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Transportuntersuchungen an Zea mays

mit Hilfe von THO und Mikroautoradiographie

Von Hans Neeracher

Manuskript eingegangen am 23. Dezember 1965
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Verzeichnis der Abkiirzungen
T Tritium
THO tritiertes Wasser
FAA Fixierungsmittel, aus Formaldehyd, Alkohol und Eisessig zusammengesetzt.

I Einleitung

Heute kann kaum mehr bezweifelt werden, dass der normale Stoff-
transport aus Blattern im Phloem vor sich geht (Esau, 1957; Zimmer-
mann, 1960; Crafts, 1961). Nur unter extremen Bedingungen erfolgt
er auch zusétzlich im Xylem: Palmquist (1938) fiitterte Bohnenpflan-
zen mit Fluoreszein, indem er die vordere Hilfte eines endstidndigen
Blattchens in die Farblosung tauchte. Bei Pflanzen mit Wasserdefizit
konnte er Abtransport im Xylem beobachten. Colwell (1942) fiitterte
Blatter von Kiirbispflanzen mit P32, Wurde der Tracer durch Vakuum-
infiltration appliziert oder auf eine grosse Blattfliche aufgetragen, trat
deutlich zusétzlicher Abtransport im Xylem auf. Perkins (1959) fand
ebenfalls Xylemtransport, wenn er markierte Zucker iiber Blattstiele
(Lamina abgeschnitten) in die Versuchspflanze einfiihrte. Clor (1962)
studierte den Stofftransport aus Kotyledonen von Baumwollsetzlingen.
Wurden die Pflanzen wihrend des Versuchs bei 1009, Luftfeuchtigkeit
gehalten, behinderte eine Ringelung des Blattstieles den Abtransport von
Assimilaten und 2,4-D nicht mehr.

Das Phloem setzt sich meist aus drei Gewebearten zusammen: dem
Phloemparenchym, den Siebzellen und den dazugehérigen Geleitzellen.
Anatomische und physiologische Griinde lassen die hochspezialisierten
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Siebzellen als Transportbahnen besonders geeignet erscheinen (Esau,
1957). Schumacher (1930) konnte zeigen, dass das Phloemparenchym
als Transportweg keine Rolle spielt: Er beobachtete, dass blattgefiitter-
tes Eosin bei vielen Pflanzen im Phloem des Blattstieles Sieb- und Ge-
leitzellen totet, wihrend das Phloemparenchym unversehrt bleibt. Sol-
che Blitter zeigten bei Verdunkelung im Gegensatz zu unbehandelten
Blittern keinen Stickstoffabtransport mehr. Schwieriger ist die Frage zu
beantworten, ob die Geleitzellen am Transport direkt beteiligt sind oder
nicht. Bei Versuchen mit Fluorochromen leuchteten nebst den Siebzellen
auch die Geleitzellen auf (Schumacher, 1932 und 1937; Bauer, 1949
und 1953; Eschrich, 1953). Mikroautoradiographische Transportunter-
suchungen fiihrten bisher zu keinen eindeutigen Ergebnissen: Perkins
(1959) stellte fest, dass die Auflosung mit C4 es nicht zu entscheiden ge-
statte, ob die Assimilate zuerst in den Siebzellen oder den Geleitzellen
auftreten. In Schnitten mit relativ tiefem Aktivitédtsniveau beobachtete
er vereinzelte Geleitzellen, die stirker markiert waren als die zugehtrigen
Siebzellen. Die betreffenden Priparate waren jedoch laut Perkins un-
geeignet zum Photographieren. Gage (1960) verwendete Tritium als
Tracer. Er hatte mit grossen technischen Schwierigkeiten zu kimpfen
(Verlust und Verschiebung von Schnitten, Diffusion von Aktivitit,
schlechte Schneidbarkeit der Objekte) und bezeichnete die erhaltenen
Resultate als «im allgemeinen enttéduschend». In den brauchbaren Auto-
radiographien war die Aktivitit mit dem Phloem verbunden. In einem
einzelnen Querschnittpriaparat zeigten die Geleitzellen stdrkere Schwér-
zung als die Siebzellen. Leider kann die publizierte Photographie keinen
rechten Eindruck davon vermitteln.

Umstritten ist die Frage, wo der Transport innerhalb der Siebrohren
vor sich geht. Untersuchungen in dieser Richtung waren bisher nur mit
Fluorochromen moglich. Schumacher (1932) fand eine deutliche Farb-
stoffwanderung im Plasma der Siebrohren. Thm wurde jedoch von Rou-
schal (1941) und Bauer (1949) widersprochen, welche auch den Vakuo-
lensaft aufleuchten sahen.

Uber den Mechanismus des Assimilattransportes gibt es eine ganze
Reihe von Theorien. Sie unterscheiden sich in ihren Annahmen vor allem
in bezug auf Wesen und Einsatzort der Energie, Natur des Steuerungs-
vorganges und Art des Transportmediums. In diesem Punkt stehen
hauptsichlich drei Vorstellungen im Vordergrund: Die Stoffe kénnen in
einem wéssrigen Strom durch die Vakuole der Siebrohren fliessen (= Mas-
senstrom), im ruhenden Plasma wandern («aktive» Diffusion) oder im
stromenden Plasma transportiert werden. Die Moglichkeit eines Plasma-
transportes riickt neuerdings vermehrt in den Vordergrund, seit Thaine
(1961) in den Siebzellen von Primula obconica Plasmastringe entdeckte,
welche die Vakuolen durchziehen und durch die Siebplatten nicht unter-

20 ‘ 305



brochen werden (= Transcellular Strands). Partikel von Mitochondrien-
grosse wurden in diesen Stréingen iiber viele Siebrohrenelemente hinweg
mit einer Geschwindigkeit von 3-5 cm/h transportiert. In andern Stran-
gen der selben Siebrohre stromten Partikel in entgegengesetzter Richtung.

Es wiire eines der stéirksten Argumente gegen einen Massenstrom, wenn
sich in der selben Siebzelle gleichzeitiger Transport in entgegengesetzter
Richtung beweisen liesse. Fiir die Rinde als Ganzes liegen einige Experi-
mente vor, die fiir einen solchen Sachverhalt sprechen (Mason, 1936;
Palmquist, 1938; Chen, 1951). Biddulph (1960) konnte makroauto-
radiographisch zeigen, dass in jiingeren Phloemstringen gleichzeitiger
Transport in entgegengesetzter Richtung stattfindet (C'4-Assimilate, P 32),
wihrend im dltern Phloem meist getrennte Stringe dazu beniitzt werden.
All diesen Versuchen kann jedoch entgegengehalten werden, dass es sich
wohl um gleichzeitigen Transport in entgegengesetzter Richtung im glei-
chen Leitgewebe, nicht aber in der gleichen Zelle handelt (Rouschal,
1941; Esau, 1957).

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, iiber die Rolle der Geleit-
zellen im Assimilattransport mit Hilfe der Mikroautoradiographie Hin-
weise zu erhalten. Da mit C* keine geniigende Auflosung erreicht werden
kann (Perkins, 1959), wurde den Blittern als Substrat fiir die Photo-
synthese Tritiumwasser angeboten. Als Versuchspflanze wurde Mais ge-
wihlt, weil das Phloem seiner Leitbiindel eine besonders regelméssige
Gliederung in deutlich unterscheidbare Geleit- und Siebzellen aufweist.
Ferner war beabsichtigt, den Assimilataustausch zwischen alten und jun-
gen Bldttern sowie den lateralen Transport im Fiitterungsblatt zu unter-
suchen. Junger Mais hat den Vorteil, auf engstem Raum wachsende und
ausgewachsene Blitter zu besitzen, wihrend die Kleinheit der Pflanze
ein praktisch liickenloses Verfolgen der Aktivitit noch gestattet. Die drei
dltesten Blitter wurden abwechslungsweise gefiittert, so dass fiir jedes
dieser Blitter sowohl die Kanile des Eintransportes wie des Abtrans-
portes untersucht werden konnten. Nebst Mais wurden erginzende Ver-
suche mit Coffea arabica und Phaseolus vulgaris angestellt.

I1. Methodik
1. Pflanzenmaterial

Alle Pflanzen wuchsen im Treibhaus auf. Die Samen von Zea mays und
Phaseolus vulgaris wurden 12 h gequollen, vier Tage in Sigemehl gekeimt
und anschliessend in 1:1 verdiinnter, gut durchliifteter Hoaglandlésung
aufgezogen. Phaseolus hatte bei Versuchsbeginn zwei voll entwickelte tri-
foliate Blatter (etwa dreissig Tage alt), Zea mays nebst der Koleoptile
zwel ausgewachsene Laubblitter (etwa vierzehn Tage alt).
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Coffea arabica, Sorte Bourbon, wurde in Erde kultiviert. Die Versuchs-
pflanzen waren ein bis eineinhalb Jahre alt und wiesen neun bis elf Blatt-
paare auf. '

2. Fitterung
a) Fitterungsklima

Die Pflanzen wurden 2 h vor Versuchsbeginn zur Akklimatisation in
die Fiitterungskammer (mit Kunststoffolie iiberzogener Holzrahmen,
55 X 60 X 65 cm) gestellt und die Nihrlosung weiterhin beliiftet. Die Luft-
temperatur betrug 22-24°. Lufterneuerung und Feuchtigkeitseinstellung
erfolgten mit Hilfe einer Aquariumpumpe, welche Luft durch Wasser
hindurch in die Kammer hineinpresste. Die Abluft wurde durch einen
Schlauch ins Freie geleitet. Die auf diese Weise erzeugten Luftfeuchtig-
keitswerte lagen bei 70459, Bei triilbem Wetter wurde zuséitzlich mit
einer Philips-Quecksilberdampflampe HPL, 400 W, beleuchtet (Abstand
von der Versuchspflanze 100 cm).

b) Fiitterungsarten mit THO

Als Fiitterungsgefiss diente ein Glasréhrchen mit 5 mm Innendurch-
messer. Die spezifische Aktivitit des THO betrug 20 mC/ml. Der Tracer
wurde auf drei verschiedene Weisen appliziert:

Blattlappenfitterung: Mit einer Rasierklinge wurde spitzenwéirts eine
rechteckige Blattzunge (4X 15 mm) mit median gelegener Basis her-
ausgeschnitten und ins Fiitterungsgefiss eingefiihrt.

Blattspitzenfiitterung: Die unversehrte Blattspitze wurde eingetaucht.

Waurzelfitterung: Als Fiitterungsgefiss wurde ein weithalsiges 20-ml-
Glasflischchen verwendet, das mit 8 ml Niahrlosung gefiillt war. Das
Wurzelwerk der Maispflinzchen wurde sorgfiltig eingefiihrt, bei Fiitte-
rungsbeginn 2 ml THO der spez. Aktivitit 100 mC/ml zugegeben und das
Gefiass mit einem Wattepfropf abgedichtet. Alle Wurzelfiitterungsver-
suche erfolgten im Dunkeln.

¢) Fiitterung mit C*0,

Von einer gut belichteten Bohnenpflanze wurde das endstéindige Blatt
des ersten trifoliaten Blattes in eine runde, flache Plexiglaskiivette ein-
geschlossen und aus Ba C*0, mittels Milchséure 50 mC C'*O, entwickelt.
Nach 30 min Fiitterung wurde das restliche C1*0, mit Kalilauge ausge-
fallt, die Kiivette entfernt und die Pflanze vor der Ernte 3 h dunkel ge-
stellt.
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Abbildung 1

‘Gefriertrocknungsanlage. A = Kiihlfinger. B = Kaltegefass mit variabler Temperatur.
C = Kupfersieb mit Trocknungsgut. D = entgastes Esterwachs. E = Kiihlfalle. F = De-
wargeféss mit Aceton-Trockeneis-Gemisch. G = Vakuummessgerat. H = Vakuumpumpe

3. Entwdsserung und Fixierung

Die hauptsichlichsten Transportsubstanzen der Pflanze sind gut was-
serloslich, ebenso die priméaren Produkte der Photosynthese. FAA-Fixie-
rung fiihrt zu einem Verlust dieser Verbindungen. Fiir eine Gewebepripa-
ration ohne Herauswaschung wasserloslicher Substanzen stehen zwei
‘Methoden zur Verfiigung: die Gefriertrocknung und die Gefriersubstitu-
tion. Bei beiden Verfahren werden die zu entwissernden Gewebeproben
unmittelbar nach der Ernte in kaltes Isopentan (—170°) oder n-Pentan
(—120°) getaucht. Dieses rasche Einfrieren stoppt augenblicklich alle
weiteren Stoffverschiebungen und verhindert zugleich die gewebezersto-
rende Eiskristallbildung. Gefriertrocknung und Gefriersubstitution sind
in erster Linie Entwisserungsmethoden. Eine leichte Fixierung erfolgt
erst beim Einbetten. Theorie und Praxis beider Verfahren sind bei Jen-
sen (1962) ausfiihrlich beschrieben.

Die Gefriersubstitution ist wesentlich einfacher zu handhaben. Han-
cox (1957) zeigte, dass die wasserloslichen Substanzen auch bei dieser
Methode erhalten bleiben. Zur Sicherheit priifte ich seine Ergebnisse nach.

a) Gewohnliche Fixierung und Entwisserung mit FAA

Diese Methode wurde fiir Gewebeproben angewandt, deren wasserlos-
liche Stoffe vorgiingig durch 3 h Extraktion in 809, Alkohol herausgelost
‘worden waren. Nach der Fixierung (Fixierlésung: 50 ml 969, Alkohol,
5 ml Eisessig, 10 ml 40 %, Formaldehyd, 35 ml H,0) wurden die Gewebe in
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969, Alkohol entwiissert, iiber 70%, Alkohol und Cellosolve in Esterwachs
iibergefiihrt und nach 48 h eingebettet.

b) Gefriersubstitution

Die Gewebe wurden dreimal 24 h in abs. Alkohol bei —70° entwéssert,
im letzten Alkoholbad auf Zimmertemperatur aufgetaut (2h), in ein
1:1-Gemisch abs. Alkohol/Esterwachs iibergefiihrt und iiber Nacht im
Wirmeschrank (50°) stehen gelassen. In dieser Phase findet Fixierung
statt. Nach 24 h in reinem Esterwachs folgte die Einbettung.

¢) Gefriertrocknung

Die Apparatur wurde nach den Prinzipien von Glick (1952) aufgebaut,
jedoch statt einer Oldiffusionspumpe eine Drehschieberpumpe mit End-
vakuum 10-2mm verwendet (Abb. 1). Vorversuche hatten ergeben, dass
diese Methode fiir Maisgewebe brauchbare Ergebnisse liefert. Die Trock-
nung begann bei —45°, Alle 12 h wurde die Temperatur um 3° erhht,
bis zu einer Endtemperatur von —33°. Beide Kiihlfinger wurden mit
Aceton-Trockeneis gekiihlt. Die Verlingerung der Trocknungszeit von
drei auf fiinf Tage hatte keinen Einfluss auf die Qualitét der Einbettung.
Das Rohr mit dem Trocknungsgut wurde aufgetaut, ohne das Vakuum
zu unterbrechen, und anschliessend in ein Wasserbad getaucht (50°), um
das entgaste Esterwachs am Boden zu schmelzen. Zugleich schmolz die
Verbindung eines mit Esterwachs zusammengeklebten Fadens;, mit dem
das Kupfersmb mit den Geweben am Kiihlfinger aufgehiingt worden war.
Nach 30 min Infiltration im Vakuum wurde die Pumpe abgestellt, das
Trocknungsgut in frisches Esterwachs iibergefiihrt und nach weiteren
24 h eingebettet.

4. Mikroautoradiographie

Die Mikroautoradiographie wasserunloslicher Substanzen (= nasse
Methode), von Pelc (1947) entwickelt, kann heute als Routineverfahren
bezeichnet werden. Nicht so die Mikroautoradiographie wasserloslicher
Verbindungen (= trockene Methode). Seit Russell (1949) es mit Féllung
der herauswaschbaren Verbindung versuchte, wurden viele andere Wege
ausprobiert (Winteringham, 1950; Canny, 1955; Biddulph, 1956;
Perkins, 1959; Branton, 1962; Miller, 1964). In dieser Arbeit wurde
das Verfahren von Branton (1962) angewandt. Die Theorie der Auto-
radiographie ist bei Boyd (1955) ausfiihrlich beschrieben.

Ich verwendete Kodak-Stripping-Filme AR-10, 12 X 16,5 cm. Fir die
Arbeit im Dunkelraum wurde die Philips-Rotlichtlampe PF 712 beniitzt.
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a) Mikroautoradiographie wasserunlslicher Substanzen
(nasse Methode)

Mit Chromschwefelsiure gereinigte Objekttriger wurden mit moglichst
wenig Eiweissglycerin eingerieben, 10 x4 dicke Mikrotomschnitte aufge-
legt, leicht angedriickt und iiber warmer Luft zum Schmelzen gebracht.
Das Esterwachs wurde mittels zweier Xylolbider (je 5 min) und kurzem,
wiederholtem Eintauchen in abs. Alkohol entfernt. Die Objekttriger
konnten iiber Nacht an der Luft trocknen. Je Platte wurden 10 Film-
stiicke geschnitten, Emulsion gegen unten auf destilliertem Wasser von
24° gestreckt (2 min) und mit dem Objekttriager aufgehoben, so dass sich
die Rénder des Filmes auf der Riickseite gut iiberdeckten. Die in waag-
rechter Lage luftgetrockneten Filme (24 h) wurden in lichtdichten Pri-
paratenschachteln im Kiihlschrank (5°) vier Wochen exponiert, mit
Kodak D-19b entwickelt (7 min), zweimal 10 sec gewissert, mit Unifix
Nr. 1 fixiert (12 min) und 30 min in fliessendem Leitungswasser gewis-
sert. Um Kalkflecken zu vermeiden, folgten drei Bider mit destilliertem
Wasser (je 5 min), bevor die Priparate in einer aufsteigenden Alkohol-
reihe (35%, 70%, 95%, 98%, 100%,) getrocknet und in Euparal einge-
schlossen wurden. |

b) Mikroautoradiographie wasserloslicher Substanzen
(trockene Methode) nach Branton (1962)

Die Stripping-Filme wurden auf chromschwefelsiduregereinigte Objekt-
tréger aufgezogen, Emulsion gegen oben, und 48 h luftgetrocknet. Teflon-
blétter wurden auf eine weiche Unterlage gelegt, 5 u und 10 ux dicke
Schnitte darauf angeordnet, die Objekttriger mit den Filmen vorsichtig
aufgelegt und senkrecht leicht angedriickt. Vor dem Entfernen des
Esterwachses (zweimal 5 min Xylol) miissen die Schnitte auf dem Film
befestigt werden, was durch Eintauchen in eine Cellulose-Acetat-Losung
(20 sec) geschieht. Die weiteren Priparationen sind dieselben wie bei der
nassen Methode. '

Es wurde vier Wochen im Vakuum (1 mm Hg) iiber Silikagel exponiert,
um Diffusion radioaktiver wasserloslicher Substanzen vom Schnitt in
den Film hinein zu vermeiden.

| IL. Ergebnisse
1. Methodik

a) Vergleich der trockenen und nassen Mikroautoradiographie

Es wurde eine Reihe von Versuchen unternommen, um Aktivitits-
ausbeute, Erhaltung wasserloslicher radioaktiver Substanzen und Auf-
16sungsvermogen vergleichen zu kénnen.
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Tabelle 1

Nasse Methode Trockene Methode
Esterwachs
i i vor nach
Gewebepriparation Exposition Exposition
entfernt entfernt
T g T o e
Gefriersubstitution O = s e s e e i s B R G )
Gefriersubstitution, aufgezogene Schnitte
30 min bis 3 h in 80 9, Alkohol oder
H,0 extrahiert @) O — —_— — e
Extraktion 3 h in 809, Alkohol,
FAA-Fixierung e i + sk e 0y Jorels
4+ + = maximal erreichte Aktivitatsausbeute
+ = wenig wasserldsliche Aktivitat mehr vorhanden
OO = Ausbeuteschwankungen und generelle Herabsetzung der Ausbeute
O = keine wasserlosliche Aktivitit mehr vorhanden (auf 3 h Extraktion der Schnitte

bezogen)
— = keine Versuche vorliegend

Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass beim nassen Stripping-Film-Verfah-
ren durch das kurze Eintauchen in Wasser beim Aufziehen des Filmes
sdmtliche der Abbildung zugingliche wasserlosliche Tritiumaktivitit weg-
gewaschen wird. Die wasserlosliche C'4-Aktivitdt bleibt wenigstens teil-
weise erhalten (Abb. 2, 3). Offensichtlich werden beim Tritium nur un-
mittelbar an der Oberfliche des Schnittes befindliche aktive Stoffe abge-
bildet, wihrend bei C* auch in grosseren Schnittiefen liegende Aktivitéat
den Film zu schwirzen vermag (s. auch Winteringham, 1950).

Wurde beim trockenen Verfahren das Esterwachs erst nach der Expo-
sition entfernt, liess sich nur hochkonzentrierte Tritiumaktivitit einiger-
massen regelméssig abbilden. Vermutlich ist der Kontakt zwischen Film
und Schnitt zu schlecht, und es liegt eine zwar diinne, aber Strahlung ab-
sorbierende Esterwachsschicht iiber den Zellen und ldsst nur g-Teilchen
mit iberdurchschnittlicher Energie durchtreten. Fiir diese Deutung spricht
das Ergebnis mit C'4-Aktivitédt: Wurde das Esterwachs schon vor der
Exposition entfernt, war die Aktivitdtsausbeute nur wenig hoher als
beim Entfernen nach der Exposition, hingegen war die Auflésung im
ersten Fall wegen des engeren Kontaktes bedeutend besser (Abb. 4, 5).

Aufgrund dieser Ergebnisse sah ich mich gezwungen, das Brantonver-
fahren zu modifizieren und das Esterwachs schon vor der Exposition zu
entfernen.
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Abbildungen 2 bis 5

Phaseolus, 30 min mit 50 uC C'0, gefiittert. Die Schnitte stammen von der gleichen
gefriersubstituierten Gewebeprobe, einem Stiick Blattstiel 5 cm vom Fiitterungsblatt ent.-
fernt, wurden jedoch nach verschiedenen Methoden autoradiographiert
Abbildung 2: Schnitte auf Objekttriger aufgezogen, 4 h in 80 % Alkohol extrahiert, nasse

- Autoradiographie. Samtliche wasserlosliche Aktivitat herausgewaschen
Abbildung 3: Nasse Autoradiographie. Die Aktivitat ist vor allem im Phloem etwas héher
als bei Abbildung 2
Abbildung 4: Trockene Autoradiographie, Esterwachs vor der Exposition entfernt. Akti-
vitét generell hoher. Vor allem auch die Parenchyme weisen mehr Schwarzungen auf
Abbildung 5: Trockene Autoradiographie, Esterwachs nach Exposition entfernt. Die
Schwarzungen sind fast so intensiv wie bei Abbildung 4. Die Aktivitit ist jedoch viel
diffuser verteilt, die Auflésung bedeutend schlechter. Vergrosserung 200mal
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b) Aktivititsausheute bei der trockenen und der nassen
Autoradiographie

Ein Mass fiir die Ausbeute gibt die Zahl der Zerfallprozesse, die zur
Erzeugung eines Bildes notwendig sind. Maurer (1963) errechnet 16 T-
Zerfallprozesse/Korn fiir 3 u dicke Metacrylatschnitte und AR-10-Filme,
Kisieleski (1961) bendtigt bei 3 u dicken Paraffinschnitten 200 Zerfille.
Die Hohe der Ausbeute hdngt von der Selbstabsorption der aktiven Ge-
webe, der Distanz von Quelle zu Film und der Silberkorndichte der Emul-
sion ab. '

In dieser Arbeit wurde nur mittels Aktivititsschitzungen und -ver-
gleichs ausgewertet. Auf eine zahlenmissige Bestimmung der Ausbeute
wurde verzichtet. Auch bei dieser Art Auswertung ist es jedoch notwen-
dig, dass die Aktivitétsausbeute regelmissig ist. Fiir das nasse Stripping-
Film-Verfahren ist diese Forderung erfiillt, fiir das trockene nicht. Zwar
ist die Ausbeute im besten Fall so gut wie beim nassen Verfahren, sie
kann jedoch zwischen verschiedenen Priparatserien und sogar innerhalb
desselben Schnittes betrichtlich schwanken. Unter diesen Umstédnden
sind Aktivitdtsvergleiche unmoglich. Wenn es sich um kurzzeitige Ver-
suche handelt (weniger als 2 h Fiitterung), sind sogar fiir qualitative Aus-
sagen (Aktivitét ja oder nein) grosse Priparatenserien erforderlich. Erst
bei lainger dauernden Versuchen (2 h und dariiber) dussern sich Ausbeute-
schwankungen dank hoherer Aktivitdt nur noch in graduellen Schwiir-
zungsunterschieden.

¢) Das Auflésungsvermogen der beiden Methoden

Robertson (1959) erhalt fir Tritiumquellen mit direktem Emulsions-
kontakt Auflosungen von 0,2 y (C'%:2 u). Fiir Quellen in grosserer Ge-
webetiefe (1 4 und dariiber) wird die Auflésung immer schlechter, die
Ausbeute nimmt ab, die Unschirfe des Bildes zu. Eine 1 u dicke Celloi-
dinschicht geniigte schon, um fast alle 8-Strahlung des Tritiums zu ab-
sorbieren.

Die Befunde Robertsons decken sich gut mit den eigenen Ergebnis-
sen. Bei der nassen Autoradiographie liessen sich die Schwirzungen noch
gut den Zellstrukturen, wie Chlorophyllkérner und Plasmawandbelag, zu-
ordnen. Bei der trockenen Methode war die Auflésung fast durchwegs
schlechter. Im besten Fall liessen sich noch einzelne Zellen (z.B. Sieb-
und Geleitzellen) auflosen, aber nie iiber den ganzen Schnitt. Hiufig war
die Auflésung nicht besser als mit C'4. Schwankende Ausbeute und un-
gleiches Auflosungsvermogen sprechen dafiir, dass bei der trockenen Me-
thode der Kontakt zwischen Film und Objekt héufig ungeniigend ist.
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d) Artefakte

Das autoradiographische Bild entsteht dadurch, dass ein g-Teilchen
mit geniigender Energie auf eines-der strahlungsempfindlichen Silber-
salzkristalle der Emulsion auftrifft und ein «latentes» Bild erzeugt. Die
latenten Bilder lassen sich zu Schwirzungspunkten entwickeln. Mecha-
nische Beanspruchung des Filmes und reduzierende Reagenzien erzeugen
zusitzliche latente Bilder, was sich im Ansteigen:des Filmhintergrundes
dussert. Enthélt jedoch der Schnitt reduzierende Stoffe oder erfolgt die
mechanische Beanspruchung iiber den Schnitt, so entstehen «positives
Artefakte, die Gewebeaktivitdt vortduschen kénnen. Oxydationsmittel
dagegen bringen latente Bilder zum Verschwinden, erniedrigen den Hin-
tergrund, hindern aber auch vorhandene Aktivitit an der Abbildung.
Bei Lokalisation des Oxydationsmittels auf die Gewebe entstehen «nega-
tivey Artefakte. Enthalten nur einzelne Gewebe des Schnittes oxydierende
Stoffe, entstehen falsche Verteilungsbilder.

Artefakte kénnen vor allem durch Blindproben mit inaktiven Gewe-
ben identifiziert werden. Handelt es sich um positive Artefakte, so miis-
sen diese auch mit inaktiven Geweben erzeugbar sein (gleiche Gewebe-
priaparation vorausgesetzt!), wihrend negative Artefakte sich durch
Schwirzungslocher bei Filmen mit starkem Hintergrund dussern miissten.

Bei der nassen Autoradiographie treten gelegentlich leicht erkennbare
Artefakte auf: Uber stark verholzten Zellwianden und dussern Epidermis-
winden waren Schwirzungspunkte reihenformig angeordnet. Sie gaben
sich durch ihr unsystematisches Auftreten und ihre immer senkrecht
zur stiarksten Ausdehnungsrichtung des Filmes angeordnete Lage als
Artefakte zu erkennen.

Die trockene Methode war bedeutend artefaktanfilliger. Sogar fabrik-
frische Filme ertrugen manchmal den Kontakt mit Xylol und Cellulose-
Acetat-Losung nicht und antworteten mit bis zu Unbrauchbarkeit er-
héhtem Hintergrund. Rund ein Drittel bis die Hilfte aller Platten rea-
gierten auf diese Weise. Dass der Film und nicht die Qualitdt der Rea-
genzien dariiber entschied, zeigte sich bei gleichzeitiger Verwendung ver-
schiedener Filmpakete.

Druckartefakte, hervorgerufen durch das Anpressen der Schnitte auf
die Emulsion, traten nur bei extrem starkem Druck auf.

Hingegen fand ich bei Mais hin und wieder einen Artefakt, dessen Na-
tur ich nicht abzukldren vermochte. Er trat ausschliesslich in Form von
Schwirzungen iiber gut entwickelten Biindeln auf und fehlte iiber inter-
medidren Biindeln. Héufigkeit des Auftretens und Intensitat der Schwér-
zung erwiesen sich als unabhingig von Anpressdruck und Expositions-
zeit. Die Schwiérzungen waren meist schwach, erfassten nur Teile des
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Biindels und zeigten keinen Zusammenhang mit Gewebearten, Zellen
oder Zellstrukturen. Innerhalb eines Priparates wurden nie alle Schnitte
betroffen, und je Schnitt waren es nur vereinzelte verstreute Biindel. Es
wurden darum fiir die Auswertung nur solche Priparate als geniigend
erachtet, die systematische, den Zellen und Zellstrukturen zuweisbare
Schwirzungen zeigten.

Alles in allem mussten wegen Artefakien oder Artefaktverdachts 70-80%,
aller trockenen Priparate und 5-10%, aller nassen Priparate ausgeschieden
werden.

e) Einfluss der Gewebepraparation

Von zwei 5 h gefiitterten Maispflanzen wurden je vier Proben entnom-
men, halbiert und die eine Hilfte gefriergetrocknet, die andere gefrier-
substituiert. Die autoradiographische Untersuchung liess, in Uberein-
stimmung mit Hancox (1957), keinen Unterschied in der Erhaltung
wasserloslicher Aktivitit erkennen. Hingegen waren die Gewebestruk-
turen bei gefriergetrockneten Maisproben nur stellenweise intakt, bei
Coffea bis zur Unbrauchbarkeit zerrissen.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde fiir alle weiteren Versuche die Ge-
friersubstitution angewandt.

f) Wirksamkeit der verschiedenen Blattfiitterungsmethoden

Es muss zwischen Wasseraufnahme aus und Wasseraustausch mit Um-
gebungswasser unterschieden werden. Der Motor fiir eine Wasserauf-
nahme durch Pflanzenblitter ist die osmotische Saugkraft der Zellen.
Die Geschwindigkeit der Aufnahme hingt von der Grosse der Saugkraft
und dem kutikuliren Widerstand ab (Gessner, 1956). Umweltsfaktoren,
welche im Blatt ein Wasserdefizit erzeugen kénnen, begiinstigen zugleich
den negativen Wassertransport (aus dem Blatt in die Wurzel).

Wie Vaadia (1963) und Vartapetyan (1961) zeigten, findet auch
ohne Wasserdefizit im Blatt ein Austausch zwischen Blattwasser und
Aussenwasser statt, dessen Geschwindigkeit durch den Kutikularwider-
stand begrenzt wird. Das ausgetauschte Wasser wird nur sehr langsam
und in geringen Mengen abtransportiert (Vaadia, 1963).

Fiir Transportuntersuchungen mit THO muss jeder negative Wasser-
transport vermieden werden (siehe Diskussion!). Das Wasseraustausch-
verfahren bietet die Moglichkeit an, radioaktives Wasser ins Blatt einzu-
fithren, ohne dass dadurch negativer Wassertransport begiinstigt wiirde.

Um die Kutikulabildung auf ein Minimum zu reduzieren, wurde die
Pflanzenaufzucht in Nihrlosungen, bei hoher Luftfeuchtigkeit und
Schutz vor direkter Sonneneinstrahlung vorgenommen.
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Vergleichende Versuche ergaben, dass bei der Blattlappenfiitterung je
Zeiteinheit mehr Aktivitit aufgenommen wurde als bei der Blattspitzen-
fiitterung. Vermutlich ist dies darauf zuriickzufiihren, dass bei der Blatt-
lappenfiitterung die Rédnder dem Wasseraustausch keinen Widerstand
entgegenzusetzen vermogen.

2. Transportversuche an Zea mays
a) Versuchsprogramm und Auswertung

Die Pflanzen wurden nach der Fiitterung in der Regel sofort geerntet
(Fitterungszeit = Versuchszeit). Eine Zusammenstellung der Versuche
gibt Tabelle 2.

Wird bei Assimilattransportuntersuchungen der Pflanze THO als
Substrat fiir die Photosynthese angeboten, so kann nicht ausgeschlossen
werden, dass nebst markierten Assimilaten auch das radioaktive Sub-
strat als solches aus dem Blatt abtransportiert wird. Dunkelfiitterun-

Tabelle 2
‘;f;;ll;leli' egg{gg ; %Illj‘%r Fiitterungsart SEE%?%G Futtzt%%ngs Bemerkung
10 2.Blatt Lappen 20 2
11 2.Blatt Lappen 20 3
14 2.Blatt Lappen 20 6
15 3.Blatt Lappen 20 6
16 2.Blatt Lappen 20 10 anschliessend 14 h
dunlkel gestellt
17 2.Blatt Lappen 20 6 Dunkelversuch
18 Wurzeln — 20 5 Dunkelversuch
28 3.Blatt Spitze 20 2
29 3.Blatt Spitze 20 5
49 3.Blatt Spitze 20 5
50 3.Blatt Lappen 20 5
51 3.Blatt Spitze 100 5
52 3. Blatt Spitze 20 1
53 3.Blatt Spitze 20 Y
54 3.Blatt Spitze 20 2 partiell verdunkelt
55 3.Blatt Spitze 20 2 Dunkelversuch
56 Wurzeln -— 20 2 Dunkelversuch
57 4. Blatt Spitze 20 1
58 4. Blatt Spitze 20 2
59 3. Blatt Lappen 20 3
60 3.Blatt Spitze 20 3
61 3.Blatt Spitze - 20 5 partiell verdunkelt
62 Wurzeln — 20 I Dunkelversuch
63 3.Blatt Spitze 20 2 partiell verdunkelt
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gen gestatten, die Aktivitdtsverteilung bei geringerer spezifischer Akti-
vitit der transportierten Assimilate und gleichbleibendem (Blattfiitte-
rung) oder gesteigertem Wasserabtransport (Wurzelfiitterung) zu unter-
suchen, und kénnen somit Hinweise iiber Grossenordnung und Auswir-
kung des Wassertransportes geben.

Fiir alle Dunkelfiitterungen wurden die Pflanzen am Vorabend des
Versuches in den Dunkelraum gestellt. Die notwendigen Operationen
(Anbringen des Fiitterungsgefisses, Ernte) wurden bei Rotlicht ausge-
fiithrt. Bei Versuchen mit partieller Verdunkelung (Fiitterungsgefiss und
2-3 cm Blatt mit Alu-Folie abgedunkelt) wurden die Pflanzen nach In-
stallation der Fiitterungsvorrichtung in den Lichtraum gestellt.

Uber Anatomie und Morphologie des Maises gibt es einige umfassende
Untersuchungen (Hayward, 1938; Sharman, 1942; Esau, 1943). Die
darin verwendeten Begriffe und Bezeichnungen wurden dieser Arbeit
zu Grunde gelegt.

Den Versuchspflanzen (Abb. 6) wurden an folgenden Orten Gewebe-
proben entnommen und untersucht: Lamina des Fiitterungsblattes (4-5
- Proben in 1-2 em Abstand), 3./4.Blatt, 2./3./4.Blatt, Koleoptile; bei
Wurzelfitterungen zusitzlich 1.Internodium und Hauptwurzel 1-2 cm
unterhalb des Kotyledonarknotens. Die Priparate der nassen Autoradio-
graphie wurden nach folgenden Beurteilungskriterien bewertet:

3.Blatt

4 _Blatt

3.74.Blatt
2. Blatt

2./3./4. Blatt

Koleoptile

Vegetationspunkt

1. Internodium

Abbildung 6

Maispflanze im Zeitpunkt des Versuches. Der Vegetationspunkt liegt knapp iiber dem
ersten Internodium. Das sechste Blatt ist ungefdhr gleich lang wie die Koleoptile
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Erfassungsgrenze (0-1): Die Aktivitdt ist manchmal knapp tiber dem
Hintergrund, oft auch darunter.

Deutliche Aktivitat (1): Die Aktivitit ist jederzeit deutlich {iber dem
Hintergrund.

Starke Aktivitit (2): Die einzelnen Punkte sind meist deutlich unter-
scheidbar. Es treten noch kaum durch hohe Aktivititskonzentration ver-
ursachte Nachweisverluste auf.

Sehr starke Aktivitit (3): Die Schwirzungspunkte sind so dicht bei-
einander, dass sie hidufig nicht mehr unterscheidbar sind. Starke Nach-
weisverluste durch Uberdeckung und Uberschneidung.

b) Aktivitdtsverteilung in der Fitterungszone
Wasserunloslich eingebaute Aktivitit:

In der Abbildung 7 ist der zeitliche Verlauf des Aktivitdtsanstieges in
den Geweben dargestellt. Im einzelnen Versuch kann die Verteilung vom
Schema abweichen, die Kurven wollen nur Tendenzen angeben.

Aktivitdts-
starke

- | S o e e

....................

Assimila- Gindel- . . Givs T
trg?csl-?)?r; E:trl‘eiz e Phloem Xylem ?ﬁ;en';e" Epidermis ﬁﬁﬂgg&f
Abbildung 7
Aktivitatsverteilung in der Fiitterungszone nach 30 min (—.—.), 1h (———-), 2h (—) und

5 h (——) Futterung

Die Schwirzung ist streng den Zellstrukturen zugeordnet: Im Assimi-
lationsparenchym und in der Biindelscheide erscheint sie bevorzugt iiber
Chloroplasten lokalisiert, jedoch weist auch das Plasma Aktivitit auf.
Im Phloem sind Sieb- und Geleitzellen gleich stark markiert. Bei den
5-h-Versuchen sind die Siebplatten auffillig stark aktiv (Abb. 8,9). Die
Epidermis iiber dem Sklerenchym gehort physiologisch zum Skleren-
chym. Die Schliesszellen des Spaltoffnungsapparates scheinen im Stoff-
wechsel von den iibrigen Geweben weitgehend unabhéngig zu sein: Ihr
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Aktivitatsanstieg zeigt wenig Zusammenhang mit den andern Geweben,
lidsst sich durch dussere Faktoren (Abdunkeln, Fiitterungsart) kaum be-
einflussen und ist in gewissen Grenzen eine Funktion der Zeit.

Abbildung 8

Aktivitatsverteilung in der Fiitterungszone, Ubersicht. Versuch 51. Vergrosserung 200mal

Totalaktivitit:

Die Schwiirzung ist ungefihr doppelt so stark. Schon nach 30 min Fiit-
terung enthalten alle Gewebe Aktivitdt. In den 5-h-Versuchen ist die

Abbildung 9

Fiitterungszone. Versuch 51. Die Biindelscheide ist stark aktiv. Im Phloem fallt eine auf-
fallig kraftig markierte Siebplatte auf. Vergrosserung 600mal
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Epidermis ebenso stark markiert wie das Parenchym, oft sogar wie die
Biindelscheide. Das Xylem weist die schwiichste Aktivitit auf in allen
Versuchen.

¢) Abwértstransport in der Lamina des Fiitterungsblattes
Wasserunloslich eingebaute Aktivitiit:

Auf die Fiitterungszone folgt eine 1-2 ¢cm lange Ubergangsstrecke, wo
die Aktivitdt bei kurzzeitigen Fiitterungen (weniger als 2 h) in allen Ge-
weben unter die Erfassungsgrenze sinkt, bei linger dauernden Versuchen
nur noch in den Siebteilen des Hauptbiindels und einiger lateraler Biindel
erhalten bleibt (Abb. 10,11). In den 2-h-Versuchen lisst sich im untern Teil
der Lamina keine Aktivitit mehr nachweisen, erst in der Blattscheide
wieder (Abb. 12). Je hoher das Aktivitétsniveau in der Fiitterungszone,
desto mehr laterale Biindel zeigen Phloemmarkierung. In Versuch 51 hat-
ten je zwei an das mediane Biindel anschliessende intermediire Biindel
Phloemaktivitat. Ebenso war das untere Sklerenchym (Blattunterseite)
des Hauptbiindels schwach markiert.

10 11

Abbildung 10

Basis der Lamina des Fiitterungsblattes. Wasserunlésliche Aktivitat. Versuch 51. Unten
im Phloem wurde im Querschnitt eine Siebplatte getroffen. Vergrosserung 600mal

Abbildung 11

Basis der Lamina des Fiitterungsblattes. Medianes Biindel, wasserunlosliche Aktivitit.
Versuch 16. Vergrésserung 600mal
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Bei Fiitterung des zweiten Blattes ist im medianen Biindel das untere
Sklerenchym ebenso stark markiert wie das Phloem. In keinem Experi-
ment zeigen die Sklerenchyme anderer Biindel Aktivitat.

Fiitterungsdauer
Std.

5

4 b

3t

Fiitterungszone Lamina Blattscheide andere Blatter
Abbildung 12

Verbreitung der wasserunloslichen Aktivitat nach verschieden langen Fiitterungszeiten

Totalaktivitét

Schon nach halbstiindiger Fiitterung enthélt die Lamina in allen Ge-
weben Aktivitidt, wenn auch an der Erfassungsgrenze. Am unsichersten
markiert sind das Grundparenchym der Mittelrippe und das Xylem. Auch
~ in langzeitigeren Versuchen #ndert sich das Verteilungsbild nicht mehr
wesentlich, einzig das Aktivitidtsniveau steigt kriftig an, und das Xylem
ist kaum mehr schwiicher aktiv als die tibrigen Gewebe.

d) Abwirtstransport in der Blattscheide des Fiitterungsblattes
Wasserunloslich eingebaute Aktivitat:

Die Aktivititsverteilung in den Geweben der Blattscheide ist nicht in
jedem Abschnitt gleich. Einige typische Verteilungsbilder sind in der
Abbildung 13 zu sehen. In einer unterschiedlich langen Ubergangszone
ist die Schwiirzung noch gleich verteilt wie in der Lamina. Dann zeigen
zuerst die Sklerenchyme steigende Aktivitit. Etwas weiter abwirts fol-
gen praktisch gleichzeitig Parenchym, Biindelscheide und Epidermis. Im
Xylem lisst sich zuletzt und erst gegen die Blattbasis Aktivitdt nachwei-
sen. Gleichzeitig mit dem Auftauchen in andern Geweben breitet sich die
Aktivitit von einem medianen Schwerpunkt lateral aus und ist schliess-
lich iiber den ganzen Schnitt feststellbar. Die Schwirzungen werden ge-
gen die Blattbasis hin in allen Geweben intensiver, das Phloem ausge-
nommen, wobei sich die anfinglichen Niveauunterschiede immer mehr
ausgleichen.
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Versuch 14 Versuch 16 Versuch 28

3

il T e Cpm
| L L
1 | 1 = [ I ]
! ! ! o
0 - L L.
12345678 12345678 12345678
Versuch 29 Versuch 50 Versuch 51

Aktivitdts-
starke

1234567178 12345678 12345678

Abbildung 13

Verteilung der wasserunloslichen Aktivitat in der Blattscheide des Fiitterungsblattes auf

der Hohe des 3./4. Blattes (—.—.), des 2./3./4. Blattes (—) und der Koleoptile (——). Die

Ziffern auf der Abszisse bedeuten: 1 = untere Epidermis; 2 = unteres Sklerenchym;

3 = Biindelscheide; 4 = Phloem; 5 = Xylem; 6 = Parenchym; 7 = oberes Sklerenchym;
8 = obere Epidermis

Totalaktivitit:

In den kurzzeitigen Versuchen (bis etwa 2 h) lidsst sich nur in den Biin-
deln Aktivitit nachweisen, und zwar vor allem im Phloem und Skleren-
chym. Bei linger dauernden Versuchen stechen zwar immer noch die Biin-
delschwérzungen heraus, jedoch ist nun auch das Parenchym deutlich
markiert. Das Xylem ist kaum mehr schwicher aktiv als die iibrigen
Biindelgewebe.

e) Eintransport der Aktivitit in andere Blitter

. Wasserunloslich eingebaute Aktivitiit:

In keinem der Experimente fand ich wasserunlosliche Aktivitit in
Bléattern, die dlter als das Fiitterungsblatt waren. Je jiinger das Blatt,
desto kriftiger baut es Aktivitéit ein. Oft liegt zwischen dem Fiitterungs-
blatt und den jiingsten Bléittern ein inaktives Blatt (Abb. 14).

Totalaktivitit:

Schon nach 30 min Fiitterung ldsst sich Aktivitit in simtlichen Blit-
tern nachweisen, die Koleoptile ausgenommen. In den linger dauernden
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17 18 19

Abbildungen 14 bis 19

Querschnitte in der Hohe des 3./4.Blattes (Abb. 14 und 15), 2./3./4.Blattes (Abb. 16 und

17) und der Koleoptile (Abb. 18 und 19). Versuch 29. Bei Abbildung 14, 16 und 18 handelt

es sich um die Verteilung der wasserunléslichen Aktivitat, bei den iibrigen Abbildungen
um die Verteilung der Totalaktivitat

Versuchen (2 h und mehr) zeigt auch die Koleoptile deutliche Aktivitit
in den Biindeln, spiter auch im Parenchym (Versuch 16).

f) Aufwirtstransport in der Blattscheide
Wasserunloslich eingebaute Aktivitat:

Sobald sich Aktivitit erfassen lisst, ist sie schon iiber den ganzen
Blattquerschnitt ausgebreitet. Bei jiingern Blittern liegt der Aktivitéts-
schwerpunkt oft lateral (Abb. 14, 15, 16) oder sogar gegen die Blattrinder.
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Auf der Héhe der Koleoptile sind die Gewebe mehr oder weniger uniform
markiert, weiter oben enthalten die Biindel meist hohere Aktivitit als
das benachbarte Parenchym. Xylem, Sklerenchyme und Epidermis zei-
gen die stirksten Schwirzungen (Abb. 20), das Phloem ist bedeutend
schwicher markiert, manchmal iiberhaupt nicht.

Abbildung 20

4.Blatt auf der Hohe des 3./4.Blattes, Versuch 16, wasserunlosliche Aktivitiat: Skleren-
chym, Metaxylem und Epidermis am starksten aktiv. Das 4.Blatt war von aussen noch
kaum sichtbar. Vergrésserung 200mal

.
: ,e,‘,&\i‘»%ﬁ -
o W;gazyw

Abbildung 21

3.Blatt auf der Hohe des 2./3./4. Blattes, Versuch 15, wasserunlésliche Aktivitat: Skleren-
chym am stérksten aktiv, Metaxylem kraftiger markiert als Parenchym, Phloem praktisch
inaktiv, fallt (nebst der Protoxylemlakune) als weisse Liicke auf. Vergrosserung 100mal
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Totalaktivitit:

Koleoptile: Die Aktivitit bleibt auf das Biindel beschrinkt. Nur 1n
Versuch 16 zeigt auch das Parenchym teilweise Aktivitist.

2. und 3.Blatt: In den kurzzeitigen Fiitterungen (30 min, 1 h) weisen
einzig die grossen Biindel Aktivitdit auf, und zwar im Phloem und im
Sklerenchym (Abb. 22). Spiter (2 h) sind Xylemparenchym und Xylem
ebenfalls leicht markiert, ebenso die intermediiren Biindel und das Par-
enchym um die Biindel herum. Erst nach 5 h Fiitterung zeigen Paren-
chym und Epidermis durchgehend Schwiirzung, aber immer noch schwé-
cher als die Biindel.

4., 5. und 6. Blatt: Alle Blattgewebe sind von Beginn an gleichmiissig
markiert. Bei lingerer Fiitterungsdauer steigt das Aktivitdtsniveau in

Abbildung 22

2.Blatt auf der Hohe der Koleoptile, Versuch 53, wasserlosliche Aktivitat: Das auf dem
Bild nicht sichtbare Sklerenchym ist ebenso stark aktiv wie das Phloem. Vergrosserung
600mal
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Abbildung 23

Kaffee, Fiitterungsstelle. Blattspitzenfiitterung 5 h, wasserunlosliche Aktivitat. Vergros-
serung 200mal

Abbildung 24

Kaffee, Fiitterungsstelle, medianes Biindel. Blattspitzenfiitterung 5 h, anschliessend 2 h

im Dunkeln stehen gelassen, wasserunldsliche Aktivitat. Die Markstrahlen, das jiingste

Phloem und Xylem sind am kraftigsten markiert, das altere Phloem (verschwommen)
weniger stark aktiv. Vergrosserung 600mal

326



allen Geweben gleich stark. Das 4.Blatt nimmt eine Zwischenstellung
ein: Seine Aktivitdtsverteilung gleicht manchmal eher derjenigen des
3. Blattes.

g) Blattfiitterung im Dunkeln

Wasserunloslich eingebaute Aktivitét:

Sie bleibt in allen Versuchen auf die Fiitterungsstelle beschrinkt. Die
Verteilung ist gleich wie bei den Lichtfiitterungen, das Aktivititsniveau
jedoch bedeutend tiefer, etwa so hoch, wie wenn bei Licht halb so lange
gefiittert worden wire. Bei partieller Verdunklung (nur Fiitterungszone)
ist die Aktivitatsfixierung eher etwas besser.

Totalaktivitit

Hier zeigt es sich deutlich, dass die Aktivititsfixierung bei vollstéandi-
ger Abdunklung starker behindert ist als bei partieller. In allen Versuchen
ist die Aktivitét iiber die ganze Pflanze verbreitet, wobei die Verteilung
genau gleich wie in den Lichtversuchen ist.

Abbildung 25

Phaseolus, Fiitterungsstelle, medianer Nerv. Blattspitzenfiitterung 5 h, wasserunlésliche
Aktivitat. Aktivitat besonders deutlich auf Chloroplasten lokalisiert. Vergrésserung 200mal
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h) Wurzelfiitterung im Dunkeln
Wasserunloslich eingebaute Aktivitéit:

Nur im 5-h-Versuch lésst sich in den untersuchten Gewebeproben Akti-
vitdt nachweisen. In der Wurzel (1 cm unterhalb des Kotyledonarknotens)
sind Phloem und Xylem gleich stark markiert, etwas kriftiger als die
Wurzelrinde und das Mark des Zentralzylinders. Zwischen Haupt- und
Nebenwurzeln gibt es keine Unterschiede in der Schwirzungsintensitit.
Im ersten Internodium sind Aktivititsverteilung und Intensitédt gleich
wie in der Wurzel, jedoch sind die sprossbiirtigen Wurzeln viel starker
aktiv als das erste Internodium. Auf der Hohe der Koleoptile sind sdmt-
liche Blitter in allen Geweben gleichméssig markiert, die jiingsten Blatter
am kriftigsten.

Abbildung 26

Phaseolus, Fiitterungsstelle, medianes Biindel, gleicher Schnitt wie in Abbildung 25. Ver-
grosserung 600mal

Totalaktivitat:

In den beiden kurzzeitigen Versuchen lidsst sich in der Hauptwurzel
(1 ecm unterhalb Maiskornansatz) keine sichere Aktivitat nachweisen. Alle
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Nebenwurzeln sind kriiftig aktiv, vor allem im Zentralzylinder. Je hoher
oben die Nebenwurzeln ihren Ansatzpunkt haben (periphere Lage im
Schnitt), desto intensiver ist die Schwirzung. Bei 1 h Fiitterung zeigt
der Zentralzylinder des ersten Internodiums keine sichere Aktivitiat. Im
2-h-Versuch ist vor allem die Rinde gegen den Zentralzylinder zu stark
markiert, alle iibrigen Gewebe bedeutend schwicher. Auf der Hohe der
Koleoptile weisen simtliche Bliatter Aktivitiat auf, die jiingern mehr als
die dltern, die Koleoptile am wenigsten.

Abbildung 27

3.Blatt auf der Hohe der Koleoptile, Versuch 15, wasserunldsliche Aktivitat. Das Blatt

ist an dieser Stelle in voller Entwicklung begriffen. Nur das Protophloem ist fertig aus-

differenziert und weist dementsprechend kaum Aktivitiat auf. Am stiarksten markiert sind

das zukiinftige Sklerenchym sowie das Metaxylem und Metaphloem bildende Gewebe (an
das Protophloem anschliessend). Vergrosserung 600mal

Die Biindel und ihre Umgebung sind starker markiert als das iibrige
Parenchym. Innerhalb der Biindel ist das Xylem schwiicher aktiv als die
andern Gewebe.

3. Transportuntersuchungen an Coffea arabica und Phaseolus vulgaris
a) Fiitterungszone

Gegeniiber den Maisblattern fillt die starke Aktivitdtskonzentration
um die Chloroplasten herum auf (Abb. 23-26). Sie ist offensichtlich der
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Bildung von Stdrke zuzuschreiben, denn bei Abdunklung des Blattes
nach der Fiitterung 16sten sich diese Schwirzungsh@ufchen rasch auf und
wurden in die {ibrige Schwirzung integriert. Die Epidermis von Coffea ist
ebenfalls kriftig aktiv, was nicht iiberrascht, enthélt sie doch im Gegen-
satz zur Maisepidermis Chloroplasten. Im Biindel sind die Markstrahlen
und das junge Xylem am stérksten markiert (Abb. 24). Infolge der langen
Fiitterungszeiten (5 h) lassen sich keine Schliisse iiber den Transportweg
ziehen. Kaffeeblatter, die im Dunkeln gefiittert wurden (5 h, 10 h), nah-
men praktisch keine Aktivitit auf.

Abbildung 28

2.Blatt auf der Hohe des 2./3./4. Blattes, Versuch 16, wasserunlgsliche Aktivitat. Vergros-
serung 600mal

b) Ubriges Blatt

Die wasserunlosliche Aktivitdt beschriankt sich ausschliesslich auf die
Fiitterungszone und unmittelbar benachbarte Gewebepartien (alles 5-h-
Fiitterungen, anschliessend 0, 2, 5, 10 h im Dunklen stehen gelassen).
Auch die Totalaktivitit sinkt gegen die Blattmitte zu unter die Erfas-
sungsgrenze. Spitzenwirts ist sie sehr diffus verteilt. Offensichtlich ist
die Fiitterungszone fiir so grosse Blitter zu klein, die Aktivitéit sinkt dar-
um ausserhalb der eingetauchten Blattspitze rasch unter die Erfassungs-
grenze.
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IV. Diskussion
1. Mikroautoradiographie und Transportuntersuchungen

Die Mikroautoradiographie wire eine ideale Methode fiir Transport-
lokalisationen, wenn in der Pflanze assimilattransportierende und assi-
milatverbrauchende Gewebe rdumlich streng getrennt wiren. Nicht ein-
mal bei ausgewachsenen Organen ist diese Forderung vollstindig erfiillt.
Wachsende und speichernde Gewebe sowie Zellen mit hohem Energie-
bedarf sind potentielle Assimilatableiter. Aktivitdt im autoradiographi-
schen Bild bedeutet daher noch lange nicht, dass die betreffenden Gewebe
Transportkanile sind. Je kurzzeitiger der Versuch, je schiarfer die Akti-
vitatsfront, je empfindlicher ihr Nachweis, desto eher sollten nur trans-
portierende Gewebe Schwiarzungen aufweisen.

In bezug auf ihr Verhalten zu Assimilaten konnen grob dreierlei Ge-
webekategorien unterschieden werden: Transportkanile fiir den Fern-
transport von Assimilaten, ausgewachsene Gewebe, wachsende und spei-
chernde Gewebe. Die Transportkanile werden in einer ersten Phase die
hochste Aktivitdtskonzentration aufweisen. Je stiarker die Verluste an
die Umgebung, desto rascher erfolgt der Konzentrationsausgleich. Aus-
gewachsene Zellen sind vor allem Produktionsorte, sie haben Uberschuss
an Assimilaten und werden den Leitgeweben verhiltnisméssig wenig
Aktivitidt entziehen. Einbau in wasserunlosliche Substanzen findet kaum
statt. Wachsende und speichernde Gewebe sind die bevorzugten Ziele des
Agsimilatstromes. Sie nehmen rasch Aktivitit auf und akkumulieren sie
in wasserunléslichen Verbindungen, die wachsenden Zellen in Proteinen
und Wandsubstanzen, die Speicherzellen in Polysacchariden. Es muss
wegen der Akkumulation damit gerechnet werden, dass solche Gewebe
nach kurzer Zeit intensivere Schwirzungen aufweisen als die Transport-
bahnen. Die getrennte Untersuchung der wasserldslichen und wasserun-
l6slichen Aktivitat kann hier wichtige Hinweise geben.

In gewissen Grenzen ist es auch moglich, auf mikroautoradiographi-
schem Weg Transportgeschwindigkeiten zu bestimmen. Es werden dabei
nur Minimalwerte erhalten. Je rascher der Tracer ins Blatt gelangt, dort
in Assimilate eingebaut wird und je empfindlicher der Aktivitétsnach-
weis, desto schneller ist die spezifische Aktivitét der Assimilate in den
Leitgeweben geniigend hoch fiir den Nachweis und damit der erhaltene
Wert der wirklichen Transportgeschwindigkeit am néchsten.

2. Vor- und Nachteile von THO als Tracer
far Transportuntersuchungen

Es muss zwischen der technischen Seite (Mikroautoradiographie) und
der physiologischen Seite des Problems unterschieden werden. Da die
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technischen Vor- und Nachteile schon unter dem Abschnitt « Methodische
Ergebnisse» ausfiihrlich besprochen wurden, beschriinke ich mich in die-
sem Abschnitt auf die physiologischen Probleme. Es sind hauptsichlich
drei, die ins Gewicht fallen: a) Die Traceraufnahme erfolgt relativ lang-
sam. b) Wasserstoffbindungen mit Sauerstoff und Stickstoff sind labil.
Aus diesem Grund sind auch unspezifische Markierungen méglich. ¢) Der
Tracer kann als Wasser aus dem Blatt abwandern.

a) Geschwindigkeit des Wasseraustausches

Vaadia (1963) beobachtete, dass in THO-Wasser eingetauchte Sonnen-
blumenblitter fiir den Wasseraustausch eine Halbwertszeit von 1 h haben
(Innenkonz. 509, der Aussenkonz.). Nach 3 h betrug die THO-Konzen-
tration im Blatt 809, der Aussenkonzentration. Wurde das fliissige THO
durch dampfférmiges ersetzt, war der Austausch 109, in 3 h. Fiir Pinus-
nadeln waren die Halbwertszeiten doppelt so lang. Vartapetyan (1961)
mass mit DHO-Dampf an Bohnenblittern eine Halbwertszeit von 8 h.
Die Versuche von Ordin (1956) mit 5 mm dicken Koleoptilzylindern
und fliissigem DHO zeigen deutlich, dass die Kutikula fiir diese langen
Halbwertszeiten verantwortlich ist: Er beobachtete an seinem Objekt
Halbwertszeiten von 8-10 min. Gegeniiber freier Diffusion in Wasser be-
trigt der Diffusionskoeffizient trotzdem nur 1%, (Philip, 1958), bezogen
auf die Sonnenblumenbldtter sogar nur 1°,. Dagegen gestatten die
Spaltéffnungen eine sehr hohe Diffusionsgeschwindigkeit fiir CO,. Das
Verhéltnis Innen-/Aussenkonzentration ist beinahe 1 (Hill, 1961). Die-
ser Vergleich ldsst befiirchten, dass die spezifische Aktivitit der Assimi-
late langsamer ansteigt bei Verwendung von THO anstelle von C1%0,. Das
bedeutet, dass die Aktivitdtsfront unschirfer verliuft. Zusammen mit
der geringeren Ausbeute im mikroautoradiographischen Nachweis diirfte
dies fiir den zogernden Schwirzungsanstieg und die flachen Aktivitits-
verteilungen verantwortlich sein.

b) Tritiumeinbau in organische Verbindungen
bei Verwendung von THO als Tracer der Photosynthese

C10, kann primir in Ribulose-diphosphat und Phosphoenolpyruvat
eingebaut werden und tritt erst durch stufenweisen Umbau in andere
organische Verbindungen ein. Fiir THO liegen die Verhiiltnisse viel kom-
plizierter. Es gibt zweierlei Wasserstoffbindungen: labile mit Sauerstoff
und Stickstoff, stabile mit Kohlenstoff. Labil gebundene Wasserstoff-
atome sind dadurch gekennzeichnet, dass sie untereinander leicht die
Plitze tauschen. Da Tritium im Wassermolekiil labil gebunden ist, kann
es seinen Platz mit inaktiven, labil gebundenen Wasserstoffatomen orga-
nischer Verbindungen tauschen. Auf enzymatischem Weg kann es in

332



eine nichtaustauschbare Position gelangen und geht dann bei der Ge-
webepriparation nicht mehr verloren durch Riickaustausch mit labil ge-
bundenen Wasserstoffatomen des Alkohols. Von THO aus gibt es ferner
drei verschiedene Wege fiir spezifischen Einbau mit Hilfe von Enzymen:
Bei der Photolyse werden die Phosphopyridinnukleotide (DPN, TPN) re-
duziert, wobei Wasser als Wasserstofflieferant dient. In einer grossen
Zahl enzymatischer Reduktionsprozesse stammt der Wasserstoff aus
DPNH oder TPNH. Daneben gibt es auch enzymatisch gesteuerte Was-
seranlagerungsreaktionen (z.B. Malat/Fumarat), wo das Wasser als gan-
zes Molekiil in eine organische Verbindung eintritt. Eine nicht unerheb-
liche Rolle spielen enzymatische Hydrolysen. Durch Reduktions- und
Wasseranlagerungsprozesse gelangt der Wasserstoff sowohl in labile wie
stabile Positionen, wihrend er bei Hydrolysen allein in austauschbare
Bindungen gerit. Beim weiteren Umbau der Verbindungen kénnen labil
gebundene Wasserstoffatome in nichtaustauschbare Positionen wechseln
und umgekehrt. Uber das Gewicht, das den einzelnen Einbauvorgéngen
im ganzen zukommt, kann nur das Experiment Auskunft geben.

Moses und Calvin (1959) fanden, dass Tritium bei der Photosynthese
von Chlorella im wesentlichen in die gleichen Verbindungen eingebaut
wird wie C4, wenn auch mit anderer prozentualer Verteilung. In Dunkel-
versuchen war der Einbau nur um einen Drittel kleiner als im Licht.
Simon und Trebst (1961) schliessen aufgrund ihrer Versuche, dass der
iiberwiegende Teil der stabilen C-T-Bindungen nicht durch Reduktions-
reaktionen entsteht. In einer spateren Arbeit (Simon, 1964) untersuch-
ten sie auch die intramolekulare T-Verteilung und schlossen, dass der
T-Einbau vor allem durch Isomerisationsprozesse zustande kommt. Bei-
demal untersuchten sie auch das Verhiltnis von T- zu (C'-Einbau bei
gleichzeitiger Fiitterung beider Tracer. Es wird, auf den Gesamteinbau
bezogen, mehr Tritium eingebaut als C1 (T/C-Substanz:T/C-Substrat).
Dass die gefundenen Verhiltniszahlen teilweise kleiner als erwartet waren,
schreiben die Autoren den grossen Isotopeneffekten zu, welche die Gleich-
gewichtseinstellung verlangsamen. Sowohl Moses wie Simon untersuch-
ten ausschliesslich die stabilen H-Bindungen. Ihre Ergebnisse sind nicht
ohne weiteres auf Transportuntersuchungen iibertragbar, weil sie in ge-
schlossenen Systemen arbeiteten.

Fiir Transportuntersuchungen ist vor allem wichtig, dass die eigent-
lichen Transportverbindungen méglichst rasch markiert werden. Bei
Mais handelt es sich wie bei den meisten Pflanzen um Saccharose (Lioo-
" mis, 1945) und in beschrinkterem Umfang um Aminoséuren. Saccharose
gehort laut Simon (1964) zu den Verbindungen mit besonders raschem
T-Einbau (T/C-Verhiltnis nach 10 min = 1,10, bei 20 min Vorinkubation
— 1,80). Die langsamere THO-Aufnahme diirfte also durch den schnel-
leren Einbau in die wichtigste Transportverbindung teilweise kompen-
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siert werden. Nebst stabilen C-T-Bindungen wird die Saccharose auch
O-T-Bindungen aufweisen. Beim Transport werden solche labile T-Atome
abwechslungsweise an stationidren Zellinhalten héngenbleiben und wie-
der mitgenommen werden, vergleichbar dem Vorgang in einer Fraktio-
nierkolonne. Einzelne festgehaltene T-Atome werden an Ort und Stelle
in stabile Bindungen iibergefiihrt und bleiben dem Weitertransport und
spéter dem Riickaustausch mit Alkohol entzogen.

c¢) Wasserabtransport aus dem Blatt

Mit THO wird nicht nur bilanzméssig feststellbarer Wasserabtransport
registriert (= negativer Wassertransport). Auch Wasserzirkulation bei
positiver Bilanz fiir das Blatt manifestiert sich mit THO auf dieselbe
Weise wie Wasserabtransport.

Uber den negativen Wassertransport weiss man, dass er nur bei einem
Wasserdefizit in der Pflanze und gleichzeitiger reichlicher Wasserversor-
gung eines Blattes vor sich gehen kann. Entsprechende Nachweise lie-
ferten Haines (1952, 1953) und Slatyer (1956). Auch wenn ein nega-
tiver osmotischer Gradient besteht, ist die Geschwindigkeit des Wasser-
abtransportes gering: Abgeschnittene Blitter, die umgekehrt in Wasser
eingetaucht werden, welken hart an der Benetzungsgrenze (Wetzel,
1924). Der begrenzende Faktor scheint in der Wasseraufnahme (Kuti-
kularwiderstand) zu liegen (Slatyer, 1960). Bei reichlicher Wasserver-
sorgung und Transpiration der Blitter ist ein negativer Wasserabtrans-
port nicht zu befiirchten.

Dass auch unter normalen Verh#ltnissen Wasser aus dem Blatt ab-
wandert, konnte mit THO gezeigt werden (Biddulph, 1957; Aronoff,
1958; Vaadia, 1963). Alle drei Autoren beobachteten nur geringen Was-
serabtransport. Biddulph (1957) fand fiir THO hohe seitliche Verluste
an die umgebenden Gewebe. Aronoff (1958) fiitterte Cucurbitablitter
mit THO und untersuchte das Verhiltnis zwischen THO und T-Assimi-
laten in Blittern und Stengeln. Wihrend im Fiitterungsblatt rund 50mal
mehr THO als T-Assimilate vorhanden ist, #ndert sich dieses Verhiltnis
im Stengel radikal zugunsten der T-Assimilate (100-1000mal mehr).

- Bei der Gefriersubstitution werden die Gewebe entwissert und damit
auch freies THO entfernt. Der Wasserabtransport kénnte nur indirekt
das mikroautoradiographische Bild beeinflussen, falls abgewandertes
Wasser stabil in organische Verbindungen eingebaut wiirde. Bei der star-
ken Verdiinnung und dem geringen Abtransport ist kaum zu befiirchten,
dass dies in stidrkerem Mass geschieht. -

Um sicher zu gehen, dass der Wasserabtransport und die damit verbun-
dene indirekte Markierung in einer andern Gréssenordnung liegen als der
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Assimilattransport und mikroautoradiographisch nicht erfassbar sind,
wurden in den Grenzen der methodischen Moglichkeit eigene Versuche
unternommen. Die Wurzelfiitterungen im Dunkeln bezweckten, das Akti-
vitdtsverteilungsbild bei maximalem Wassertransport und moglichst ge-
ringem Assimilattransport zu priifen. Wenn der Wassertransport sich
durch starke Markierungen bemerkbar machen wiirde, so miisste unter
diesen Versuchsbedingungen ein wesentlich anderes Verteilungsbild ent-
stehen als bei Uberwiegen des Assimilattransportes. Vor allem sollten
die eigentlichen Wasserleitbahnen stidrker markiert sein. Die Ergebnisse
der Wurzel- und Blattfiitterungsversuche unterscheiden sich kaum, ab-
gesehen vom relativ hoheren Aktivitdtsniveau bei den Wurzelfiitterungs-
versuchen: Die Aktivitit befindet sich in erster Linie in jungen Geweben
und im Phloem. Es ist auffillig, wie die Hauptwurzel und die Koleoptile
wenig oder iiberhaupt keine Aktivitit aufweisen. Die Nebenwurzeln sind
kriftig aktiv, sogar noch bei der Einmiindung in die Hauptwurzel, wéh-
rend diese nur unsichere Schwirzung zeigt, was vermuten lisst, dass die
Nebenwurzeln keine Assimilate exportieren. Die Ergebnisse lassen sich
nur so deuten, dass das Wasser zuerst ins Mesophyll gelangt, dort in
Assimilate eingebaut wird, die je naeh Entwicklungsstand der Gewebe
entweder abgegeben oder selbst verwendet werden.

Den Versuchen mit partieller Abdunklung des Fiitterungsblattes lag
die Idee zugrunde, dass ein deutlicher Wasserabtransport aus der Fiitte-
rungszone sich in einem starken Schwirzungsunterschied an der Grenze
hell/dunkel #ussern miisste, weil im Licht dreimal mehr Aktivitat fixiert
wird (Moses, 1959). Ein solcher Unterschied konnte nicht festgestellt
werden. Das Ergebnis lidsst sich nur erkliren, wenn man eine alleinige,
durch Abdunklung behinderte Aktivitatsfixierung in der Fitterungszone
annimmt, mit einem Abtransport, der aus dieser Quelle gespiesen wird.

3. Ort der Wasseraufnahme ins Blatt

Die Beobachtung, dass xeromorphe Blétter langsamer Wasser aufneh-
men als mesomorphe (Steubing, 1949; Vaadia, 1963) spricht fiir eine
Wasseraufnahme durch die Kutikula. Wetzel (1924) verneint eine Betei-
ligung der Spaltoffnungen an der Wasseraufnahme, obwohl er feststellte,
dass stundenlang in Wasser getauchte Blitter offene Spaltéffnungen auf-
weisen. Dagegen beobachtete Vaadia (1963) niedrigere Austauschwerte,
wenn die Fiitterungsblitter ein Wasserdefizit aufwiesen. Er erklart dies
als Folge der geschlossenen Spaltéffnungen und vermutet eine stomatére
Kontrolle der Wasseraufnahme.

Kaffeeblitter nahmen bei Dunkelfiitterung praktisch keine Aktivitit
auf. Mais dagegen zeigte keine Behinderung der Wasseraufnahme ; das etwas
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tiefere Aktivitdtsniveau lidsst sich zwangslos mit der geringeren Aktivi-
titsfixierung im Dunkeln erkliren. Diese Ergebnisse sind nur schwer ver-
sténdlich, wenn nicht bei Coffea die Spaltéffnungen eine entscheidende
Rolle bei der Wasseraufnahme spielen.

4. Die Lokalisation des Assimilattransportes

Ein direkter Beweis, dass bei Mais Aufwirts- und Abwdrtstransport der
A ssimilate vm Phloem stattfinden, ist aufgrund meiner Ergebnisse nicht mog-
lich: sogar in den kurzzeitigen Versuchen ist in den Blattscheiden nebst dem
Phloem gleichzeitig auch das Sklerenchym markiert; der Aktivititsnachweis
in der Lamina war unsicher und gelang nur sporadisch, was vermutlich
dem Konzentrationsausgleich mit dem Mesophyll zuzuschreiben ist. Zwei
Deutungen scheinen mir méglich: 1. Phloem und Sklerenchym bilden
zusammen das Transportsystem. 2. Das Phloem ist alleiniger Transport-
kanal, das Sklerenchym dagegen aus irgendwelchen Griinden ein Ort
stirksten Assimilatbedarfs. Wenn die Nachweismethode geniigend emp-
findlich wére, wiirde im zweiten Fall bei noch kiirzeren Versuchszeiten
einmal der Moment eintreten, wo an der Front das Phloem allein markiert
wire. Alles spricht dafiir, dass bei THO-Fiitterung die Assimilatfront sehr
diffus verlduft und die Nachweismethode zu unempfindlich ist. Als Folge
davon spielt sich wahrscheinlich der Austausch zwischen Phloem und
Sklerenchym unter der Nachweisschwelle ab, eine Auflésung zwischen
Transport und Austausch wire in diesem Fall nicht méglich ; auch wenn
eine solche Auflésung gelingen wiirde, kénnte das Ergebnis doch noch
als rascher Phloemtransport und langsamerer Sklerenchymtransport in-
terpretiert werden. Aussichtsreicher fiir eine verniinftige Deutung scheint
mir, von der Anatomie und Physiologie des Maissklerenchyms auszuge-
hen.

In der Lamina geben die Sklerenchyme eine starke Ligninreaktion,
Kern und Plasma scheinen zu fehlen. Dagegen sind in den Sklerenchy-
men der Blattscheiden, vor allem im unteren Teil, Kern wie Plasma noch
vorhanden. Die Zellwiéinde geben, obwohl schon beachtlich dick, nur
schwache oder keine Ligninreaktion. Auch Zellen mit deutlicher Lignin-
reaktion besitzen Kern wie Plasma. Offensichtlich gehort die Ligninbil-
dung des Sklerenchyms zu den allerletzten Reifungsprozessen des aus-
gewachsenen Blattes. Nach Sharman (1942) schreitet die Alterung der
Maisblédtter von der Spitze basal vorwirts. Die Blattscheide ist spater
ausgewachsen als die Lamina. Das Lingenwachstum und auch das
Streckungswachstum eines Blattes sind abgeschlossen, sobald das Meta-
xylem lignifiziert ist. Nachher sind nur noch Ausreifungsprozesse mog-
lich. Wandverdickung und Lignifizierung beim Sklerenchym gehéren zu
diesen Reifungsvorgingen. Sie sind vor allem in der Blattscheide und
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dem untern Teil der Lamina beim Aufhoren des Wachstums noch nicht
abgeschlossen und hinken hinter der frithzeitigen Ausgestaltung des Me-
taxylems nach. Entsprechend bleiben im Sklerenchym Kern und Plasma
noch lange erhalten.

Die Intensitdt des Aufbaus wasserunloslicher Aktivitédt zeigt erstaun-
liche Parallelitit mit dem Fortschreiten des Reifungsprozesses: In der
Blattbasis (= wachsende Zone) sind alle Gewebe gleichméssig stark mar-
kiert. Weiter aufwirts dominieren aktivitdatsméssig zuerst Metaxylem,
Epidermis und Sklerenchym (Abb. 21). Allméhlich gehen die Schwir-
zungen in Metaxylem, Epidermis, Parenchym und Biindelscheide verlo-
ren, erst zuletzt im Sklerenchym (Abb. 28). Je nach Entwicklungssta-
dium und Aktivitdtsniveau des Blattes gelingt der Aktivitdtsnachweis im
Sklerenchym bis in die Lamina hinauf. Es ist auffallend, wie in der Blatt-
spitze, obwohl sie in THO eintaucht und ein sehr hohes Aktivitdtsniveau
aufweist, das Sklerenchym erst spit und wenig wasserunlosliche Aktivi-
tit enthilt. Die wasserunlosliche Aktivitit entsteht erst sekundér durch
Umbau der wasserloslichen Assimilate, wobei wahrscheinlich dem gly-
colytischen Abbau eine Schlisselposition zukommt. Gradwohl (1965)
untersuchte Maispflanzen auf das Vorkommen von Dehydrogenasen der
Glycolyse (Genaueres siehe S. 338). Gewebe, die geméss Gradwohl hochste
Dehydrogenasenaktivitit aufweisen, sind in meinen Versuchen die Orte
stirksten Aufbaus wasserunloslicher Aktivitdt. Diese Parallelitdt er-
streckt sich bis auf Einzelheiten: Die stdrksten Tetrazoliumreduktoren
sind die sich differenzierende Epidermis und das reifende Metaxylem.
Das Sklerenchym zeigt ebenfalls Dehydrogenasenaktivitidt, solange es
nicht fertig ausgebildet ist. Das Vorhandensein wasserunloslicher Akti-
vitdt ist offensichtlich ein Indikator fiir intensive Atmung und grossen
Stoffumsatz. Das Phloem zeigt eine andere Gesetzmissigkeit im Aufbau
wasserunloslicher Aktivitdt: Es besteht ein mehr oder weniger deutli-
cher Aktivitdtsabfall von der Fiitterungsstelle weg. Turkina (1959)
konnte zeigen, dass ein Teil der Transportsaccharose im Phloem glyco-
lytisch abgebaut wird und iiber die organischen Sauren des Krebszyklus
zum Aufbau von Aminoséuren beitrigt. Von der Aminoséure ist es dann
ein kleiner Schritt zum Einbau in Proteine. Canny (1960) fand, dass je
Stunde rund 19, der transportierten Saccharose in den Leitgeweben ver-
atmet wird. Bei der hohen Atmungsrate der Leitbiindel (Kursanov,
1963) und der vergleichsweise hoheren Konzentration markierter Zucker
gegeniiber dem Parenchym ist es gut erklirlich, warum das reife Phloem
im Gegensatz zu andern ausgewachsenen Geweben in nachweisbarem
Mass wasserunlosliche Aktivitit aufbaut. Von der Fiitterungsstelle weg
wird die Aktivitit zunehmend verdiinnt, der Aufbau wasserunloslicher

Aktivitdt dadurch verzogert, was zur Bildung des erwihnten Gradienten
fiihrt.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Verteilung der wasserun-
loslichen Aktivitit es erlaubt, das Sklerenchym als Transportgewebe auszu-
schliessen. Aufwirts- und Abwirtstransport gehen allein im Phloem vor sich.

9. Die Rolle der Geleitzellen

Sieb- und Geleitzellen weisen die gleiche Schwirzungsintensitit auf,
ungeachtet ob es sich um die Totalaktivitit oder die wasserunlésliche
Aktivitdt handelt. Einzig die Siebplatten enthalten in den langzeitigen
Versuchen bedeutend mehr wasserunlosliche Aktivitit als die Geleitzellen
und das iibrige Siebrohrenplasma (Abb. 9).

Bei der Differenzierung des Phloems werden von einer Mutterzelle aus
je eine Siebzelle und 1-2 Geleitzellen gebildet. Wiahrend die Siebzelle im
Verlaufe der Reifung ihren Kern verliert, sich vakuolisiert und zum
Schluss nur noch mit einem diinnen, plasmolysierbaren Plasmawandbelag
ausgekleidet ist (Schumacher, 1939; Rouschal, 1941; Currier, 1955),
bleibt die Geleitzelle dicht mit Plasma ausgefiillt und bewahrt auch einen
funktionsfahigen Kern. Resch (1954) schrieb: «Geleit- und Siebzellen
bilden eine cytologische und wohl auch physiologische Einheit. Ein &us-
seres Zeichen dieser Einheit ist die enge Verbindung beider Zellen durch
viele Tiipfel bzw. Plasmodesmata und die hohe Hydratation der gemein-
samen, aber nicht trennenden Cellulose-Lingswand.»

Kollmann (1960) wies in ausgereiftem Siebréhrenplasma Mitochon-
drien und Plastiden nach, was eine Siebrohrenatmung grundsitzlich mog-
lich erscheinen lasst. Bauer (1953) und Currier (1955) konnten keine
Formazanbildung in reifen Siebréhren nachweisen. Wanner (1952) und
Frey (1954) fanden speziell hohe Phosphataseaktivitit in Geleitzellen,
aber auch in Siebrohren. Van Fleet (1952) entdeckte in allen Phloem-
zellen hohe Peroxydasenaktivitit. Gradwohl (1965) untersuchte die Ver-
breitung verschiedener fiir den glycolytischen Abbau spezifischer Dehy-
~drogenasen in Gefrierschnitten von Mais- und Kiirbisgeweben. Nach dem
Entfernen der endogenen Substrate wurden die Gefrierschnitte in spe-
zifische Substratlésungen (Apfelssure, Citrat, Glucose-6-Phosphat, Gly-
cerinaldehyd) zusammen mit Tetrazoliumsalzen inkubiert und aus der
Formazanbildung auf die Aktivitit der entsprechenden Dehydrogenasen
geschlossen. Es gelang Gradwohl, in Geleitzellen wie ausgereiften Sieb-
zellen funktionsfahige Dehydrogenasen nachzuweisen. Damit diirfte der
schliissige Nachweis erbracht sein, dass die Siebzellen den Enzymapparat
fiir einen eigenstédndigen Energiehaushalt besitzen.

Sieb- und Geleitzellen bilden offensichtlich eine physiologische Einheit.
Alle Voraussetzungen sind vorhanden, dass die transportierten Assimi-
late leicht von den Siebzellen in die Geleitzellen iibertreten kénnen und
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umgekehrt. Wird noch die relative Unempfindlichkeit der trockenen
Nachweismethode beriicksichtigt, tiberrascht die Tatsache nicht, dass
zwischen den zwei Zellarten kein Aktivitdisunterschied festzustellen ist.
Die schon frither erwihnte auffillige Parallelitéit zwischen dem Aufbau
wasserunloslicher radioaktiver Substanzen und der Dehydrogenasenakti-
vitét wirft ein interessantes Licht auf die starken Siebplattenschwérzun-
gen bei der nassen Nachweismethode: Falls diese Parallelitét nicht zu-
fallig ist, wiirden meine Ergebnisse diejenigen von Hepton (1960) be-
stitigen, der eine hohe metabolische Aktivitét der Siebporen-Protoplasma-
stringe feststellte. Zugleich wiirde die Theorie Spanners (1958) gestiitzt,
welche dem Siebplattenplasma eine entscheidende energetische Rolle im
Transport zuweist.

6. Richtung des Transportes

Nach 30 min Fiitterung enthalten alle Blitter Aktivitdt, die Koleop-
tile ausgenommen. Es bestehen jedoch bedeutende Verteilungsunter-
schiede: In den ausgewachsenen Blattscheiden beschrinkt sich die
Schwirzung auch nach 5 h fast ausschliesslich auf die Leitbiindel. In den
jungen Blittern ist die Aktivitdt nach 30 min weniger deutlich vorhan-
den, jedoch schon auf alle Gewebe verteilt und steigt iiberall sukzessiv
mit Verlingerung der Fiitterungszeit. Offenbar werden die Assimilate in
junge wie alte Blitter gleich rasch herangefiihrt, verlassen aber in ausge-
wachsenen Blittern die Leitgewebe nur zogernd. Dieses Ergebnis stimmt
sehr schon mit den Befunden von Mothes (1961) iiberein, der fiir junge
Gewebe ein hoheres Retentions- und Akkumulationsvermdgen postuliert,
das dann sekundir den Nachstrom neuer Baustoffe induziert.

7. Aufwdrts- und Abwirtstransport in der Blattscheide

Ungeachtet ob es sich um das Fiitterungsblatt oder ein anderes Blatt
handelt, beschrinkt sich in den Kurzzeitversuchen die Schwirzung in
den Blattscheiden auf Phloem und Sklerenchym. Die lateralen Biindel
sind kriftig, die intermedisiren Biindel schwicher markiert. Die einzel-
nen Siebteile sind in allen Zellen gleich stark aktiv. Da das Sklerenchym
als Transportgewebe ausgeschlossen werden muss, erlaubt das Ergebnis
den Schluss, dass das gleiche Siebgewebe fiir den Aufwirtstransport
(= Eintransport der Assimilate) wie fiir den Abwértstransport (= Export
der Assimilate) beniitzt wird. Es gibt bei Maisbléttern keine Speziali-
sierung der Biindel auf eine bestimmte Transportrichtung, was nicht aus-
schliesst, dass innerhalb eines Siebteiles die einzelnen Siebzellstringe
richtungsspezifisch transportieren. Bei der Kleinheit der einzelnen
Phloemflichen ist es denkbar, dass die Assimilate auch zwischen Stringen
mit gegenlidufigem Transport rasch ausgetauscht werden, vor allem wenn
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man die Moglichkeit beriicksichtigt, dass solche Kanile alternierend an-
geordnet sein konnten. Allerdings erklirt die Annahme eines gegenliu-
figen Transportes in der gleichen Siebzelle das Ergebnis mindestens ebenso
gut. Ob sich dieses Problem mit Hilfe der Mikroautoradiographie 16sen
lasst (noch kiirzere Versuchszeiten, hohere spezifische Aktivititen der
Transportsubstanzen), scheint mir fraglich.

8. Transportgeschwindigkeit

Aus frilher erwahnten Griinden kann es sich bei meiner Angabe nur
um eine Minimalgeschwindigkeit handeln, vor allem auch, weil nicht
einmal im 30-min-Versuch eine eigentliche Front erfasst wurde.

Phloem und Sklerenchym waren 30 cm von der Fiitterungsstelle weg
nach 30 min schon deutlich markiert. Dies entspricht einer Minimalge-
schwindigkeit von 60 cm/h.

V. Zusammenfassung

1. Zwei Wochen alte Maispflanzen wurden iiber die Blattspitzen ver-
schieden alter Blitter 30 min-10 h mit THO gefiittert. Gewebepro-
ben wurden gefriersubstituiert oder gefriergetrocknet, in Esterwachs
eingebettet, 5-10 u dick geschnitten und nach dem nassen bzw. trok-
kenen Stripping-Film-Verfahren autoradiographiert. Das trockene
(Branton-)Verfahren musste dahin abgeéndert werden, dass das Ein-
bettungsmittel vor der Exposition entfernt wurde, weil sonst die Aus-
beuteverluste zu hoch und das Auflésungsvermégen zu gering waren.

2. Die Erhaltung wasserloslicher aktiver Verbindungen war bei der Ge-
friersubstitution gleich gut, die Schneidbarkeit der Gewebe jedoch be-
deutend besser als bei der Gefriertrocknung.

Nasse Autoradiographie fithrte zu einem totalen Verlust aller abbild-
baren wasserloslichen T-Aktivitdt, 3 h Extraktion in 809, Alkohol
mit anschliessender FAA-Fixierung zu fast vollstindigem Verlust.

Es wird die Eignung der Mikroautoradiographie fiir Transportunter-
suchungen diskutiert, ebenso werden die Schwierigkeiten besprochen,
welche zusétzlich auftreten, wenn anstelle von (140, als Tracer THO
verwendet wird.

3. In den Kurzzeitversuchen waren gegen die Front zu allein Phloem und
Sklerenchym markiert. Die Verteilung der wasserunloslichen Aktivi-
tét ermoglicht, das Sklerenchym als Transportgewebe auszuschliessen.
Die Bedeutung der wasserunloslich eingebauten Aktivitit als Indika-
tor fir wachsende Gewebe und hohen Energieumsatz wurde gezeigt.
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Es wird auf die Parallelitit zwischen dem Vorkommen wasserunlos-
licher Aktivitit und Dehydrogenasen der Glycolyse hingewiesen.

4. Blitter, die ilter als das Fiitterungsblatt waren, bauten die markier-
ten Assimilate nicht in wasserunldsliche Verbindungen um. Der Assi-
milateintransport erfolgte in junge und alte Blitter gleich rasch, die
Assimilate verliessen jedoch bei ausgewachsenen Blittern die Leit-
gewebe nur langsam.

5. Beim Aufwirts- und Abwirtstransport in der Blattscheide waren die
gleichen Siebteile markiert. Dieses Ergebnis spricht fiir gleichzeitigen
Transport in entgegengesetzter Richtung im gleichen Siebteil und
macht wahrscheinlicher, dass auch die Siebzellstringe gegenldufigen
Transport aufweisen.

6. Es wurde fiir den Assimilattransport eine Minimalgeschwindigkeit von
60 cm/h gefunden.

Die vorliegende Arbeit entstand unter Leitung von Prof. Dr. H.Wanner am Institut
fiir Allgemeine Botanik der Universitat Ziirich. Ich danke Prof. Dr. H.-Wanner fiir die
Uberlassung des interessanten Themas und fiir seine wertvollen Ratschlage.

Ebenso bin ich Prof. Dr. R.Bachofen und Herrn K.Schneider fiir klarende Diskus-
sionen zu Dank verpflichtet. Der Praparator, Herr E.Schiitz, half mir beim Photogra-
phieren. Thm sei an dieser Stelle ebenfalls gedankt.

Die Schweizer Kommission fiir Atomwissenschaft stellte in verdankenswerter Weise
das THO zur Verfiigung.

Summary

1. Various leaves of corn seedlings (two weeks old) were supplied with
tritiated water from 30 min to 10 h with leaf tips dipping into radio-
active water. Tissue samples were freeze-substituted or freeze-dried,
embedded in ester wax and cut to sections of 5 to 10 u. The autoradio-
graphs were prepared according to the stripping-film method and the
dry tissue procedure (Branton). When using the dry tissue procedure,
better resolution and recovery was obtained by removing the ester
wax before exposing the film.

2. Recovery of water-soluble radioactive compounds was as good with
freeze-substitution as with freeze-drying but freeze-substituted sam-
ples gave better sections. With the stripping-film method complete
loss of water-soluble tritium activity was observed, similar to 3 h ex-
traction in 809, ethanol followed by fixation in FAA.

3. In short time experiments only the phloem and the sclerenchym were
labelled at the front of activity. Sclerenchym can be shown not to be a

341



channel of translocation by the distribution pattern of water-insoluble
activity. Accumulation of water-insoluble activity indicates growing
tissues and active metabolism and agrees with the histochemical local-
ization of glycolytic dehydrogenases.

4. No water-insoluble activity could be detected in leaves older than the
fed leaf. Labelled assimilates reached young and old leaves at the same
time but they left the bundles of adult leaves very slowly.

5. In the leaf sheath translocation upwards and downwards shows the
same labelling pattern in the phloem of bundles. This indicates a si-
multaneous translocation in opposite directions in the same parts of the
phloem and perhaps even in the same sieve-tube.

6. The minimum velocity for translocation of assimilates was found to
be 60 cm/h.
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