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Die Keimverziogerung der Samen von Iris Pseudacorus L.
Von Rosemarie Kartaschoff
(Aus dem Botanischen Institut der Universitat Basel)

Eingegangen am 14. Marz 1958
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Einleitung

Die Samen hoherer Pflanzen sind beim Erreichen ihrer Reife oft nicht
keimfihig, sondern bediirfen nach der Abtrennung von der Mutterpflanze
einer Ruheperiode. Dies begiinstigt ihre Rolle als Verbreitungseinheit.
Die Ruhe erstreckt sich hdufig iiber mehrere Monate und verlangt zu
ihrer Unterbrechung oft Temperaturschwankungen um null Grad, Feuch-
tigkeit und Licht (Lichtkeimer), Bedingungen, die im mitteleuropaischen
Klima erfiillt sind. Die Samen erhalten ihre Nachreife wihrend der Win-
terruhe und keimen zu Beginn der neuen Vegetationsperiode.

Bei der Gattung Iris werden unverhiltnisméfig lange Ruhezeiten
beobachtet, die sich iiber mehrere Jahre erstrecken kionnen (Werck-
meister, 1937). Die Keimung setzt nur langsam und unvollstéandig ein,
die Keimfihigkeit bleibt dafiir sehr lange erhalten. Obschon in der Praxis
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Methoden gefunden wurden, um die dem Ziichter unerwiinschte Ruhe-
periode zu verkiirzen und die Keimung friihzeitig auszulosen, bleibt der
Mechanismus der Keimungshemmung ungeklirt. Ahnliche Fille von ver-
zogerter Keimung finden sich auch bei Samen der Rosaceae, Leguminosae
und anderer Familien. _

Der erste Versuch, diese Erscheinung zu erkliren, beruht auf der
Annahme, im eben reif gewordenen Samen seien die Reservestoffe dem
Embryo noch nicht zuginglich, sondern wiirden erst wihrend der Nach-
reife in einen 16slichen Zustand libergefithrt. Eine geniigende Menge ver-
fiigharer Niahrstoffe wiirde demnach den Embryo zur Keimung veran-
lassen. Flemion (1933), Stokes (1952 und 1953) und Vallance (1952)
untersuchten die Verinderungen der Reservestoffe im Samen wihrend
der Nachreife, vor allem-die Hydrolyse der ReserveeiweiBe und Verschie-
bungen von Art und Menge der einzelnen Aminoséuren bei Kiltebehand-
lungen. Daneben wurden auch Reservekohlehydrate, Reservefette und
die entsprechenden Abbauprodukte bestimmt. Diese Hydrolysevorgiinge
sind jedoch sekundirer Natur (Borriss und Schneider, 1955) und
stellen nicht den eigentlich keimungsauslésenden Faktor dar, da ihnen
eine Aktivierung der entsprechenden Fermente vorausgehen muB}. Eine
deutliche Erhohung der Fermentaktivitit wihrend der N achreife konnte
bei den untersuchten Samen allgemein gefunden werden, obschon nicht
immer die gleichen Fermente daran beteiligt sind. Lasheen und Black-
hurst (1956) konnten in Samen von Rubus eine maximale Aktivitit von
Katalase, Peroxydase und Lipase nach einer vier- bis fiinfmonatigen
Nachreife feststellen, zu der Zeit also, da die Samen normalerweise aus-
keimen. Nach weiteren zwei Monaten wird die Aktivitit wieder merklich
geringer. Es liBt sich nun denken, daB die Regulation der Fermenttitig-
keit tiber die Stoffe geht, die als eigentliche Keimungshemmstoffe be-
schrieben worden sind. Das nachfolgende Beispiel stammt aus den Arbei-
ten von Laibach und Keil (1937) und Keil (1939). Apfelsamen ent-
halten immer Blausiure, die aus dem Nitrilglukosid Amygdalin stammt,
und die alle Fermente vom Typus der Schwermetallproteide blockiert.
Der Apfelembryo kann nur durch Isolierung und griindliches Auswa-
schen zur Entwicklung gebracht werden. Die normale Entwicklung des
isolierten Embryos scheint allerdings eine geringe Menge von Blausiure
zu bendtigen, da diese regulierend in den Stoffwechsel eingreift und das
Verhiltnis zwischen Chlorophyllbildung und Wachstum bestimmt.

In zahlreichen Samen wurde in der Folge nach Realisatoren der Kei-
mungshemmung gesucht, die die Natur eines Fermentinhibitors und even-
tuell eines spezifischen Wuchsstoffantagonisten besitzen. Diese Keimungs-
hemmstoffe miissen je nach der auf Grund von Experimenten erfolgten
Lokalisation der Keimungshemmung in der Samenschale, im Endosperm
oder im Embryo gesucht werden. Zum Nachweis keimungshemmender
Substanzen werden meist Methoden aus der Wuchsstofforschung iiber-
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nommen und die keimungshemmende Wirkung von Samenextrakten
z.B. als Reduktion des Streckungswachstums von mit Wuchsstoff behan-
delten Avena-Koleoptilen bestimmt (siehe auch Hemberg, 1949, 1950,
1954). Die Keimung ist jedoch ein komplexer Vorgang und kann nicht
ohne weiteres mit dem Streckungswachstum verglichen werden. Auch
wird von verschiedenen Autoren die Meinung vertreten, daf im ungekeim-
ten Samen keine Wuchsstoffe enthalten sind. Die Keimungsregulation
wiirde demnach nicht durch die Auxine erfolgen (Brown, 1943), Hat-
cher und Gregory, 1941). DaB diese Methoden doch zum Ziel fiihren,
ist der Tatsache zu verdanken, daB der Hemmstoff offensichtlich an einem
oder mehreren zentralen Punkten des Stoffwechsels ansetzt und dadurch
die ganze Aktivitét des Zellgeschehens beeintrichtigt.

Seltener wird die Untersuchung eines Keimungshemmstoffes an dem
Objekt durchgefiihrt, aus dem er gewonnen werden kann, obschon dies bei
einer Lokalisation der Keimungshemmung in der Samenschale oder im
Endosperm méglich ist durch Austesten von Extrakten mit dem isolierten
Embryo, wie das auch in der vorliegenden Arbeit geschehen ist. Bleibt
der Embryo selbst ruhend, so kann er durch eine der iiblichen Methoden
(Kiltebehandlung, Auswaschen) zur Entwicklung gebracht werden, wie '
sie etwa Wareing und Foda (1957) fiir ihre Untersuchungen an Xan-
thiwm verwendeten.

Wihrend die Faktoren der Keimungshemmung hiiufig in der Samen-
schale oder im Embryo gefunden wurden, zeigten Randolph und Cox
(1943) fiir Iris Pseudacorus, dal das Endosperm fiir die verzogerte Kei-
mung verantwortlich gemacht werden muB, da das Anschneiden oder
Entfernen des Endosperms die Zahl der Keimungen stark erhoht. Da
auch ein nur noch teilweise anhaftendes Nahrgewebe die Entwicklung
des Keimlings, verglichen mit der des isolierten Embryos, verlangsamte,
dazu ein «atypischesy Wachstum (S. 299) und Storungen der Chlorophyll-
bildung verursachte, vermuteten die Autoren, dall es sich um den Einflufl
eines Keimungshemmstoffes handeln misse, der aus den angeschnit-
tenen Samen in den Nihrboden hinaus diffundiere, wodurch sich die
hoheren Keimzahlen bei verletzten Samen erkliren lieBen. Da diese Ex-
perimente dem praktischen Ziele der Irisziichtung dienten, vertffent-
lichen die Autoren keine weiteren Untersuchungen iiber die Hemmstoff-
wirkung.

In der vorliegenden Arbeit sollen die Anschauungen von Randolph
und Cox experimentell gepriift werden. Die ausgeprégte Keimverzogerung
bei Iris kann ihre Ursache in dem (oder den) geforderten Keimungshemm-
stoff(en) oder aber in einer Mangelerscheinung im Stoffwechsel des jungen
Organismus haben, die nicht durch die blockierende Wirkung dieses
Hemmstoffes entstanden ist, sondern auf einer ungeniigenden Ausbildung
von Fermenten beruht. :
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Als Versuchsobjekt dienen Samen und isolierte Embryonen von Iris

Pseudacorus L., deren Keimung und Wachstum beobachtet und durch
dubere Bedingungen verindert wird.

Versuchsobjekt

Samen von Iris Pseudacorus L. wurden im September 1956 in der
Umgebung von Basel (Lange Erlen, Birstal bei Birschwil, étangs de Fa-
verois, Insp. de Belfort) gesammelt, aus den Fruchtknoten befreit und an

Figur 1
Zellen im Endosperm von Iris
Pseudacorus L. Zellwande (weil3)
stark verdickt durch Anlagerungen
von Reservekohlehydraten.

der Luft getrocknet. Die Auf bewahrung erfolgte bei Zimmertemperatur.
Bis zum AbschluB} dieser Untersuchung blieben sie unveréindert in Ruhe.

~ Die Samen sind eirundlich, flach, ca. 8 mm lang und 2 mm dick. Die
hellbraune, spréde Testa umschlieBt einen lufthaltigen Zwischenraum,

Figur 2
Isolierte Embryonen von
Iris Pseudacorus L.,

der den Samen das Schwimmen erméglicht. Das Endosperm besitzt Zellen
mit Reserveeiweill, Fett und zellwandverdickenden Ablagerungen von
Reservekohlehydraten («Hemizellulosen») (Figur 1). Die zwei duBersten
Zellschichten unter der kutinisierten Epidermis sind frei von Reserve-
stoffen. Der walzenférmige Embryo ist etwa 5 mm lang und 1 mm breit
(Figur 2). Er besteht aus einem Keimblatt, der Wurzelanlage und einer
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seitlich ansetzenden SproBknospe, die in ungekeimtem Zustande kaum
erkennbar ist.

Methodik

A. Aufzucht isolierter Embryonen

Unbeschiidigte Samen werden 30 Minuten in Bromdampf und an-
schlieBend 30 Minuten in Bromwasser (1/200) im Quellapparat nach Bur-
let (1940) desinfiziert, gewaschen und drei Tage in durchliiftetem Wasser
bei 20° bis 25° C aseptisch gequollen. Eine parallele Aufzucht steriler und
unsteriler Samen in Torf-Sand-Gemisch zeigt, daf diese Behandlung weder
schadet noch die Keimung anregt. Die folgenden Arbeiten werden asep-
tisch in einem keimfreien Impfkasten durchgefiithrt. Die Samen werden
seitlich angeschnitten, die Hélften voneinander getrennt und der frei im
Endosperm liegende Embryo mit einer sterilen Pinzette in eine Petrischale
gebracht, die mit einem befeuchteten Filterpapier ausgelegt ist. Nach
Isolierung der erforderlichen Zahl werden die Embryonen in geschlossener
Petrischale unter dem Binokular bei 30facher VergroBerung auf kleine
Verletzungen gepriift und die beschiidigten Exemplare entfernt. Die un-
verletzten Organismen werden aseptisch auf den Nahrboden verpflanzt.
Die Aufzucht erfolgt in 50-cc-Weithals-Erlenmeyern, die mit einem Wat-
testopfen verschlossen werden. Jedes Glas enthélt 10 cc Niahrboden und
nimmt 5 Embryonen auf. g

Der Nihrboden wird nach den Vorschriften von Randolph und Cox
(1943) zubereitet. Neben dem Nihrsalzgemisch:

Losung A

Ca(NO,), 4 H,O 23,6 g

KNO, 85¢g

K(l 6,5¢g

mit H,0 ad 500 ce (5 cc/1000 cc Nahrlosung)
Lésung B

FeSO,-7 H,O 0,2g

Calgon (NaPO,), 1,0g

Mg S0,-7 H,0 36¢g

mit H,0 ad 500 cc (5 ¢¢/1000 cc Nahrlosung)

und 29, Saccharose werden noch Spurenelemente als A-Z-Losung nach
Hoagland (Schropp und Scharrer, 1933) und bei Versuchen mit
Endospermextrakten 0,015 m Phosphatpuffer (nach Soerensen pH 7,0)
beigefiigt. Die Agarkonzentration betragt 0,7 o/, in Versuchen bei 30° C
0,5%,, wobei dann die Menge des Nihrbodens pro Glas verdoppelt wird.
Die Kulturen werden in Klimakammern untergebracht (Temperatur-
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schwankungen + 0,5° C) und erhalten téglich 12 Stunden Licht, da Ir:s
Pseudacorus ein Lichtkeimer ist (Kinz el, 1913). Werden die Versuchs-
temperaturen rhythmisch gesndert, so wird dies mit zwei Temperaturen
angegeben. 22°/30° C besagt, daB die Kulturen je 4 Tage bei 22° C und
1 Tag bei 30° C aufgezogen wurden, bei 30°/22° C dagegen je 4 Tage bei
30° C und 1 Tag bei 22° C. Dieses Verhiltnis von vier Tagen und einem
Tage wurde gewiihlt, um den Effekt jedes TemperaturstoBes einzeln beob-
achten zu kénnen, da er ungefihr nach 3 Tagen sichtbar wird. Zudem ist
dann nur wihrend 209, der Versuchszeit ein Temperaturunterschied
zwischen den Kulturen bei konstanter und bei wechselnder Versuchstem-
peratur vorhanden, was einen Vergleich der beiden Gruppen erlaubt.

Die Aufzucht ganzer und angeschnittener Samen erfolgt in der glei-
chen Weise, nur wird dem Nihrboden mit Vorteil keine Saccharose bei-
gefiigt, da die Entwicklung des Keimlings durch einen Nihrboden mit
erh6htem osmotischem Wert geschadigt wird.

B. Statistische Priifung der Ergebnisse

Keimzahl

Unterschiede in der prozentualen Keimung werden mit Hilfe eines
vereinfachten y2-Testes! auf ihre Signifikanz gepriift (Fisher, 1954). Aus
den Keimzahlen der beiden zu vergleichenden Gruppen wird die Test-
groBe x berechnet :

VE+2)m

hund A': relative Haufigkeit dei' Keimung

nund m: Anzahl Individuen pro Gruppe

kund k&': Anzahl gekeimter Samen

lund 1’: Anzahl nicht gekeimter Samen
_kE+ ¥ _14Y

_n+m —n—l—m

le/;;: h—N

Der kritische Wert , ist numerisch gleich dem Wert ¢ beim Freiheitsgrad
. Er betrigt bei der gewihlten Irrtumswahrscheinlichkeit von 1 %
2,676. Ist @ groBer als x,, so darf der Unterschied als signifikant angesehen
werden.

! Die Methode des vereinfachten x*-Testes wurde mir von Herrn PD Dr. E. Batschelet
mitgeteilt, wofiir ich ihm an dieser Stelle danken mochte.
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Léangenwachstum des Sprosses

Die Unterschiede in der SproBlinge zweier Gruppen von Keimlingen
werden mit dem ¢-Test (Fisher, 1954) gepriift.

— —/
T—7%
1 1\ o2 + o
R £2
n m/n4m—2

7 und 7z’ : Mittelwerte beider Gruppen

{ s

o2 und ¢2: Summen der quadratischen Abweichung der Einzel-
werte vom Mittelwert der Gruppe
n und m: Anzahl Individuen pro Gruppe

Da der Freiheitsgrad n+m—2 bei allen Versuchen groBer als 60 ist,
betrigt der Grenzwert #, bei der gewdhlten Trrtumswahrscheinlichkeit
von 1% 2,660. Ist t groBer als £,, so darf der Unterschied als signifikant
angesehen werden.

Die Keimgeschwindigkeit wird ebenfalls mit dem t-Test gepriift.

Keimung der Samen

A. Die Keimung intakter Samen

Die Samen von Iris Pseudacorus bleiben unter den gewahlten Kul-
turbedingungen (22° C/12 h Licht) vorwiegend in Ruhe. Einzelne Kei-
mungen kénnen immer beobachtet werden, da die individuellen Schwan-
kungen sehr groB sind. Den folgenden Messungen werden daher Gruppen
von 50 oder 100 Organismen zugrunde gelegt, um eine statistische Aus-
wertung zu ermdglichen.

Um den Keimungsvorgang der intakten Samen mit der ersten Ent-
wicklung der isolierten Embryonen vergleichen zu kénnen, wird er in
zwei Stufen gegliedert. In der ersten Phase ( Stufe I) verlingert und
kriimmt sich der Embryo. Beim intakten Samen werden durch die Strek-
kung des Keimblattes Wurzel- und SproBanlage aus dem Samen heraus-
geschoben. Der Begriff «Keimung» wird iiblicherweise. fiir dieses Durch-
brechen der Testa durch die Keimwurzel gebraucht. Das néchste Stadium
beginnt mit dem Austreiben der SproBknospe (Stufe I1). Da die Chloro-
phyllbildung gleichzeitig mit dem Austreiben des Sprosses einsetzt, ent-
spricht die erste Keimstufe gerade der heterotrophen Phase, wihrend mit
dem Erreichen der zweiten Keimstufe die autotrophe Phase beginnt.

Manchmal bleibt der junge Keimling auf der ersten Stufe seiner Ent-
wicklung stehen, briunt sich nach einiger Zeit und stirbt ab; dabei kénnen
weder geotropische Kriimmungen noch Chlorophyllbildung beobachtet
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werden®. Ein Sichtbarwerden der Keimwurzel kann daher nicht immer
als Keimung gezihlt werden, wihrend das Austreiben der SproBknospe
in jedem Falle zur Entwicklung eines lebensfihigen Keimlings fiihrt.

Die Summe aller Keimlinge, die je die erste Stufe erreicht haben, und
die Summe derer, die auch einen SproB3 entwickelten, werden bei der Be-
stimmung der Keimzahl (in %) getrennt berechnet.

SchlieBlich kann der Keimungsvorgang durch eine mittlere Keim--
geschwindigkeit charakterisiert werden. Als MaB fiir die Keimgeschwindig-
keit dient die Zeitspanne (in Tagen) vom Erreichen der Keimstufe I bis
zum Erreichen der Keimstufe IT. '

Tabelle 1
Keimung intakter Samen .
Néahrboden: nach Randolph und Cox, ohne Saccharose
Licht: 12 h/Tag
Versuchsdauer: 5 Wochen
Temperatur: 22°/30° C: 4 Tage 22° C und 1 Tag 30° C
30°/22° C: 4 Tage 30° C und 1 Tag 22°C -

Keimzahl Keimgeschwin-
Gruppe Temperatur ‘é:rﬁillll ] digkeit
Keimstufe I Keimstufe TT In Tagen
A konstant 295 129 59, 12,31+1,5
22°C
B wechselnd 200 589, 339% 10,64-4,6
- 22°730° C
A:B statistische — signifikant signifikant signifikant
Prifung (x = 10,359) (x = 7,888) (t = 5,898)
C konstant 100 239, 79 11,427
30°C
D wechselnd 150 63 %, 339% 7,0+1,2
30°/ 22° C
C:D statistische — signifikant signifikant signifikant
Priifung (z = 6,246) (x = 3,166) (t =17,481)

Keimzahl: z, = 2,576
Keimgeschwindigkeit: ¢, = 2,660

Statistische Priifung (Grenzwerte) {
Keimversuche mit intakten Samen ergeben folgendes Resultat (Ta-
belle 1). Die Keimung ist stark temperaturabhingig. Sie wird durch
Erhohen der konstanten Versuchstemperatur allerdings weit weniger ge-
fordert als durch deren rhythmische Anderung. Parallel zu einer vermehr-
ten Keimung (Stufe II) geht auch eine Beschleunigung der Keimgeschwin-
digkeit.
! Vermutlich handelt es sich dabei um Quellungserscheinungen vom Typus der «fal-
schen Keimungen», wie sie Magnus (1920/21) oder Neumcke (1931) beschrieben haben.
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Diese Keimungsférderung wird nicht durch eine temperaturbedingte
Quellungssteigerung verursacht. Obschon die Erhéhung der Keimzahl pa-
rallel zu einer Quellungssteigerung geht (s. S. 162ff.), kann diese verstirkte
Quellung doch nicht fiir die Auslosung der Keimung verantwortlich sein,
da eine gleich effektvolle Erniedrigung 30°/22° C den Quellungsgrad iiber-
haupt nicht verindert. Die vermehrte Keimung mufl daher auf Grund
von Stoffwechselprozessen auftreten, die auf eine 7Temperaturinderung
stark ansprechen, d. h. auf eine Anregung des fermentativen Geschehens.

Gleichartige Beobachtungen machten Toole und Mitarb. (1955«
und b) an Lepidium virginicum. Die Keimung dieser lichtbediirftigen
Samen wird durch eine wechselnde Versuchstemperatur (15°/25° C) von
etwa 309, auf 909, erhoht. Dies schreiben die Autoren der raschen Ver-
schiebung der Gleichgewichte von Stoffwechselprozessen zu, insbesondere
der verinderten Menge an Pigmentkomplex, der die Lichtwirkung iiber-
trigt. Auch Davis (1929/30) findet bei Ambrosia trifida eine keimungs-
fordernde Wirkung der wechselnden Versuchstemperatur 20°/30° C, die
aber nicht mit dem Nachreifevorgang zusammenhingen soll. Ob es sich
im Fall von Iris Pseudacorus um die Aktivierung von Fermenten oder
um die fermentative Inaktivierung eines Hemmstoffes handelt, bleibt vor-
lsufig dahingestellt. '

~ Nach diesen Beobachtungen kann gesagt werden, dal [ris Pseuda-
corus zur Keimung Temperaturschwankungen benétigt. Die Samen kon-
nen daher unter ganz bestimmten Bedingungen rasch zur Keimung ge-
bracht werden und benétigen einzig geniigend Wasser und einen rhyth-
mischen Temperaturwechsel. In der freien Natur wichst Iris Pseudacorus
an sumpfigen Stellen und am Rande stehender Gewiisser bis etwa 30 cm
Wassertiefe. Die reifen Samen schwimmen auf dem Wasserspiegel und
werden am Ufer angeschwemmt. Hier wird die Oberfliche des Wassers
schon im Friihjahr an sonnigen Tagen stark erwiirmt, wihrend der Nacht
aber wieder abgekiihlt. Diese natiirlichen Verhéltnisse erlauben offen-
sichtlich eine zahlreiche Keimung. Die Samen sind also gar nicht in einem
absoluten Ruhezustand, sondern besitzen eine nur durch duflere Bedin-
gungen begrenzte Keimbereitschaft, der zwar die Verhiltnisse in der
Natur, nicht aber die iiblichen Kulturmethoden gerecht werden.

B. Die Keimung angeschnittener Samen

Eine hiufig angewendete Methode zur Unterbrechung von Ruheperi-
oden ist das Anschneiden der Samen. Die giinstige Wirkung wird meist dem
Verletzen impermeabler Samenschalen zugeschrieben. Randolph und
Cox (1943) konnten durch Wegschneiden der Samenschale und des Endo-
sperms in der Gegend des Hilums die Keimzahl bei Iris Pseudacorus er-
héhen ; eigene Versuche bestitigen dieses Resultat. Wird allerdings nur
die Samenschale abgelsst, so erfolgt die Keimung genau gleich schlecht
wie bei intakten Samen. Die oben gegebene Erklirung der Keimungs-
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hemmung durch impermeable Samenschalen gilt demnach hier nicht.
Wird jedoch ein Teil des Endosperms ebenfalls entfernt, so erhshen sich
die Keimzahlen betrichtlich. Das Endosperm mu8 dafiir nicht in der
Gegend des Hilums entfernt, sondern kann auch seitlich weggeschnitten

Figur 3
Anschneiden der Samen
A: Der Same wird liangs, parallel
zum Embryo angeschnitten und

ein Teil des Endosperms ent-
/ P
fernt.

. B: Die Schnittfiiche wird nach
A B L unten gerichtet und in den Agar
eingetaucht.

C: Die Schnittfliche wird nach oben gerichtet.

werden (Figur 3, A und B), um den gleichen Effekt zu erzeugen. Es handelt
sich daher auch nicht um eine Beseitigung von rein mechanischer Hem-
mung.

Tabelle 2
Keimung angeschnittener Samen

Nahrboden: nach Randolph und Cox, ohne Saccharose

Licht: 12 h/Tag

Versuchsdauer: 5 Wochen :

Temperatur: 22°/30° C: 4 Tage 22° und 1 Tag 30° C
30°/22° C: 4 Tage 30° und 1 Tag 22° C

Statistische Priifung (Grenzwerte)
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[ Keimzahl: z, — 2,576
| Keimgeschwindigkeit: t, = 2,660

Keimzahl Keimgeschwin-
Gruppe Temperatur g:éf;;l : digkeit
Keimstufe T Keimstufe IT in Tagen
A konstant 435 54 9%, 329, 12,742,2
22°C
B wechselnd 195 859, 579 10,24-3,0
22° | 30° C
A:B statistische - signifikant signifikant signifikant
Priifung (x = 9,952) (z = 6,128) (t = 11,725)
C konstant 45 629 479, 10,64+4,2
30°C
D wechselnd 140 869, 56 9, 8,8-11,6
30° / 22°C :
C:D statistische — signifikant nicht signifikant
Priifung (z = 3,401) signifikant (t = 4,220)
(z = 1,041)




Durch diesen Eingriff werden die &uBeren Bedingungen fiir Embryo
und Endosperm verindert ; die Wasseraufnahme wird verbessert, und der
Embryo gelangt leichter in den Genuf3 der Néhrsalze. Schwer zu erfassen
sind die Versnderungen innerhalb des Endosperms als Folge der Verlet-
zung zahlreicher Zellen. Eine Beeinflussung enzymatischer Prozesse durch
die Verletzung ist denkbar, sei es durch Auslésung von Hydrolysevor-
gingen oder von einer fermentativen Inaktivierung von Hemmstoffen.

Tabelle 3
Vergleich der Keimzahl intakter und angeschnittener Samen
Nahrboden: nach Randolph und Cox, ohne Saccharose
Licht: 12 h/Tag
Versuchsdauer: 5 Wochen

Keimzahl
Anzahl Samen
Keimstufe I Keimstufe IT
Temperatur
ange- ange- ange- |-
intakt | schnit- | intakt | schnit- Testgrofe » intakt | schnit- Testgrofie «
ten ten ten

konstant 295 435 129 | 549% 8,262 5% | 32% 8,639
22 (signifikant) (signifikant)
wechselnd 200 195 58% | 859% 8,621 33% | 7% 4,855
22°[30° C (signifikant) (signifikant)
konstant 100 45 239% | 62% 4,609 7% | 47% 6,619
30°C (signifikant) (signifikant)
wechselnd 150 140 639% | 86% 4,363 339, |.56% 3,943
30° ) 22°C (signifikant) (signifikant)

Statistische Priifung: Grenzwert der Keimzahl: z, = 2,576

Solche Prozesse werden von der keimungsfordernden Wirkung der rhyth-
mischen Temperaturinderungen iiberlagert, die auch bei angeschnittenen
Samen erhalten bleibt (Tabellen 2 und 3).

Im Falle von Iris Pseudacorus wie auch bei anderen schlecht kei-
menden Samen wird der giinstige Effekt des Anschneidens mit dem Hin-
ausdiffundieren eines Keimungshemmstoffes begriindet. Die Wahrschein-
lichkeit einer solchen Begriindung 148t sich ungefihr abschitzen, wenn
man die Keimzahlen angeschnittener Samen, die mit der Schnittfliche
aus dem Agar hervorragten (Figur 3, C), mit solchen von Samen vergleicht,
deren Schnittfliche im Agar eingetaucht blieb (Figur 3, B). Tabelle 4
zeigt, daBl die Lage der Schnittfliche nur einen geringen EinfluB} auf die
Erhohung der Keimzahl durch das Anschneiden besitzt. Die fordernde
Wirkung dieses Eingriffes beruht offensichtlich nicht einfach auf einer

- Diffusion von Hemmstoffen in den Agar.

155



Tabelle 4
Keimung angeschnittener Samen bei verschiedener Lage der Schnittflaiche nach Figur 3

Néhrboden nach Randolph und Cox
Licht: 12 h/Tag, Versuchsdauer: 22 Tage

Keimzahl Keimgeschwin-
Gruppe 8 c%l?lig&f‘li;ghe Temperatur ‘ggéfélll digkeit in
~ Keimstufe I Keimstufe IT Tagen
A oben konstant 50 15 12 5,1+1,9
29°.¢
B unten konstant 50 30 16 7,94+3,1
2290
A:B — statistische — signifikant, nicht signifikant
Priifung (x = 2,695) | signifikant (t = 2,83)
(x = 0,796)
8] oben wechselnd 50 45 41 6,64+1,3
22° [ 30° C '
D unten wechselnd 50 49 33 7,643,0
22° [ 30° C
C:D — statistische — nicht nicht nicht
Priffung signifikant signifikant signifikant
(¢ = 1,659) | (x =1,631) | (¢ = 1,94)
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Figur 4
Vergleich der Keimung in-
takter und angeschnittener
Samen mit der Entwicklung

des isolierten Embryos
- Nahrboden nach
Randolph und Cox
Licht: 12 h/Tag
Temperatur: 22° C
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C. Die Entwicklung isolierter Embryonen

Die Embryonen von Iris Pseudacorus sind nicht in Ruhe, sondern
durchlaufen unmittelbar nach der Isolierung die beiden Keimstufen, un-
abhiingig von der seit der Ernte bis zum Experiment verstrichenen Zeit
(Beobachtungen wiihrend eines Jahres). Sie benotigen keinerlei Nachreife
und keinen Wechsel der Versuchstemperatur. 2%, aller Embryonen blie-
ben auf der ersten Stufe stehen; sie entwickelten eine lange Wurzel, er-
griinten, aber verinderten sich wihrend der Dauer der Versuchsperiode
(3 Wochen) nicht weiter. 4%, aller Embryonen bréunten sich und starben
ab; moglicherweise waren sie bei der Isolierung verletzt worden.

Figur 4 gibt eine Zusammenfassung der gewonnenen Kenntnisse tiber
den Umfang der Keimung von ganzen und angeschnittenen Samen sowie
der Entwicklung isolierter Embryonen bei der konstanten Versuchstem-
peratur 22° C.

Wachstum des Keimlings

Nun soll gepriift werden, ob das Streckungswachstum des jungen
Keimlings durch Temperaturinderungen und Entfernen des Endosperms
in dhnlicher Weise beeinflut wird wie die Keimung. Die folgenden Ver- -

Figur 5
Junge Keimlinge von Iris Pseudacorus L.

Die Lange des Sprosses wird zwischen den
Spitzen der beiden Marken. gemessen

suche sollen daher zeigen, ob die Hemmung auch noch das Wachstum des
jungen Sprosses beeintriichtigt oder ob sie sich nur auf die erste Keimstufe
beschrinkt. Als MaB fiir das Streckungswachstum dient die Verlingerung
des Sprosses.

Der SproB wird von der Ansatzstelle des Keimblattes (Figur 5) bis zur Spitze des
momentan lingsten Blattes gemessen. Wihrend der Versuchsperiode von 22 Tagen ist
dieses Wachstum linear (Figur 6). Bei jungen Keimlingen kann die Messung auf 1 mm ge-
nau durchgefiihrt werden; bei einer Liénge von iiber 50 mm wird die MeBgenauigkeit ver-
schlechtert. Die Versuche werden daher nach Moglichkeit frither abgebrochen.
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Vergleichende Trockengewichtsbestimmungen werden nur mit dem SproBteil durch-
gefiihrt. Der SproB wird oberhalb der Ansatzstelle des Keimblattes abgeschnitten und bei
105° C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Differenzen im Streckungswachstum werden
mit dem ¢-Test auf ihre Signifikanz gepriift.

mm

40 —
Figur 6

30 — Lineares Streckungswachstum des
Sprosses

2 Nahrboden nach Randolph und

:?: Cox

g b Licht: 12 h/Tag Temperatur: 22°

Q

%) & O 1. Blatt

ot A———A 2. Blatt

= [J——1[1 3. Blatt

Ly

S

=

3

L 1 | |

10 20 TAGE

Das Wachstum von Keimlingen, die mit intaktem oder teilweise ent-
ferntem Endosperm aufgezogen werden; kann nicht direkt mit demjenigen
isolierter Embryonen verglichen werden, da wihrend der MeBperiode
immer wieder zusitzliche Keimungen auftreten (s. a. Figur 4). Die Tem-
peraturabhéingigkeit kann daher nur innerhalb der homogenen Gruppen
der isolierten Embryonen bzw. intakten oder angeschnittenen Sarnen
festgestellt werden, wobei es sich zeigt, daf rhythmische Temperatur-
dnderungen das Streckungswachstum des Sprosses nicht beschleunigen
(Figur 7). Den EinfluB des Entfernens von Endosperm zeigt Tabelle 5.
Als MaB fiir die Geschwindigkeit des linearen Streckungswachstums wird
die Steigung m der Regressionsgeraden y auf  gewihlt:

(:—2) (:—y)
(x;—x)?
x = Tage seit dem Erreichen der Keimstufe IT (Austreiben der
SprofBknospe)
y = durchschnittliche Linge der Sprosse

m:

Mit steigendem Endospermanteil wird das Wachstum nicht verrin-
gert, sondern sogar etwas erhoht (Figur 8). Das Endosperm iibt in dieser
Phase der Entwicklung keinen hemmenden EinfluB mehr aus, und der
Embryo kann die Reservestoffe des Nihrgewebes voll ausniitzen, was
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Figur 7

Wachstum isolierter Embryonen bei konstanter und wech-

selnder Temperatur

Nahrboden nach Randolph und Cox
Licht: 12 h/Tag

Temperatur  Statistische Priifung:

Il O 30°C 3

A A 99°/30° C signifikant

o o 99° O nicht signifikant
Tabelle 5

EinfluB des Entfernens von Endosperm auf die Wachstumsgeschwindigkeit des Sprosses

Nahrboden nach Randolph und Cox, ohne Saccharose
Agar 0,5 9%, Licht: 12 h/Tag

3 ‘Wachstums-
Endosperm Anzahl Samen Temperatur geschwindigkeit m

intakt 14 29° (3 4,19
30 22°/30° C 3,05
48 30°/22° C 3,09
7 30° C 2,79
angeschnitten 75 22° ¢ 2,00
92 22"/30O C 2,70
78 300/220 C 2,67
21 30° C 2,65
fehlend 241 22° ¢ 2,84
99 220/300 C 2,29
49 30° C 3,96
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auch zu einer Erh6hung des Trockengewichtes fithrt (159, bis 17 % statt
89% bis 109%,). Diese TrockengewichtserhShung ist also nicht etwa auf eine
mangelnde Wasserversorgung und dadurch bedingte Reduktion des Strek-
kungswachstums zuriickzufiihren, wie man es bei der Aufzucht isolierter
Embryonen auf Nihrboden mit verschiedenem Agargehalt (Figur 9) beob-
achten kann, denn der junge Keimling bezieht das notige Wasser nicht
aus dem Endosperm, sondern mit Hilfe seiner frisch gebildeten Wurzeln
direkt aus dem N#hrboden.

mm

10

30

Wachstumsgeschwindigkeit der Sprosse
von Keimlingen mit und ohne Endosperm.

Néhrboden nach Randolph und Cox
Licht: 12 h/Tag Temperatur: 22°/30°

Zuwachs: mittlerer Zuwachs des Sprosses
wiihrend je 3 Tagen

10

A: Endosperm entfernt
B: Endosperm angeschnitten
C: Endosperm intakt

TAGE

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB das Endosperm der Sa-
men von [ris Pseudacoris zwar Keimzahl und K evmgeschwindigkert stark
herabsetzt, das Streckungswachstum dagegen nicht beeintrdchtigt. Der
hemmende Faktor wird offensichtlich gerade vor und kurz nach ein-
setzender Keimung beseitigt. Daf} sich die Hemmung noch iiber die erste
Keimstufe hinzieht und nicht schon beim Erscheinen der Keimwurzel
beseitigt: wird, ist ein Zeichen dafiir, daB die Keimung nicht durch eine
schlecht permeable Samenschale reduziert wird, die nach dem Aus-
tritt der Keimwurzel ja keine Bedeutung mehr besitzen wiirde. Diese

Beobachtung wird zur Beantwortung der Fragen im néchsten Kapitel von
Bedeutung sein.

160



mim
Aol
&
‘&; 30"f
>
i
Btlgers ) S
&)
Ly
"
i 770*—
S
<
=
i i
10 20 TAGE
Figur 9

Wachstum isolierter Embryonen auf Nahrboden mit verschie-
denem Agargehalt

Nahrboden nach Randolph und Cox
Licht: 12 h/Tag Temperatur: 22° C

Konzentration Statistische

des Agars: Prifung:
O——-1>0>0 0,5 % nicht. signifikant
RIS ..e
A A 70 signifikant

oO——0O 2 %

Wasserhaushalt und Gasaustausch

Schlechte Keimung von Samen wird hiufig auf eine mangelhafte
Wasseraufnahme und erschwerten Gasaustausch zuriickgefiihrt. Schuld
daran triigt die schlecht durchlissige Samenschale, deren Permeabilitét
durch Behandlung mit konzentrierter Schwefelséiure, Aceton oder heillem
Wasser kiinstlich erh6ht werden kann; auf diese Weise vorpréparierte
Samen keimen nach dem Quellen rasch aus (s. a. Fischer, 1907). Diese
ausgeprigte «Hartschaligkeit» findet sich besonders héiufig bei Legumino-
sen (Crocker und Barton, 1953, s. a. Khudairi, 1956).

Der mangelhafte Gasaustausch kann direkt als Ursache fiir die Ent-
stehung einer Ruheperiode in Samen angesehen werden. T hornton (1945)
nimmt an, die Ruhe, welche die Keimung verunmoglicht, beruhe auf der
Anhiiufung von Hemmstoffen infolge partiell anaerober Atmung. Wa-
reing und Foda (1957) stellen fest, daB eine erhohte O,-Konzentration
den Abbau der Keimungshemmstoffe in den oberen Friichten von Xan-
thium beschleunigt. Bei Ambrosia trifida ist nach Davis (1929/30) die
Membran der Frucht fiir O, fast undurchlissig. Echte Ruhe kann durch
stark reduzierten Sauerstoffgehalt der Atmosphére kiinstlich erzeugt wer-
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den, nicht aber unter véllig anaeroben Bedingungen. Der Ruhezustand
ist daher das Resultat von bestimmten Stoffwechselvorgéingen, die nicht
ganz unterbunden werden diirfen. Sowohl Entstehung wie auch Abbruch
der Ruheperiode wire also direkt durch die Menge O, bedingt, die dem
Embryo und dem Endosperm zur Verfiigung steht. Aus diesem Grunde
versuchten Randolph und Cox (1943) durch Erhéhung der 0,-Konzen-
tration der Atmosphire auf 50%, intakte, ruhende Iris-Samen zur Kei-
mung anzuregen, was aber zu keinem Erfolg fiihrte.

Bei Iris Pseudacorus beeintrichtigt nach unserer Erfahrung die -
Samenschale die Keimung nicht. Das harte Hemizellulosenendosperm
wird dank zahlreicher Tiipfel den Gasaustausch ebenfalls nicht verrin-
gern, dagegen quillt das an den Zellwinden abgelagerte Reservekohle-
hydrat nur sehr langsam und beeintriichtigt die Wasseraufnahme durch
den Embryo. Werckmeister (1937) sieht gerade in der Reduktion der
Wasseraufnahme eine wichtige Funktion des Endosperms von Iris, da
durch das Endosperm ein allzu rasches Quellen des Embryos verhindert
wird. (Der Autor stellte an isolierten, rasch quellenden Embryonen Schi-
digungen fest, die von iibereilter Wasseraufnahme herriihrten. Bei der
Isolierung von Embryonen fiir eigene Versuche zeigte sich, daf} die jungen
Organismen nach dreitéigigem Quellen ihre Wasseraufnahme noch nicht
beendet haben, sondern auf feuchtem Filterpapier deutlich weiter an-
schwellen, wobei sie aber nicht geschidigt werden.) Die Embryonen kon-
nen also im Samen eingeschlossen das Wasser nur sehr langsam aufneh-
men. Sie sind dazu sehr empfindlich auf Schwankungen des Wassergehal-
tes; junge Keimlinge setzen bei einer Erhohung des Agargehaltes im Nihr-
boden ihr Streckungswachstum stark herab (Figur 9). Moglicherweise
hingt die Keimverzogerung daher nur von der sehr langsamen Quellung
des Niahrgewebes ab. Um diese Frage zu priifen, werden Samen bei kon-
stanter Temperatur (22°C und 30°C), die nur selten zur Keimung fiihrt,
und bei wechselnder, keimungsférdernder Temperatur (22° C/30° C und
30° C/22° C) gequollen. Die wechselnde Temperatur muB den Verlauf der
Quellungskurve deutlich éndern, wenn die obige Hypothese bestitigt
werden soll.

Portionen von 20 Samen werden trocken gewogen und in Petrischalen nach Zugabe
von 20 cc Leitungswasser bei der entsprechenden Temperatur gequollen. Nach Ablauf
der bestimmten Versuchszeit werden die Samen mit Filterpapier &uBlerlich getrocknet und
wieder gewogen. Der Quellungsgrad wird als Menge aufgenommenen Wassers in 9, des
Trockengewichtes angegeben. Jeder Punkt der MeBreihe stellt das Mittel von vier Proben
dar. '

Wenn auch die Quellung etwas langsamer verlduft (Figur 10) als bei
anderen Samen mit Nahrgeweben ihnlicher Struktur, z. B. Lupinus
(Pringsheim, 1930), so ist doch die Abhingigkeit von verschiedener
(konstanter) Versuchstemperatur normal. Ein Temperaturwechsel von
10° C oder 22° C auf 30° C wihrend 24 Stunden beeinfluBlt die Quellung
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Figur 10
Quellung der Samen bei konstanter und wechselnder Temperatur

Quellung : Aufnahme von H,0 in % des Trockengewichtes

Temperatur
A—A 30°C konstant
A 24 h 22°C
[—101 22°.0 konstant
O0—-10 24h 30°C
O—-0 10° C konstant
O—0 24 h 30° C

EREET Temperaturstol

markant. Der Quellungsgrad der Samen bei 30° C (konstant) wird von
dem der Samen bei wechselnder Versuchstemperatur sogar kurzfristig
iiberschritten, doch gleichen sich die Kurven zum Schluli an. Wenn also
die Wasseraufnahme allein maBgebend fiir die Keimung wiire, so miiliten
bei 30° C (konstant) ebenso viele Keimungen auftreten wie bei den wech-
selnden Versuchstemperaturen. Da dies aber nicht der Fall ist, kann die
mangelhafte Keimung nicht auf eine ungeniigende Wasseraufnahme zu-
riickgefithrt werden. Diese Beobachtung wird durch einen Versuch von
Randolph und Cox (1943) ergiéinzt. Je zwei Gruppen von Iris-Samen,
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die wihrend 2 bis 12 Wochen feucht oder trocken bei 20° bis 25° C auf-
bewahrt wurden, unterschieden sich in ihren Keimzahlen nur um 29%,.
Die Keimverzogerung bei Iris Pseudacorus ist also keine Frage der Per-
meabilitit der den Embryo umbhiillenden Gewebe.

Kohlehydratstoffwechsel

A Als weitere Moglichkeit 1:iB8t sich denken, daB eine spezifische Man-
gelerscheinung im Stoffwechsel des Samens die Keimung verlangsamen
oder unterbinden kann. Es wiirde sich dabei um ergéinzbare Stoffe han-
deln, deren Produktion nicht durch einen Hemmstoff unterbunden wird.

Die Aufzucht isolierter Embryonen von Iris gelingt unter einfachen
Bedingungen. AuBer den Nihrsalzen muB nur Saccharose als Kohlehy-
dratquelle zugegeben werden, die auch durch Glukose ersetzt werden
kann. Eine Keimungshemmung dieser Art kann daher nur durch eine
mangelhafte Hydrolyse des Reservekohlehydrates verursacht werden,
unter der Voraussetzung, daB die am Aufbau beteiligten Monosaccharide
durch den Embryo verwertet werden oder zu verwertbaren Zuckern um-
gebaut werden kénnen. Durch Zuckerbestimmungen im ungekeimten und
gekeimten Samen wurde versucht, iiber den Umfang der Hydrolyse bei
der Keimung Auskunft zu erhalten.

A. Methoden der Zuckerbestimmung

Extraktion der Samen: Die Samenschale wird entfernt, das Endosperm
samt Embryo zur Zerstérung der Fermenttitigkeit 5 Minuten in Athanol
gekocht, getrocknet und gemahlen. Das Athanol wird dem anschlieend
verwendeten Extraktionsmittel zugegeben. Das zerkleinerte Material wird
im Soxhlet 3 Tage mit 809, Athanol extrahiert (Woodward, Rabideau,
1953), der Extrakt filtriert und zur Entfernung der bei der Chromato-
graphie stérenden Lipoide mit Chloroform ausgeschiittelt. Die w#Brige
Phase wird im Vakuum zur Trockne eingedampft und in Methanol auf-
genommen. Durch eine nochmalige Extraktion des bereits extrahierten
Materials werden keine weiteren Monosaccharide herausgelost. Dies ist
ein Zeichen dafiir, daB wihrend der Extraktion keine Degradation des
Reservepolysaccharides stattfindet. :

Die papierchromatographische Bestimmung der vorhandenen Mono-
saccharide erfolgt parallel mit vier verschiedenen Methoden. :

1. p-Nitrophenylhydrazin (Stoll und Riiegger, 1952).

Die Mono- und Disaccharide werden in ihre p-Nitrophenylhydrazone
iibergefiihrt und die gefirbten Produkte auf das Papier aufgetragen
(Whatman Nr. 1). Als Laufmittel wird n-Butanol (wassergesittigt) ver-
wendet. Die Chromatographie erfolgt aufsteigend auf dem zylindrisch
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gebogenen Papier. Diese Methode diente auch der quantitativen Aus-
wertung. Die ausgeschnittenen Flecke werden mit 5 cc Phosphatpuffer
(Soerensen pH 7,0) eluiert und die Extinktion der Losung im Beckman-
Spektrophotometer DU bei 395 mu bestimmt. ‘

2. Benzidin-Trichloressigsiure (Horrocks, 1949).
Reagens auf Aldosen und Ketosen.

3. Anilin- Phthalsiure (Partridge, 1949).
Reagens auf Aldosen.

4. Naphthoresorcin-Trichloressigsiure (Partridge, 1948).
Reagens auf Ketosen.

Der Extrakt wird direkt als Methanollosung aufgetragen. Als Papier
wird ebenfalls Whatman Nr. 1 verwendet. Die Chromatographie erfolgt
aufsteigend mit wassergesiittigtem Phenol als Laufmittel. Der Gasphase
(phenolgesittigtes Wasser) werden 1% NH,OH und KCN zugesetzt (Par-
tridge, 1948). Nach Beendigung der Laufzeit (ca. 48 Stunden) wird das
Papier mit Ather ausgewaschen, um das Nachdunkeln des Papiergrundes
zu verringern (Ehrenthal und Mitarb., 1950). Das trockene Papier
wird mit einem der angegebenen Reagenzien bespriitht und bei 100 bis
105° C 10 Minuten getrocknet, bis die nachzuweisenden Zucker als ge-
farbte Flecke sichtbar werden.

B: Resultate

Im Endosperm der ungekeimten Samen konnten zwei Hexosen,
Glukose und Fruktose, ihr Disaccharid Saccharose sowie eventuell Spuren

Tabelle 6
Vergleich der Rp-Werte der im Endosperm gefundenen Zucker mit denen der Kontroll-
zucker
Glukose: Nachweis mit Benzidin-Trichloressigséure
Fruktose:
s Nachweis mit Naphthoresorcin-Trichloressigséure
Saccharose:
Glukose Fruktose Saccharose
Ve{?uch
yix - Extrakt Kontrolle Extrakt Kontrolle Extrakt Kontrolle
1 0,31 0,33 0,41 0,43 0,31 0,33
2 0,32 0,32 0,40 0,41 0,34 0,35
3 0,34 0,35 0,41 0,40 0,32 0,32
4 0,32 0,33 0,43 - 044 0,30 0,30
5 0,30 0,30 0,41 0,41 — —
6 0,37 0,37 0,39 0,40 — —
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einer Trisaccharidverbindung gefunden werden (Tabelle 6). In Samen, die
wihrend 40 Tagen auf einem kohlehydratfreien Nidhrboden aufgezogen
worden waren, konnte nur noch Glukose gefunden werden, deren Menge
im ungekeimten wie auch im gekeimten Samen um ein Mehrfaches ge-
stiegen war (Tabelle 7). Wird das Endosperm mit 5%, HCl wihrend 6
Stunden hydrolisiert, so lassen sich nur noch die zwei freien Hexosen
nachweisen. Das Mengenverhiltnis Glukose—Fruktose verschiebt sich zu-
gunsten der Ketose. Das Reservepolysaccharid scheint also zur Hilfte
mindestens aus Fruktose zu bestehen. Der isolierte Embryo vermag zwar
Fruktose allein als Kohlehydratquelle nur schlecht zu verwerten, kann
dafiir aber die Saccharose gut gebrauchen. Daher ist nicht anzunehmen,
daB die Speicherung eines fiir die Ernihrung des Embryos ungiinstigen
Monosaccharids einen Einflu auf die Keimung hat, vor allem, weil im
nicht hydrolisierten Endosperm die Fruktose stets nur in geringer Menge
neben Glukose und Saccharose vorkommt.

Tabelle 7

Quantitative Bestimmung der Hexosen im ungekeimten und gekeimten Samen
von Iris Pseudacorus L.

Bestimmung der Zucker als p-Nitrophenylhydrazone

Glukose Fruktose
Behandlung der Samen mg/g mg/g
Endosperm Endosperm
ungequollen 1,3 0,5
gequollen und 40 Tage geziichtet:
@) ungekeimt 6,6 0.5
b) gekeimt (Keimstufe I) 9,6 0
¢) gekeimt (Keimstufe IT) 7,7 0
ungequollen, hydrolisiert mit 59, HCI 25,8 26,01

! Der wirkliche Wert liegt noch etwas héher, ist jedoch nicht genauer zu ermitteln,
da immer Verluste durch Osazonbildung wéhrend des Chromatographierens auftreten.

Das Reservepolysaccharid von Iris Pseudacorus ist nach den vorlie-
genden Untersuchungen aus Glukose und Fruktose aufgebaut. Dies stimmt
nicht mit dem Befund von Colin und Augem ( 1928) iiberein, wonach
die Polysaccharide der Samen von I. Pseudacorus, I. germanica und 1.
Joetidissima aus Mannose und Arabinose aufgebaut sind. Auch Mitchell
(1930) findet im Endosperm von I. pallida ein Mannan. :

Zusammenfassend 148t sich feststellen, daB der Keimverzug nicht
durch eine ungeniigende Verwertbarkeit und schlechte Hydrolyse des
Reservekohlehydrates verursacht wird, da die Menge freier Glukose auch
im ungekeimten Samen nach der Quellung ansteigt.
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‘Experimentelle Verinderung der Entwicklung
isolierter Embryonen

Durch Zugabe von Endospermextrakten zum Niahrboden und Beob-
achtung der Reaktionen des Embryos soll gepriift werden, ob die Kei-
mungshemmung durch einen extrahierbaren Hemmstoff hervorgerufen
wird (s. S. 146 £f.). Ein solcher Keimungshemmstoff sollte die Embryonen
ruhend erhalten, ohne sie zu schédigen, das Streckungswachstum des
jungen Sprosses dagegen nicht verringern. Man darf zwar nicht erwarten,
daB diese Forderungen ohne weiteres erfiillt werden, da Endosperm-
extrakt keinen vollen Ersatz darstellt fiir das lebendige Endosperm,
von dem aus offensichtlich die ganze Regulation der Keimung geht, wah-
rend der Embryo passiv bleibt. Das Induzieren eines Ruhezustandes in
Geweben, deren Ruhe experimentell unterbrochen wurde, durch Anwen-
dung von Hemmstoff enthaltenden Extrakten miBlingt im allgemeinen,
da der Hemmstoff rasch abgebaut wird (Hemberg, 1949). Bei Iris
Pseudacorus ist der Embryo von vorneherein nicht ruhend. Daf} er trotz-
dem nicht auszukeimen vermag, ist ein Zeichen dafiir, daB er keine hemm-
stoffabbauenden Fermente besitzt. Die nachfolgend beschriebenen Ver-
suche zeigen, daB auch der junge Keimling diese Fiahigkeit zur Inaktivie-
rung nicht besitzt. Dadurch wird das Bild, das wir von der Keimungs-
hemmung im intakten Samen gewonnen haben, bei der Anwendung von
Endospermextrakten verfilscht. Aber es lilit sich in der Folge doch
zeigen, daB diese Hemmstoffe an der Keimungsregulation maBgebend
beteiligt sind.

Durch die direkte Zugabe von gemahlenem Endosperm zum Nahr-
boden konnte die Hemmstoffwirkung nicht gepriift werden, da durch das
Verquellen des Niahrgewebes dem Nihrboden ein Teil des verfiigbaren
Wassers entzogen wird. Frei von dieser Nebenwirkung bleiben Versuche
mit Zusatz von Endospermextrakten zum Nihrboden, der das iibliche
Gemisch von Nihrsalzen, Spurenelementen und Saccharose bereits ent-
hilt. Um eine Auftrennung der extrahierten Substanz in verschiedene
Stoffgruppen zu erhalten, werden folgende Losungsmittel verwendet:

H,O dest. 0°C 3 Tage
Ather 0°C 3 Tage
Athanol 809, 85°C - 3 Tage

HNO; 3% 90° bis 95° C 6 Stunden

Eaxtraktion: Die trockenen Samen werden von ihrer Testa befreit und das Endosperm
samt Embryo! in einer Schlagmiihle zerkleinert. Das Extraktionsmittel wird in 5- bis 10-
facher Menge zugesetzt und das Material nach der angegebenen Weise extrahiert. Die
Woeiterverarbeitung der Extrakte ist fir jedes Losungsmittel verschieden.

1 Der hemmstofffreic Embryo kann in trockenem Zustand nicht vom Endosperm
befreit werden.
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H,0: Der Extrakt wird filtriert und kalt sterilisiert (Bakterienfilter). Portionen von
5 cc werden in geeichte, sterile Réhrchen abgefiillt und in die Kulturglaser zum frisch
sterilisierten, eben noch fliissigen Nahrboden gegeben. :

Ather: Der Extrakt wird mit einem Bakterienfilter sterilisiert und das Losungsmittel
aus dem anhéngenden Gefa im Vakuum verdampft. Darauf wird die erforderliche Wasser-
menge durch das Filter zugegeben. Die Mischung wird durch kréftiges Schiitteln emulgiert.
Zur Adsorption von eventuellen Atherresten werden einige paraffingetrankte Papierstrei-
fen steril zugegeben und der Extrakt unter ofterem Schiitteln in der vorigen Weise abgefiillt.

Athanol: Der Extrakt wird mit Wasser versetzt und anschlieBend mit Chloroform
ausgeschiittelt. Die lipoide Phase wird verworfen, die wiBrige Phase im Vakuum zur
Trockne eingedampft, in heiBem Wasser gelost und mit dem Niahrboden vermischt. Die
Sterilisation wird schonend durchgefiihrt (Dampftopf, 96° C, 3mal 40 Min.).

HNO,: Der filtrierte Extrakt wird in einer Séule mit ionenaustauschendem Harz.
(Amberlite IRA 410) neutralisiert. Das ungepuffert leicht basische Eluat wird eingedampft,
mit dem Néhrboden vermischt und im Dampftopf sterilisiert (wie oben).

PpH: Bei allen Extrakten liegt das pH des Nahrbodens dank Zugabe von 0,015 m
Phosphatpuffer (Soerensen PpH 7,0) zwischen 6 bis 7. Nach den Angaben von Randolph
und Cox (1943) sind die Samen ausgesprochen unempfindlich gegeniiber pH-Anderungen
in einem weiten Bereich.

Konzentration: Enthalten 10 cc Nihrboden die extrahierte Substanz von 1 g Endo-
sperm (ungeféhr 25 Samen mit einem Volumen von 0,85 cc), so wird die Konzentration
gleich 1 gesetzt. Alle Konzentrationsangaben beziehen sich auf diese Festlegung.

Isolierte Embryonen wachsen auf jedem dieser Extraktnihrbéden
schlechter als auf dem iiblichen synthetischen Nihrboden von Randolph
und Cox (1943). Die Keimungs- und Wachstumsgeschwindigkeit (Tabelle
8) wird verringert, die Bildung der Adventiv- und Seitenwurzeln bleibt

Tabelle 8
Keimungs- und Wachstumsgeschwindigkeit isolierter Embryonen
bei Zugabe verschiedener Endospermextrakte

Nahrboden nach Randolph und Cox + 0,015 m Phosphatpuffer
Licht: 12 h/Tag, Temperatur: 22° C

Keimungsgeschwindig- Wachstunisg%schwiu-
eit digkei &
. : Stufe 11T in Steigung der samtisncs <
Extraktion | Konzentration Tagen Regressionsgeraden m 22. Tag
Versuch Kontrolle Versuch Kontrolle + — Wert
H,O 1,0 4.5 3,0 1,64 2,69 : 3,993
0,5 4,0 2,05 1,738
0,1 _3,5 2,59 0,198
Ather 0.5 4,9 3.5 1,96 3,12 3,899
Athanol 1,0 3,8 2,9 1,19 2,88 5,671
0,5 3,8 1,46 6,674
HNO, 0,5 4,5 3,3 0,43 2,78 8,035
0,1 3,7 1,61 5,046
0,05 3,2 2,90 0,620

! Vergleich der mittleren SproBlangen von Kontrolle und behandelten Embryonen.
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ganz aus. Bei stidrkeren Konzentrationen briunen sich Keimwurzel und
Keimblatt, wihrend die ersten Bliatter sich normal entwickeln. Die Keim-
zahl bleibt aber bei Konzentrationen, die schon signifikant geringeres
Streckungswachstum verursachen, noch unveréindert hoch (Tabelle 9).
Durch das Entfernen des Endosperms werden die Bedingungen fiir den
Embryo so verindert, daB sich die Entwicklung nachtriglich durch die
Endospermextrakte nur verlangsamen, aber nicht verhindern 1a8t.

i Tabelle 9
Keimzahl isolierter Embryonen bei Zugabe verschiedener Endospermextrakte
Keimung SprofBlinge!
Extraktion Konzentration 22. Tag
Stufe I Stufe II + — Wert
2 8 g 989 939, 3,993
Ather 0,5 98 % 98 % 3,899
Athanol 1 98 % 96 % 5,671
HNO, 0,1 1009, 96 % 5,046
min
10— K
Figur 11 0—

Reduktion des SproBwachstums isolierter Em-
bryonen durch den H,0O-Extrakt des Endosperms
Niahrboden nach Randolphund Cox 4+ 0,015 m
Phosphatpuffer
Licht: 12 h/Tag Temperatur: 22° C
Zuwachs: mittlerer Zuwachs des Sprosses wah-
rend je 3 Tagen

10— 0.5
: Statistische Priiffung der Diffe-
Rouzaringtion, renz zur Kontrolle (K)
0,1 nicht signifikant L J Ll b
0,5 nicht signifikant o
1,0 signifikant .
T10— 10
s
R
b |
2 6 9 i gl R
TAGE

1 Vergleich der mittleren SproBlangen von Kontrolle und behandelten Embryonen.
Alle angegebenen Konzentrationen rufen eine signifikante Reduktion des Streckungswachs-
tums hervor ((>> 2,660).
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Die Wirkung des Endospermextraktes beruht nun nicht auf einer
Erhthung des osmotischen Wertes des Nihrmediums, wie das in dhnlichen
Fillen bei unreifen Embryonen festgestellt werden konnte (Ziebur und
Mitarb., 1950). Wie Messungen der Gefrierpunktserniedrigung ergaben,
besitzt der Wasserextrakt bei der gewihlten Konzentration 1 einen osmo-
tischen Wert von 0,081 m, der Athanolextrakt dagegen von 0,047 m. Diese
beiden Werte stehen in einem umgekehrten Verhiltnis zur Hemmstoff-

- Figur 12 i

Reduktion des SproBwachstums isolierter Em-
bryonen durch den Atherextrakt des Endosperms
Néhrboden nach Randolph und Cox

+ 0,015 m Phosphatpuffer

Licht: 12 h/Tag Temperatur: 22° C
Zuwachs: mittlerer Zuwachs des Sprosses wih-
rend je 3 Tagen
Statistische Priifung der Diffe-
renz zur Kontrolle (K)

e 0,5 signifikant

(]
| &
: T
X

S
I
Q
19

2UWACHS

Konzentration

le]

3 G 9
TAGE

AE i Figur 13
Reduktion des SproBwachstums isolierter Em-
bryonen durch den Athanolextrakt des
Endosperms
0 —
L 0.5
1.0

~
N

Néhrboden nach Randolph und Cox
-+ 0,015 m Phosphatpuffer

Licht: 12 h/Tag Temperatur: 22° C
Zuwachs: mittlerer Zuwachs des Sprosses

wéhrend je 3 Tagen

S)

! Statistische Priifung der Diffe-
Konzentration

' renz zur Kontrolle (K)
I I I I ‘ I I 0,5 signifikant

1,0 signifikant
3. & 9~ 12-15 18

TAGE

ZUWACHS ©

(=]
|

wirkung. Eine Hemmwirkung, verursacht durch eine unspezifische Erhé-
hung des Gehaltes an lislichen Stoffen im Nihrboden, kommt daher nicht
in Frage. Die Wachstumsverschlechterung mu8 von extrahierbaren Stoffen
herriihren, die hemmend in den Stoffwechsel des Embryos eingreifen.
Vergleicht man den Verlauf der Keimungshemmung im intakten
Samen mit der kiinstlichen BeeinfluBung des isolierten Embryos durch
Endospermextrakte, so lassen sich Unterschiede im Ablauf der Hemmung
feststellen. Im intakten Samen dauert der hemmende Einflu des Endo-
sperms hochstens bis zum Austreiben der SproBknospe. Beim isolierten
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Embryo dagegen bleibt die Hemmwirkung durch den Extrakt wihrend
der ganzen Versuchsperiode erhalten. Figuren 11 bis 14 zeigen den Verlauf
des Streckungswachstums von Sprossen isolierter Embryonen. Durch die
Endospermextrakte wird die Streckung gleichmifig iiber alle MeBperi-
oden verringert, was ein allméhliches Uberwinden der Hemmung durch
den Embryo ausschlieBt. Daraus 148t sich ersehen, daBl die Wirkung des
Hemmstoffes iiber die ganze Versuchsdauer erhalten bleibt und keine
Zerstorung des wachstumsverringernden Stoffes durch Licht oder O, ein-
setzt.

Nun muB die Frage gepriift werden, ob der Embryo durch die kei-
mungsférdernde rthythmische Temperaturéinderung zur Inaktivierung des
Hemmstoffes angeregt wird. Isolierte Embryonen werden auf einem

mm

10 K : Figur 14
I Reduktion des SproBwachstums isolierter
Embryonen durch den Saureextrakt des
i Endosperms
01— a1 Nahrboden nach Randolph und Cox

+ 0,015 m Phosphatpuffer

I I I Licht: 12 h/Tag Temperatur: 22° C
J_IJ_L J_I_L Zuwachs: mittlerer Zuwachs des Sprosses wah-
10— 05 rend je 3 Tagen ‘
Statistische Priifung der Diffe-

|

ZUWACHS

ogelaiiin renz zur Kontrolle (K)
panl NN BN B ON BN =S 0,1 signifikant
3G TigE g 1s a8 0,5 signifikant
TAGE '

hemmstoffenthaltenden Nahrboden (H,0-Extrakt Konz. 1) bei konstan-
ter und wechselnder Temperatur aufgezogen und das Streckungswachs-
tum der Sprosse verglichen (Tabelle 10). Die Entwicklung geht bei beiden
Gruppen jedoch ganz parallel. Der Embryo vermag also auch unter
keimungsférdernden Bedingungen die Hemmstoffwirkung nicht zu re-
duzieren. Folglich verindern die Temperaturstéfe den Stoffwechsel des
Endosperms, nicht aber des Embryos.

Handelt es sich bei den aus dem Endosperm extrahierten Stoffen nun
wirklich um keimungsregulierende Substanzen, so sollten diese im Endo-
sperm gekeimter Samen nicht mehr nachweisbar sein. Hemberg (1949)
kann das fiir seinen Hemmstoff aus den Schalen der Kartoffelknolle zei-
gen. Das gleiche Resultat erhalten Steward und Caplin (1952) bei der
Untersuchung von wachstumshemmenden Stoffen in ruhenden Geweben
(Kartoffelknolle, Knospen von Acer, Zwiebeln von Allvum). Luckwill
(1952) dagegen verneint eine Bedeutung der extrahierbaren Hemmstoffe
aus Apfelsamen beim eigentlichen Keimungsvorgang. Da sich bei der bio-
logischen Bestimmung der Wirkstoffe immer nur die Summe der Effekte
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Tabelle 10

Entwicklung von Embryonen nach Zugabe von Endospermextrakt
bei konstanter und wechselnder Temperatur

Extrakt: H,0, Konzentration 1, Licht: 12 h
Nahrboden nach Randolph und Cox 4 '0,015‘_m Phosphatpuffer

Keimung Wachstum
Temperatur Anzahl :
p Samen : Keimge- Wachstums- | Mittlere Linge
Keimstufe I Keimstufe IT | schwindig- | geschwindig- der Sprosse
keit Tage keit m mm

konstant 50 96 %, 749, 4,8 1.17 18,00
292 @ {
wechselnd 50 98 9%, 68 % 5,4 1,13 17,53
220/ 30° C
Statistische nicht nicht nicht nicht
Priifung signifikant | signifikant | signifikant — signifikant

(x = 0,368) |(z = 0,331) | (¢ = 0,957) (t = 0,159)

Statistische Priifung (Grenzwerte) {

Tabelle 11

Keimzahl: z, = 2,576
Keimgeschwindigkeit
Wachstumsgeschwindigkeit

}: to = 2,660

Verénderte Entwicklung isolierter Embryonen bei Zugabe von Extrakten
ungekeimter und gekeimter Samen
Nahrboden nach Randolph und Cox 40,015 m Phosphatpuffer
Konzentration des Extraktes: 0,5

Anzahl Embryonen pro Gruppe: 50
Licht: 12 h/Tag, Temperatur: 22° C

Keimung ‘Wachstum
Keimstadium
extrahierter Keimstufe I Keimstufe IT Keimge- Wachstiams-
Samen schwindig- | geschwindigkeit t
% x % x keit Tage m
ungekeimt 90 ‘ 64 ’ 5,7 0,10
0,733 0,873 9,579
Keimstufe T 94 78 4,0 1,58
0,392 0 0,244
Keimstufe II 92 78 4,2 1,64
0,842 0,234 4,233
Kontrolle 96 74 3,6 2,65 '
Keimzahl: z, = 2,576
Statistische Priifung (Grenzwerte) Keimgeschwindigkeit Sl
& Wachstumsgeschwindigkeit [~ "0 — “
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von Wuchsstoff und Hemmstoff bestimmen 148t, schreibt der Autor die
verminderte Hemmwirkung eines Extraktes aus nicht mehr ruhenden
Geweben der Entstehung von Wuchsstoff zu. Wenn man allerdings
keine additive Wirkung, sondern eine direkte Beziehung Hemmstoff-
Wuchsstoff annimmt (s. S. 176), so spielt dieser Einwand weiter keine
Rolle. Bei der Priifung der Hemmstoffinaktivierung im keimenden Samen
von Iris Pseudacorus wird aber die Extraktionsmethode! so gew#hlt, dall
Auxine vom Typus der lipoidlsslichen IES nach Méoglichkeit abgetrennt
und eine additive Wuchsstoffwirkung ausgeschaltet wird. Tabelle 11 stellt
das Ergebnis der Entwicklung von Embryonen unter dem Einflull extra-
hierter Stoffe aus dem Endosperm ungekeimter und gekeimter Samen dar.
Dazu muB gesagt werden, daB ein gewisser Grundwert der Entwicklungs-
hemmung durch den Samenextrakt immer erhalten bleibt, der in keiner
Beziehung zur Keimungshemmung steht, sondern von der Zerstérung des
extrahierten Gewebes herriihrt. Vor allem bleibt das Wurzelwachstum
gehemmt (Figur 15). Als analoge Erscheinung konnten auch Barton und
Solt (1947/49) bei ihren Untersuchungen iiber den Abbau von Hemmstof-
fen wiahrend der Nachreife der Samen von Sorbus aucuparia, Berberis
Thunbergii und der Friichte von Lactuca sativa allgemein zwei verschie-
dene Hemmstofftypen feststellen. Der eine ist ein eigentlicher Keimungs-
hemmstoff, der andere besitzt dagegen keine Beziehung zur Ruheperiode
und hemmt ebenfalls in erster Linie .das Wurzelwachstum, wie das
bei den Extrakten des Endosperms von Iris der Fall ist. Dieser zweite
Hemmstofftyp konnte von den Autoren auch in den nicht ruhenden
Samen von Phaseolus gefunden werden.

Trotz dieser Uberlagerung kann die Hemmstoffabnahme im keimen-
den Samen von Iris Pseudacorus einwandfrei festgestellt werden. Die
Inaktivierung des Keimungshemmstoffes im Endosperm findet vor dem
Erreichen der ersten. Keimstufe statt, also kurz vor dem Austreiben der
Keimwurzel, wihrend die duBerlich zu beobachtende Keimverzogerung
- sich noch bis zum Beginn der zweiten Keimstufe hinzieht.

Durch die vorliegenden Versuche wird die keimungsregulierende Wir-
kung der extrahierten Hemmstoffe bestétigt. Die Keimverzogerung be-
ruht also nicht auf einer durch suBerliche Stoffzugabe aufhebbaren Man-
gelerscheinung im Stoffwechsel des Samens, sondern auf der Gegenwart
stoffwechselblockierender Substanzen im Endosperm. Diese sind allerdings
nicht Ursache, sondern nur Realisatoren der Keimungshemmung und

1 Ausschiitteln des sauren Athanol-Extraktes (pH 5,4) mit Chloroform. Die wiBrige
Phase wird weiter verwendet. Kolorimetrische Bestimmungen der IES mit der Salkowski-
reaktion nach Huber (1951) bestatigten die erwartete Verteilung des Wuchsstoffes im
Modellversuch : wiBrige Phase 9,8 %, lipoide Phase 90,2 % (Verhéltnis: 9,214 0,05). Sutter
(1944) bestimmte die Verteilung der TES zwischen Ather und Wasser nach zweimaligem
Ausschiitteln bei 20° C zu 20,1-F 1,3.
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Produkte von Stoffwechselvorgingen, die vor dem Erreichen der Samen-
reife ablaufen.

Die Hemmstoffe werden in jedem Samen nur einmal gebildet, und
ihre Menge ist nach den vorliegenden Beobachtungen keinen jahreszeit-

Figur 15

Veranderte Entwicklung der iso-
lierten Embryonen durch Extrakte
ungekeimter und gekeimter
Samen (Aethanol-Extrakt)

Nahrboden nach Randolph und
Cox 4 0,015m Phosphatpuffer

Licht: 12 h/Tag
Temperatur: 22° C
Extrahierte Samen:
ungekeimt
gekeimt (Keimstufe I)
gekeimt (Keimstufe IT)
Kontrolle

B W b e

lichen Schwankungen unterworfen. Es kann sich offensichtlich nicht um
eine endogen bedingte Ruheperiode handeln, die der Same vom jahres-
zeitlichen Rhythmus seiner Mutterpflanze iibernimmt, wie es Biinning
(1949) aus seinen Versuchen mit Samen geschlossen hat.
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Diskussion

Auf Grund der durchgefiihrten Experimente konnen verschiedene
Ursachen, die zu einer Keimverzégerung von Samen fiithren, wie Imper-
meabilitit der Samenschale oder mangelhafte Hydrolyse der Reserve-
stoffe, fiir Iris Pseudacorus L. ausgeschlossen werden. Auf Grund der
wachstumshemmenden Wirkung von Endospermextrakt auf den isolier-
ten Embryo wird auf einen extrahierbaren Keimungshemmstoff geschlos-
sen. Dieser ist im gekeimten Samen nicht mehr nachzuweisen. Es mul}
aber betont werden, daf die Hemmung des isolierten Embryos durch den
Endospermextrakt verschieden ist von der Hemmung des im Samen ein-
geschlossenen Embryos durch das intakte Endosperm. Dies wird der Un-
fihigkeit des Embryos zur Inaktivierung des Hemmstoffes zugeschrieben.
Bildung und Abbau des Hemmstoffes miissen im Endosperm verlaufen.

Der Nachweis von echten Keimungshemmstoffen ist in neuerer Zeit
verschiedenen Autoren gelungen. Bereits erwihnt wurden die Arbeiten
von Hemberg (1949, 1950, 1954). Ruhende Kartoffelknollen enthalten
in ihren Schalen einen itherloslichen Hemmstoff, der die Forderung des
Streckungswachstums der Haferkoleoptile durch IES reduziert und der
gleichzeitig mit der Beendigung der Ruheperiode verschwindet. Der Autor
vermutet trotz der Versuchsanordnung, die einen Antagonisten des Strek-
kungswachstums bestimmt, daB es sich um eine Fermenthemmung im
Stoffwechsel handelt. Durch Glutathion oder durch Athylenchlorid, das
den Gehalt an Glutathion in der Knolle steigert, kénnen die ruhenden
Knospen zum Austreiben angeregt werden. Als wirksam wird die Sulf-
hydrilgruppe angesehen. Der Hemmstoff vermag die wichtigen Stellen
des Stoffwechsels zu blockieren, die durch SH-Gruppen enthaltende Fer-
mente gelenkt werden. Die Wirkung des Glutathions beruht auf der Reak-
tivierung der SH-Gruppen.

Lasheen und Blackhurst (1956) finden in den ruhenden Achénen
von Xanthium zwei verschiedene Hemmstoffe, deren R-Werte kleiner
als der von IES sind. Thr Abbau erfolgt nur nach Erhohung der Sauer-
stoffkonzentration der Atmosphire. Wahrend der Nachreife findet keine
Tnaktivierung der im Embryo lokalisierten Hemmstoffe statt. Poliakoff-
Mayber und Mitarb. (1957) finden dieselben sauren, dtherloslichen
Hemmstoffe mit den entsprechenden Rg-Werten in den Achidnen von
" Lactuca. Diese Hemmstoffe konnen im ungekeimten Samen nachgewiesen
werden ; Wuchsstoffe treten erst wiahrend der Keimung auf.

Borriss und Arndt (1956) finden einen «Entwicklungsblocks im
Embryo von Agrostemmna githago, der wihrend der Samenreife ungefahr
parallel zur Braunung der Samenschale auftritt und wihrend der Nach-
reife abnimmt. Auch die Fihigkeit zur Chlorophyllbildung in den Koty-
ledonen verschwindet zu Beginn der Ruheperiode, ist aber zur Zeit der
Samenreife wieder vorhanden, wihrend sich die isoliert aufgezogenen

175



Hypokotyl- und Wurzelanlagen erst nach einer lingeren Kaltebehandlung
weiter entwickeln.

Bei der Frage nach dem Mechanismus der Hemmstoffwirkung tritt
eine Hypothese in den Vordergrund, die die Wirkung der natiirlichen
Hemmstoffe derjenigen von Cumarin analog setzt (s. a. Mayer, 1953).
- Diese griindet sich auf die oben geschilderte Fermenthemmung durch
Blockierung der freien SH-Gruppen, die durch Zusatz von Verbindungen
aufgehoben werden kann, die die genannte Gruppe reaktivieren. Die kei-
mungsfordernde Wirkung von Thioharnstoff und verwandten Verbin-
dungen und ihr Einflu auf die Fermentaktivitit war schon frither unter-
sucht worden (Denny und Mitarb., 1930), aber die antagonistische
Wirkung dieser Verbindungen (Thioharnstoff, Glutathion, 1,2-Dithio-
propanol BAL) gegeniiber den natiirlichen Keimungshemmstoffen konnte
erst Hemberg (1950) nachweisen, indem er ruhende Kartoffelknollen
mit Glutathion behandelte und das Verschwinden des Hemmstoffes fest-
stellte. Elliott und Leopold (1953) finden in Avena-Karyopsen ein
Polypeptid, welches die a- und f-Amylase durch Blockierung der SH-
Gruppen hemmt; auch hier kann die Hemmung durch Glutathion oder
BAL aufgehoben werden. Thimann und Bonner (1948) heben die Be-
deutung eines SH-Gruppen enthaltenden Enzyms hervor, das das Strek-
kungswachstum kontrolliert und dessen Aktivitit durch Blockierung mit
Monojodessigsédure herabgesetzt wird. Der Hemmstoff, der iiber die Sulf-
hydrilgruppen wirkt, hat demnach eine breite Angriffsfliche und vermag
Stoffwechsel und Wachstum zu kontrollieren.

Es besteht in diesem Falle eine direkte Beziehung zwischen der
Hemmstoffwirkung und der Aktivierung von Wuchsstoffen, was den Ein-
wand von Luckwill (1952) hinfillig macht, wonach die verringerte
Hemmwirkung der Extrakte nachgereifter Samen nur der Entstehung
von Wuchsstoff bei gleichbleibendem Hemmstoffspiegel zuzuschreiben
ist, nicht aber dem Verschwinden des Hemmstoffes, der nach diesem
Autor keine Bedeutung fiir die Ruheperiode der Samen haben soll.

Die biochemischen Grundlagen, die zur Entstehung des Ruhezustan-
des und zur Bildung von Keimungshemmstoffen fiihren, werden von
Vegis (1955) im AnschluB an seine Untersuchungen iiber die Bildung.
von Ruheknospen bei Hydrocharis ausfiihrlich besprochen. Wie schon im
Zusammenhang mit dem Gaswechsel erwihnt wurde (S. 161), fiihrt eine
partiell anaerobe Atmung zur Anhéufung von Hemmstoffen. Nach Ve gis
(1955, S. 126) ist «in jungen Vegetationspunkten, bei denen Entstehung
des Ruhezustandes zu beobachten ist, eine Begrenzung der Oxydation
des in Atmungsvorgiingen entstandenen Wasserstoffs zu bemerkeny. Die
bei der Kohlehydratspaltung entstandenen Intermedidrprodukte, die bei
mangelnder Sauerstoffversorgung im Zitronensiiurezyklus nicht oxydativ
abgebaut werden kénnen, werden nach Vegis zum Aufbau von Fetten
bzw. Lipoiden verwendet, die in groBer Menge in den Plasmamembranen
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abgelagert werden und die Aktivitdt der Zellen vermindern. Uber die
Struktur und Synthese der Hemmstoffe ist allerdings nichts bekannt.

Nach diesen Ausfiihrungen kann die Ruheperiode der Samen als eine
Wechselbeziehung zwischen Endosperm und Embryo geschildert werden.
Der Embryo besitzt schon lange vor der Samenreife die Fahigkeit zu
keimen, d.h. sich zu einem zwerghaften Keimling auszudifferenzieren.
Um dem aus dem unreifen Samen herauspréiparierten Embryo eine nor-
male Entwicklung auf kiinstlichem Néhrboden zu gewéihrleisten, miissen
ihm Stoffe dargeboten werden, die die vorzeitige Differenzierung zugun-
sten der weiteren Embryonalentwicklung hemmen. Van Overbeek (ref.
Brink und Cooper, 1947) entdeckte in der KokosnuBmilch, die fliissiges
Endosperm darstellt, einen «Embryofaktor», dessen thermolabile Kom-
ponente das Wurzelwachstum hemmt, wihrend die thermostabile Kom-
ponente das kallusartige Wachstum des Embryos fordert und der Aus-
differenzierung zum Keimling entgegenwirkt. Werden unreife Embryonen
von Datura Stramonium auf einem Niahrboden gezogen, der kaltsterili-
sierte KokosnuBmilch enthilt, so entwickeln sie sich normal wie ein im
Samen eingeschlossener Embryo; werden sie dagegen auf einen syntheti-
schen Nihrboden gesetzt, so bilden sie junge Wurzeln. Blakeslee und
Satina (1944) konnen bei ihren Versuchen mit Embryonen, die Datura-
Kreuzungen entstammen, die KokosnuBmilch durch kaltsterilisierten
Malzextrakt ersetzen. Kent und Brink (1947) finden einen entsprechen-
den Embryofaktor im kalt sterilisierten Tomatenextrakt, der das Wachs-
tum isolierter Hordewm-Embryonen begiinstigt. Ziebur und Mitarb.
(1950) entdecken, daBl der Tomatenextrakt auch durch Caseinhydrolysat
ersetzt werden kann; 19, Caseinhydrolysat unterbindet die vorzeitige
Differenzierung und fiihrt zur Entwicklung eines reifen Embryos. Diese
Regulation der Entwicklung héngt nicht bei allen Samen von den An-
spriichen des jungen Embryos an bestimmte Wuchsstoffverhéltnisse ab,
sondern kann, wie gerade bei Hordeuwm, das Resultat einer Wechselbe-
ziehung zwischen Ernahrungsbediirfnissen und physikalischen Faktoren
sein, da die Keimungshemmung auch durch dem Caseinhydrolysat iso-
tonische Saccharose- oder Mannitlésungen hervorgerufen werden kann.
Hordewm-Embryonen kénnen auf einem Nihrboden mit 12,5 %, Saccharose
gezogen werden (Ziebur und Brink, 1951), wodurch sich das Casein-
hydrolysat eriibrigt. Das natiirliche Endosperm von Hordeum kann den
gleichen osmotischen Effekt ausiiben und besitzt zudem noch wachstums-
fordernde Stoffe, die nicht nur die Entwicklung der eigenen Embryonen
(Hordewm), sondern auch derjenigen von Capsella oder Raphanus fordern.

In diesem ersten Entwicklungsstadium des Samens hat das Endo-
sperm offensichtlich die doppelte Funktion der Forderung des Embryonal-
wachstums durch spezifische Wirkstoffe und der Hemmung einer vor-
zeitigen Keimung durch Hemmstoffe und auch auf physikalischem Wege
durch Erhéhung des osmotischen Wertes.
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Nach einiger Zeit geht das Endosperm, eventuell in der von Ve gis
(1955) beschriebenen Weise, in einen Ruhezustand iiber, der ungefihr
parallel mit dem Austrocknungsgrad des Nihrgewebes (Wellington,
1956) und der Aufstapelung der Reservestoffe einsetzt (Pope, 1949). Zur
gleichen Zeit entstehen offenbar weitere Keimungshemmstoffe, die nach
den oben zitierten Autoren Endprodukte eines teilweise anaerob verlau-
fenden Stoffwechsels sein koénnen.

“ . %

100

50— 100

K[IMUNG‘SHEHMUNG DURCH DAS ENDOSPERM

KEIMBEREITSCHAFT DES EMBRYOS

7 ZELF t T 1

Figur 16
Schema der Keimung als Wechselwirkung zwischen der Keimbereitschaft
des Embryos und der Keimungshemmung durch das Endospe_rm

Keimbereitschaft des Embryos

Keimungshemmung durch das Endosperm

Befruchtung

Samenreife

50 % Keimung

100 % Keimung (fiir Iris nach drei Jahren, siche Werck -
meister, 1937) '
memmmn mittlere Dauer der Nachreife

Oawpk

Der Embryo selbst geht bei Iris nicht in Ruhe iiber, sondern besitzt
nach wie vor die Fahigkeit zum Auskeimen. Er vermag die Keimung aber
nicht von sich aus zu realisieren, da sein Stoffwechsel von demjenigen
des Endosperms abhiingig ist. Erst nach der Entfernung entwicklungs-
hemmender Stoffe aus dem Endosperm kann er sich zum jungen Keimling
ausdifferenzieren.

Eine Unterbrechung der kontinuierlichen Entwicklung des Embryos
tritt bei den meisten Samen auf; daran mégen sogar haufig eigentliche
Keimungshemmstoffe beteiligt sein. Die unterschiedlichen Nachreifebe-
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diirfnisse wiren nur ein MaB fiir den Umfang der noch bestehenden Ent-
wicklungshemmung zur Zeit der duBerlich erkennbaren Samenreife. Figur
16 soll diesen Gedankengang veranschaulichen. Mit der Abnahme der
Keimungshemmung tritt bei konstanter Keimbereitschaft des Embryos
eine erhohte Keimfihigkeit auf. Samen, die nach der Ernte noch nicht
keimfiihig sind und einer Nachreife bediirfen, befinden sich in der friihen
Phase der Entwicklungshemmung. Viel héufiger sind jedoch Samen, die
zur Zeit der Samenreife den kritischen Punkt der Keimungshemmung
bereits iiberschritten haben und unmittelbar darauf eine maximale Keim-
fahigkeit besitzen.

Zusammenfassung

Experimentelles

1. Zur Charakterisierung der Keimverzogerung bei Samen von I7s
Pseudacorus L. wird die Entwicklung des im Samen eingeschlos-
senen Embryos mit der des isolierten Embryos unter aseptischen
Bedingungen verglichen.

2. Die intakten Samen werden durch rhythmisch schwankende
Versuchstemperaturen (22°/30° C) zur Erhéhung der Keimzahl
angeregt und dabei die Keimgeschwindigkeit des auskeimenden
Embryos vergrofert. Die Entwicklung des isolierten Embryos
wird durch solche Temperaturschwankungen nicht beschleunigt.

3. Die Keimzahl der Samen kann durch Anschneiden, noch stérker
durch vollstindiges Entfernen des Endosperms erhoht werden.
Die Keimgeschwindigkeit des Embryos wird durch diese beiden
Eingriffe ebenfalls erhoht, das Streckungswachstum des Sprosses
wird jedoch nicht beschleunigt.

4, Durch das Entfernen der Samenschale wird die Zahl der Kei-
mungen nicht erh6ht.

5. Aus dem Endosperm lassen sich Stoffe extrahieren, die die Eni-
wicklung des isolierten Embryos hemmen. .

6. Der isolierte Embryo kann durch rhythmische Schwankung der
Versuchstemperatur nicht zur Uberwindung der durch Endo-
spermextrakte verursachten Hemmung angeregt werden.

7. Im Endosperm gekeimier Samen konnen diese entwicklungs-
hemmenden Stoffe nicht mehr gefunden werden.

Folgerungen

8. Die Keimverzogerung der Samen von Iris Pseudacorus L. beruht
weder auf einer Impermeabilitit der Samenschale noch auf einer
mangelhaften Hydrolyse des Reservekohlehydrates, sondern muf3
auf Grund der experimentellen Befunde der Wirkung eines extra-
hierbaren Keimungshemmstoffes zugeschrieben werden.
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9. Die Bildung wie auch der Abbau dieses Hemmstoffes findet im
Endosperm statt. Die Entwicklung des im Samen eingeschlossenen
Embryos wird durch die Hemmstoffe im Endosperm reguliert.

- Der Embryo selbst ist nicht ruhend, sondern keimt unmittelbar
nach der Befreiung vom Endosperm.
10. Die Bedeutung des Endosperms fiir die Keimfihigkeit des Em-
bryos und die Moglichkeit der Realisation eines Ruhezustandes
im Samen durch Hemmstoffe wird diskutiert.

Die vorliegende Arbeit wurde am Botanischen Institut der Universitit Basel unter der
Anleitung von Herrn Prof. Dr. M. Geiger-Huber ausgefiihrt; fiir sein Interesse an meiner
Arbeit und die Bereitstellung der nétigen Hilfsmittel méchte ich ihm herzlich danken.
Fréulein B. Baumgartner bin ich fiir die sorgfaltige Mitarbeit am experimentellen Teil
‘der Arbeit und Herrn H. Miiller fiir die Anfertigung technischer Hilfsmittel zu groBem
Dank verpflichtet.
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