurde.

Der Proteingehalt zeigt keine wesentlichen Verénderungen. Er macht
wihrend der ganzen Versuchszeit 15 bis 20 %o des Trockengewichtes aus
(vgl. auch Jansen, 1949).

Da Ricinus communis offenbar belm Wachstum im Dunkeln Aneu-
rin zu bilden vermag, wurde auch die Verdnderung des Aneuringehaltes
von am Tageslicht wachsenden Kulturen untersucht (Abbildung 8). Die
Pflanzen wurden wiederum in gewaschenem Sand bei einer Temperatur
von 25° C gezogen. Bezieht man die Menge des neugebildeten Aneurins
auf den urspriinglichen Gehalt im Samen, so zeigt sich in diesem Versuch
eine groBere prozentuale Zunahme als im Dunkelversuch. Am 3. Tage ist
voriibergehend kein Aneurin nachweisbar, der Gehalt steigt aber in der
Folge bis zum 18. Tage auf 1410 %o des urspriinglichen Gehaltes der
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Abbildung 8§
Ricinus communis: Gehalt an Aneurin pro Keimling wihrend des
Wachstums am Licht (t = 25° ()

O———0O freies wasserlosliches Aneurin (a)
X X Cocarboxylase (b)

°® ® Gesamtaneurin (a + b)
[J——I[] Frischgewicht

A——/A Trockengewicht

Samen an. Bis zum 30. Wachstumstage erfolgt dann eine neuerliche Ab-
nahme auf zirka 600 %o des urspriinglichen Gehaltes, offenbar wiederum
eine Folge der fehlenden Nihrstoffe.

Beim direkten Vergleich der absoluten Werte des Aneuringehaltes
sind diese beim Versuch am Licht geringer als beim Dunkelversuch. Es
muf} das auf die unterschiedliche Qualitit«des zur Verfiigung stehenden
Samens zuriickgefiihrt werden. Wihrend der fiir den Dunkelversuch ver-
wendete Same im Durchschnitt 0,115 y Aneurin enthielt, konnten im fiir
den Lichtversuch verwendeten Samen durchschnittlich nur 0,048 y nach-
gewiesen werden. Auch in diesem Samen konnte keine Cocarboxylase
bestimmt werden.

Es muB nun uberraschen, daB beim Lichtversuch bereits nach
dem 6. Wachstumstage Cocarboxylase nachweisbar wird, was beim Dun-
kelversuch auch noch nach 10 Tagen nicht der Fall ist. Die Cocarboxylase
macht zu diesem Zeitpunkt 30%0 des Gesamtgehaltes an Aneurin aus.
Am 21. Tage sind noch 19 % des Aneuringehaltes als Cocarboxylase be-
stimmbar, nach dem 30. Tage gelingt deren Beslimmung nicht mehr.

Gleichzeitig mit dem Aneuringehalt ging auch das Frischgewicht
zurtck. Der Grund dafiir darf darauf zuriickgefiihrt werden, daf die
Pflanze wohl assimilieren konnte, jedoch keinerlei zusiitzliche Néhrstoffe
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Abbildung 9
Ricinus communis: Gehalt an Aneurin pro Keimling wihrend
des Wachstums am Licht und bei Zugabe von Nihrlésung
(t = 25—26° C)

O————O freies wasserldsliches Aneurin (a)
X X Cocarboxylase (b)

e e Gesamtaneurin (a + b)

0———1[] Frischgewicht

AN A Trockengewicht

zur Verfiigung hatte, nachdem die Reserven des Endosperms aufgebraucht
waren. Das Trockengewicht blieb praktisch konstant.

Der EinfluB von Nihrs#lzen wurde in einer weiteren Kulturreihe
untersucht. Die Keimlinge erhielten tiglich anorganische Salze in Form
der Pfefferschen Nihrlosung und A-Z-Losung. Das Wachstum erfolgte
am Tageslicht, wobei zusiitzlich (infolge der fortgeschrittenen Jahreszeit)
Kunstlicht verwendet wurde, so daB die Keimlinge von 7 bis 18 Uhr bei
Licht wachsen konnten.

Tatsichlich kann unter solchen Bedingungen die Aneurlnblldung
wesentlich gesteigert werden (Abbildung 9).

Im Gegensatz zu den fritheren Versuchen steigt der Gesamtgehalt an
Aneurin direkt und konstant an und ist bereits nach 3 Tagen auf 530 %o
des Gehaltes der Samen angestiegen. Nach 21 Versuchstagen betrigt der
Gesamtgehalt zirka 1700 %/ des Anfangsgehaltes. Schon am 3. Tage ist
auch Cocarboxylase nachweisbar. Sie macht zu diesem Zeitpunkt die
Halfte des Gesamtaneurins aus und bleibt im Verlaufe des weiteren
Wachstums bei etwa 35 %o des Aneuringehaltes konstant.

20



Wie in den Versuchen von v. Witsch und Fliigel (1951), die
den Aneuringehalt verschiedener Weizensorten bei Kalium-, Phosphor-
und Stickstoffmangel untersuchten und fanden, da8 Stickstoff die Aneu-
rinbildung stimuliert, kann auch in diesem Falle die verstirkte Aneurin-
bildung auf die Stickstoffgabe in der Nihrlosung zuriickgefiihrt werden.

Die Wirkung der Nihrsalze zeigt sich auch beim Frisch- und Trok-
kengewicht, deren Werte durchwegs héher sind als bei den entsprechen-
den vorhergehenden Kulturreihen.

Die fritheren Versuche zeigen, daf§ Ricinus communis im Dunkeln
und ohne Nihrstoffzufuhr, aber bei optimaler Wachstumstemperatur,
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, Abbildung 10
Ricinus communis: Gehalt an Aneurin pro Keimling wiihrend
des Wachstums bei suboptimaler Temperatur (18—19° C).

O (O freies wasserlosliches Aneurin (a)
X X Cocarboxylase (b)

@ @ Gesamtaneurin (a + b)

O [] Frischgewicht

A———/A Trockengewicht

Aneurin bildet. Es ist nun interessant, daB diese Neubildung auch bei sub-
optimaler Temperatur im Kaltversuch bei 18° bis 19° C und ohne Nihr-
stoffzufuhr erfolgt (Abbildung 10).

AuBerlich zeigten die Keimlinge ein kiimmerliches Wachstum. Am
15. Tage hatte das Hypokotyl erst eine Linge von 2,5 bis 3,5 ¢cm erreicht,
und die rétlichgelben Kotyledonen waren noch vom Endosperm einge-
schlossen. Nach 21 Tagen hatte die Pflanze erst eine Lénge von 16 bis
19 cm, und das Endosperm klebte vertrocknet an den Kotyledonen. Ent-
sprechend blieben die Werte fiir das Frischgewicht weit unter denjenigen
der Lichtkultur und der Dunkelkultur bei giinstigeren Temperaturbedin-
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gungen. Das Trockengewicht war, wohl durch den langsameren Metabo-
lismus, etwas groBer.

Bis zum 15. Tage konnte nur wasserlosliches Aneurin bestimmt wer-
den. Von diesem Zeitpunkt an bis zum 21. Tage stieg der Gehalt an
Cocarboxylase bis auf 16 %o des Gesamtaneurins an. Am 15. Tage erreichte
der Gesamtgehalt an Aneurin ein Maximum von 900 %o des urspriingli-
chen Gehaltes im Samen, um dann bis zum 21. Tage wieder auf 700 %o
abzusinken.
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Abbildung 11
Ricinus communis: Bildung des Aneurins unter verschiede-
nen Kulturbedingungen. 100 ®/o = Aneuringehalt des lufttrok-
: kenen Samens

A——A Licht, t = 25°C

[J———1[] Licht, Nihrlosung, t = 25—26° C
5’4 X etioliert, + = 28° C

O———0O etioliert, t = 18—19°C

Es fallt auf, daB auch unter diesen ungiinstigen Bedingungen
Cocarboxylase gebildet wird, wenn auch relativ spét.

AuBerlich entsprach der Zustand der Keimlinge des «Dunkel-Kalt»-
Versuches am 15. Tage demjenigen der Keimlinge des «Licht-Warm»-
Versuches am 6. Tage. Am 21. Tage hatten die Keimlinge des Dunkelver-
suches erst das Stadium der Keimlinge des Lichtversuches am 15. Tage
erreicht. Im Lichtversuch zeigten die Keimlinge am 15. Tage einen Co-
carboxylasegehalt von 17 % des Gesamtaneurins, im Dunkelversuch
lagen erst nach 21 Tagen 16 %o als Cocarboxylase vor.-Dem physiologi-
schen Alter von 21 Tagen der etioliert und unter suboptimaler Temperatur
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gewachsenen Keimlinge entspricht also ein solches von 15 Tagen der am
Licht und bei optimaler Temperatur gewachsenen Keimlinge (vgl.
Hurni, 1945).

Bei Ricinus communis erfolgt somit die Bildung von Aneurin sowohl

bei Licht als auch im Dunkeln. Ungiinstige Wachstumsbedingungen ver-
hindern diese Neubildung nicht (Abbildung 11), doch férdern giinstige
Licht-, Temperatur- und Nédhrstoffbedingungen sowohl die Bildung von
freiem wasserloslichem Aneurin als auch von Cocarboxylase.

bo

Zusammenfassung
Methodisches

. Der Aneuringehalt, sowohl als freies wasserlosliches Aneurin wie

auch als dessen Pyrophosphat, der Cocarboxylase, wurde bestimmt
in den Samen und Friichten von Zea Mays, Pisum sativum, Arachis
hypogea, Helianthus annuus und Ricinus communis. Die Bestim-
mung erfolgte fluoreszenzometrisch mit dem Thiochromtest.

Der Gehalt an autochthonem Aneurin wurde wihrend der ersten
Wachstumstage der Keimlinge verfolgt.

Bei Ricinus communis wurde der Aneuringehalt wihrend der ersten
Wachstumszeit unter verschiedenen Kulturbedingungen unter-
sucht. ]

Ergebnisse
Alle untersuchten Samen und Friichte enthalten Aneurin unabhén-
gig von der Zusammensetzung ihrer Reservestoffe.
Bei Pisum sativum, Arachis hypogea, Helianthus annuus und Rici-

nus communis findet sich der Hauptanteil des Aneurins im Néahr-
gewebe, ein geringerer Anteil im Embryo.

. Im fettarmen Endosperm von Zea Mays konnte kein Aneurin nach-

gewiesen werden; der ITauptanteil findet sich im fettreicheren Scu-
tellum.

. In den Samen und Friichten von Zea Mays, Pisum sativum, Arachis

hypogea und Helianthus annuus lassen sich sowohl freies wasser-
l16sliches Aneurin als auch Cocarboxylase bestimmen.

In den Keimlingen der gleichen Arten nimmt der Gesamtgehalt an
Aneurin wihrend des etiolierten Wachstums ab. Wihrend dieser
Abnahme erfolgt zugleich eine Verinderung der Verteilung des
Aneurins zugunsten der Gewebe des heranwachsenden Keimlings.
Bei Zea Mays und Helianthus annuus nimmt der Gehalt an Cocarbo-
xylase rascher ab als derjenige an freiem wasserloslichem Aneurin;
bei den iibrigen Arten stellt sich ein Gleichgewicht zwischen den
beiden Verbindungen ein.
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10. In den Samen von Ricinus communis kann nur freies wasserlos-
liches Aneurin bestimmt werden.

11. In den Keimlingen von Ricinus communis nimmt der Aneuringehalt
zu. Die Zunahme erfolgl auch bei etioliertem Wachstum, subopti-
maler Temperatur und Fehlen von Néhrsalzen. Durch Licht, opti-
male Temperatur und Néihrionen kann die Aneurinbildung gestei-
gert werden.

12. Der Gehalt der Keimlinge von Ricinus communis an Cocarboxylase
ist vom physiologischen Alter der Pflanze abhingig.

Die vorliegende Arbeit wurde im Botanischen Institutder Univer-
sitiat Basel auf Veranlassung und unter Leitung von Herrn Prof. Dr. Max
Geiger-Huber ausgefiihrt. Ich danke ihm an dieser Stelle herzlich fiir seine wert-
vollen Ratschliige und das mir stets erwiesene Wohlwollen sowie dafiir, da er mir die
Mittel des Institutes in grofziigiger Weise zur Verfiigung gestellt hat.

Ebenso danke ich auch allen jenen, die mir wihrend der Arbeit mit Rat und Hilfe
zur Seite gestanden sind.
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Premiére contribution a la cytologie des Quratea d’Afrique
occidentale francaise
(Note préliminaire)
Par Claude Farron
Institut de Botanique, Neuchétel

Manuscrit regu le 1er janvier 1957

Introduction

La présente publication rend compte des premiers résultats de
recherches effectuées depuis deux ans sur du matériel d’Ochnacées de
Cote-d’Ivoire. Lors de son séjour a la Station intercoloniale de recher-
ches scientifiques d’Adiopodoumé, en 1949, M. le Professeur Favar -
ger a fixé et emparaffiné des boutons floraux de différentes espéces
d’Ouratea, pour des études cytologiques.

Cet intéressant matériel comprenant aussi des échantillons d’her-
bier, n’aurait pu étre réuni sans I’aide matérielle de la Commission pour
la bourse de voyage de la Société helvétique des sciences naturelles,
commission dont nous remercions les membres, et sans I'accueil réservé
a notre maitre a la station par son directeur, M. le Professeur G. M a n -
genot, a qui nous exprimons notre respectueuse gratitude. Enfin,
nous remercions M. le Professeur Favarger qui eut Pextréme bonté
de nous confier cette étude passionnante et qui nous a encouragé par ses
conseils innombrables. Nous poursuivons d’ailleurs I'étude de ce maté-
riel au laboratoire de botanique de 1'Université de Neuchétel.

Les échantillons témoins qui accompagnaient les blocs de paraffine
ont tous été contrdlés ou identifiés par nous au Muséum d’Histoire
naturelle, & Paris, en septembre 1955. Ce travail nous fut grandement
facilité par I'accueil aimable de MM. Léandri et Pellegrin,
sous-directeurs du Muséum, qui nous ont autorisé I'accés aux Herbiers
d’Afrique occidentale, et Chevalier. Que ces personnes veuillent
trouver ici I'expression de notre vive gratitude.

Enfin, nous remercions M. le Professeur Giumann, d’accepter
ce travail dans son Bulletin.

Les résultats eonnus

Seuls, & notre connaissance, Chiarugi et Francini g5
ont entrepris I'é¢tude cytologique des Ochnacées. Encore ce volumineux
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