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Absorption und Transport markierter Aminosiiuren
durch Wurzeln von Zea mays

Von Heinz Karl Bolls
Manuskript eingegangen am 17. November 1966
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Abkiirzungen

Cab-0-8il Siliziumdioxidpuder ((}odfréy L. Cabot, Inec., Boston)

cpm Impulse pro Minute

dpm Zerfalle pro Minute

FS Free Space

HMX 1,3,5,7-Tetranitro-1,3,5,7-tetra-cyclo-octan
mM Millimol

PPO 2,5-Diphenyloxazol

POPOP  5-Phenyloxazol

USs Ultraschall

I. Einleitung und Problemstellung

In der Literatur sind recht wenig Angaben iiber die Aufnahme von
Aminosduren durch héhere Pflanzen zu finden. Dies iiberrascht, wenn
man die Bedeutung der Aminoséuren fiir den Stickstoffmetabolismus vor
Augen fiihrt. Es ist seit einiger Zeit erwiesen, dass die Pflanze viele
organische Stoffe, auch korperfremde, leicht absorbieren und transpor-
tieren kann (Winter und Willeke, 1951; Brian et al., 1951; Winter
et al., 1959 a—c), und es ist nicht auszuschliessen, dass organische, stick-
stoffhaltige Verbindungen des Bodens fiir die Erndhrung auch hoherer
Pflanzen eine Rolle spielen kénnen.

Bei der Aufnahme von Aminosiuren durch Pflanzen muss dhnlich wie
bei anorganischen Salzen zundchst Diffusion in den «Free Space» (FS)
erwogen werden, ein Vorgang, der in wenigen Minuten beendet ist.

Der FS lisst sich gliedern in einen «Water Free Space» (WFS), in dem
die Konzentration von Elektrolyten und Anelektrolyten gleich derjenigen
im Aussenmedium ist, und dem «Donnan Free Space» (DFS), wo infolge
anwesender indiffusibler Ionen die Aufnahme mobiler Kationen und
Anionen nicht gleich ist wie im WFS, da sich Donnan-Gleichgewichte
einstellen.

Die Diskussion um die értliche Lage des FS ist sowohl fiir anorganische
Salze als auch fiir Aminosiduren unseres Wissens bis heute noch offen.
Levitt (1957) argumentiert iiberzeugt fiir eine Lage des DFS in den
Zellwandrdumen. Dainty und Hope (1959) verglichen die reversible
physikalische Komponente der Aufnahme von Salzen in intakte Chara-
Pflanzen mit derjenigen von isolierter Zellulose der gleichen Art und
folgerten ebenfalls, dass der Hauptteil des DFS in der Zellwand lokali-
siert sei. Nach dieser Sicht wire das Plasmalemma eine wirkliche Barriere
fiir das passive Eindringen von Stoffen. Hope und Stevens (1952),
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Butler (1953), Epstein (1956) vermuten, dass wenigstens ein Teil des
«Apparent» FS im Zytoplasma liegt. '

Gleichzeitig zu der ersten Phase der Aufnahme und noch weiter dauernd
verlduft fiir Aminosduren eine zweite Phase mit wesentlich langsamerer
Aufnahme. Sie zeigt Merkmale wie Hemmbarkeit durch Dinitrophenol
und Cyanid, Stimulierung durch Indolylessigsiure, hohe Temperatur-
abhingigkeit und muss als aktiver Prozess angesehen werden, wihrend
die erste Phase gegeniiber Dinitrophenol unempfindlich ist (Birt und
Hird, 1958a) und passiv erfolgt.

Nach den modernen Carrierhypothesen wird die Aminosiure wahrend
ihres Transportes voriibergehend an einen Ubertriiger (Carrier) gebunden
und mit dessen Hilfe durch die «osmotische Schranke» geschleust. Der
Umstand, dass Aminosduren in isomeren Formen existieren, erlaubte,
die Natur des hypothetischen Carriers niher zu priifen. Enzymatische
Reaktionen verlaufen ja weitgehend stereospezifisch. Ist der Aufnahme-
mechanismus enzymatischer Natur, miisste eine dhnliche Spezifitit be-
obachtet werden kénnen.

Birt und Hird (1956) verglichen die Aufnahme von L- und D-Isomeren
durch Karottenscheiben und fanden fiir D-Histidin eine deutlich geringere
Absorptionsrate als fiir L-Histidin, wihrend fiir Phenylalanin, Valin und
Leucin keine signifikanten Unterschiede zwischen L- und D-Formen
beobachtet wurden. Die Absorption der untersuchten Isomere war durch
Dinitrophenol und Cyanid hemmbar. In kinetischen Untersuchungen
stellten Birt und Hird (1958b) eine gegenseitige Beeinflussung der
Absorption verschiedener Aminosiuren, darunter auch D-Isomere, fest.
Es ergab sich allerdings kein einheitliches Bild, doch scheint ein fiir
mehrere Aminoséduren gemeinsames Transportsystem vorzuliegen, dhnlich
wie von tierischen Zellen berichtet wird (Heinz, 1961).

Es stellt sich die Frage, was mit den aufgenommenen D-Aminoséiuren
in der Pflanze weiter geschieht. E1-Shishiny und Nossier (1957a, b),
Birt und Hird (1958a) verneinen aufgrund ihrer Untersuchungen eine.
Verwendbarkeit der D-Isomere im Stoffwechsel.

Joy (1962) untersuchte Absorption und Transport der Proteinamino-
sduren Glutamin, Glutaminsidure und Glycin sowie der unnatiirlichen
2-Aminoisobuttersdure. Die Sduren wurden (Cl4-markiert Wurzeln von
Zuckerriiben angeboten. Durch Autoradiographie ganzer Pflanzen auf
Rontgenfilm konnte fiir die Proteinaminoséiuren eine iiberwiegende Akku-
mulation in den jiingsten Blittern erkannt werden. Aus dieser Selektion
sowie dem Umstand, dass mit heissem Wasserdampf abgetotete Blatt-
stiele keine Proteinaminoséduren weiterleiteten, folgerte J oy auf Phloem-
transport. Die Verteilung von 2-Aminoisobuttersidure erfolgte hingegen
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ziemlich gleichméssig in der ganzen Pflanze, und das Abtéten durch
Dampf hatte geringen Einfluss, was auf Xylemtransport schliessen liess.

Sofern nach den Ergebnissen von Joy fiir Protein- und Nichtprotein-
aminosiuren zwei verschiedene Transportwege existieren, sollte in den
Whurzeln auch ein Mechanismus vorhanden sein, durch welchen die ver-
schiedenen Typen von Aminosduren separiert und in verschiedene Trans-
portbahnen gelenkt werden konnen. Bollard (1956), van Die (1961,
1963) berichten allerdings auch bei Proteinaminosduren iiber Xylem-
transport von der Wurzel in den Spross. Seit einer Reihe von Jahren ist
ja bekannt, dass der Blutungssaft vieler Pflanzen Aminosduren enthalten
kann. Es ist wohl denkbar, dass die gewahlten Versuchsbedingungen,
Art und Alter der Pflanzen massgeblichen Einfluss auf den Transportweg
haben koénnen.

Es schien uns in diesem Zusammenhang wiinschenswert, fiir die Unter-
suchungen sowohl Proteinaminoséuren wie auch unnatiirliche Amino-
sduren, darunter ein D-Isomeres, heranzuziehen. Es wurde nach folgenden
Fragestellungen gearbeitet:

1. Wo ist der FS lokalisiert, und auf welchem Weg gelangen Aminoséuren
ins Innere der Wurzel ?

2. Wie sind verschiedene Wurzelzonen an der Absorption von Protein-
und Nichtproteinaminoséuren beteiligt ?

3. Wie verteilen sich die absorbierten Protein- und Nichtproteinamino-
sduren in den verschiedenen Geweben der Wurzel ?

4. Wie ist das Verhiltnis von freien zu gebundenen Aminoséduren nach
verschiedenen Absorptionszeiten ?

5. Welche Gewebe kommen fiir einen Ferntransport in Frage ?

Intakte oder abgeschnittene Wurzeln von Zea mays wurden mit C14-
oder mit H3-markierten Aminosduren iiber eine Nahrlosung gefiittert und
anschliessend die Wurzeln, bei Fiitterung von intakten Pflanzen zum Teil
auch der Spross, gefriergetrocknet. Die Auswertung erfolgte entweder mit
Hilfe der Mikroautoradiographie oder durch direkte Aktivitdtsbestimmun-
gen im Fliissigkeits-Scintillationsspektrometer.

1. Methodik

. 1. Isotope

Cloves (1958) untersuchte die Proteinsynthese von Zea mays mit
L-Leucin-C'4. Nach einer Applikationszeit von 1-2 Tagen wurden die
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Wurzelstiicke fixiert. Ein Teil der Wurzeln wurde ausgewaschen und so-
wohl der Extrakt wie der Riickstand papierchromatographisch analysiert.
Die einzige Aktivitdt war im Leucin-Isoleucin-Fleck festzustellen. Leucin
schien damit fiir die eigenen Untersuchungen gut geeignet, da Gewissheit
bestand, Absorption und Transport hauptsichlich von Leucin und nicht
eines Umwandlungsproduktes verfolgen zu konnen. Um eine gute Auf-
losung in den Mikroautoradiographien zu erzielen, erschien es vorteilhaft,
H3-markiertes Leucin zu verwenden. Da das D-Isomere nur im Racemat
erhdltlich war, wurde eine Racemattrennung von DL-Leucin-4,5-H3
selbst durchgefiihrt.

Grundlegende Arbeiten iiber die Trennung racemischer Aminosiuren
durch selektive enzymatische Reaktion verdanken wir Fodor et al.
(1949), Price et al. (1949), Gilbert et al. (1949), Greenstein et al.
(1950, 1951), Birnbaum et al. (1952). Die Auftrennung erfolgt nach
folgendem Prinzip: Primire und sekundidre Amine reagieren mit Essig-
saureanhydrid oder Acetylchlorid unter Bildung von Acetylderivaten,
in denen ein Wasserstoffatom der Aminogruppe durch einen Acetylrest
ersetzt ist. Werden N-acetylierte, racemische Aminosduren dem Einfluss
von Nierenacylase I oder von Carboxypeptidase unterworfen, wird nur
das L-Isomere angegriffen. Die entstehende freie Aminosdure und die
acetylierte D-Aminosdure konnen in einem einzigen Schritt getrennt
werden, da die L-Aminosdure in nichtwisserigen Losungsmitteln unlos-
lich ist, in denen sich die acetylierte D-Aminoséiure 16st. Die D-Aminoséiure
wird nun noch durch Hydrolyse freigesetzt.

Die Reaktionen wurden nach Vorschriften von Greenstein (1957)
durchgefiihrt. Ausgegangen wurde von 2,15 me, spez. Aktivitdt 151 me/
mM. Da 100 mg als minimale Arbeitsmenge betrachtet wurden, musste
entsprechend inaktives Trégermaterial zugesetzt werden. Nach Acetylie-
rung wurden 101 mg DL-Acetylleucin isoliert. Eine Priifung des gewonne-
nen Acetylderivates auf noch freies Leucin mittels eines Ninhydrin-
farbtests ergab ein negatives Resultat. Der Verlauf der enzymatischen
Reaktion (verwendetes Enzym Acylase I) wurde durch Probeentnahmen
und Bestimmung des freigesetzten L-Leucins verfolgt. Nach drei Stunden
war die Reaktion beendet. Isoliert wurden schliesslich 23 mg L-Leucin und
nach erfolgter saurer Hydrolyse 20 mg D-Leucin.

Weiter kamen zur Anwendung L-Leucin-4,5-H3, spez. Aktivitiat 8,2 ¢/
mM, 2- Aminoisobuttersidure-H? (G), spez. Aktivitéit 1,28 ¢/mM und L-Histi-
din (Ring-2-C1%), spez. Aktivitit 35,0 me¢/mM, alle vom Radiochemical
Centre Amersham, Buckinghamshire. Spater konnte noch D-Leucin-1-C4,
spez. Aktivitdt 24,6 mc/mM, von der New England Nuclear Corp. bezogen
werden.



2. Versuchspflanzen

Fiir die Untersuchungen musste eine Pflanze gewéhlt werden, die rasch
und in grossen Mengen jederzeit gezogen werden konnte. Die Wahl fiel
auf Zea mays. Die Samen wurden nach Frenzel (1961) sterilisiert und in
Petrischalen auf Filterpapier im Dunkeln bei 25 °C gekeimt. Nach 3 Tagen
wurden die Keimlinge in der Impfkammer in gleichfalls sterile Kultur-
gefisse (Abb. 1) iibertragen und in beliifteter Nahrlosung nach Hoagland
Nr. 3 im Treibhaus weitergezogen. Fiir autoradiographische Untersuchun-
gen dienten Pflanzen im Alter von 4-14 Tagen, fiir Messungen im Scintilla-
tionsspektrometer solche im Alter von 4-5 Tagen, die zum Teil direkt
aus den Keimschalen stammten. In diesem Zeitpunkt waren die verwen-
deten Wurzeln 5-8 cm, die Sprosse 3—4 cm lang.

Abbildung 1

Kulturgefiass zur sterilen Anzucht von Zea mays
a Weithalserlenmeyerkolben 500 ml; b Wattering; ¢ Becherglas; d Beliiftungsrohr; e Auf-
hangevorrichtungen mit Pflanzen ; f Nahrlosung

Ratner et al. (1963) untersuchten an isolierten Luzernewurzeln und
an ganzen Erbsenpflanzen die Assimilation von Aminoséuren hinsichtlich
ihrer Bedeutung als Stickstoffquelle. Asparagin und Glutamin erwiesen
sich im Vergleich zu NaNO, fast gleichwertig. Leucin, Phenylalanin,
Valin und Tyrosin, in vermindertem Grad auch die D-Isomere, hemmten
dagegen Proteinsynthese und Wachstum der Wurzeln und schienen
toxisch zu wirken. Da durch eine solche Giftwirkung auch das Transport-
system beeinflusst werden konnte, wurde die Wirkung von L-Leucin auf
Zea mays in einem Freiland- und in einem Treibhausversuch gepriift. Bei
25 in Wasser gekeimten, 5 Tage alten Pflanzen wurde das Néhrgewebe
sorgfiltig von den Kotyledonen wegpripariert und die Pflanzen in offene
Kulturgefiasse mit Ndhrlosung ohne Nitrat, jedoch mit 0,001 Mol/l L-Leu-
cin eingesetzt. Als Kontrolle dienten entsprechende Pflanzen in Néhr-
16sung ohne Stickstoff und in solcher mit Zusatz von 0,001 Mol/l NaNO,.
Weiter wurden je 25 Pflanzen mit Néhrgewebe in vollstdndiger Néhr-
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l6sung mit und ohne Leucinzusatz gezogen. Alle 2-3 Tage wurden simt-
liche Losungen erneuert und nach 20 Tagen die Trockengewichte der
Pflanzen ermittelt. Die Ergebnisse des Treibhausversuches sind auf
Tafel 1, Abbildung 1, und in Tabelle 1 dargestellt. Eine hemmende Wir-
kung auf das Wachstum durch L-Leucin konnte bei der verwendeten
Konzentration in keinem der beiden Versuche festgestellt werden. L-Leu-
cin vermochte in der Mangelkultur in beschrianktem Mass als Stickstoff-
quelle zu dienen.

Tabelle 1

Einfluss von L-Leucin auf das Wachstum von Zea mays

Néihrmedium - Spross TG Wurzel TG Spross TG Wurzel TG
pH 5,0 in mg/PA. in mg/PAl. in % Kontr. in % Kontr.
A Mangellésung
mit NaNO, 73,9 21,7 160 122

B Mangellgsung
ohne N (Kontrolle) 46,3 17,8 100 100

C Mangelldsung
mit L-Leucin 49,4 20,5 107 115

D Volle Néhrlésung
(Kontrolle) 214 57,6 100 100

E Volle Nahrlésung
mit L-Leucin 207 58,4 97 102

A-C Pflanzen ohne Nahrgewebe
D-E Pflanzen mit Ndhrgewebe

3. Fitterung

Die Fiitterung der Wurzeln geschah durch Eintauchen in die jeweilige
beliiftete Isotopenlosung. Fiir Autoradiographiezwecke gelangten Alkti-
vitdten zwischen 25-250 wc/ml fiir H3, von 2 ue/ml fiir C'4, spez.
Aktivititen wie frither angegeben, zur Anwendung. In der Regel wurden
die Aminoséduren zusammen mit 1:10 verdiinnter Nihrlésung nach
Hoagland, pH 5.0, appliziert.

Fir Versuche, die im Fliissigkeits-Scintillationsspektrometer ausge-
wertet wurden, geniigten geringere Aktivitdten, fiir H3 gewdhnlich 0,75
pe/ml, fiir G 0,15 ye/ml. Um mit vergleichbaren Stoffkonzentrationen
arbeiten zu konnen, wurden die Isotope bei diesen Versuchen durch
inaktive Zusitze meist auf eine Konzentration von 2 - 10-4 mM/ml ein-
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gestellt. Pro Fitterung kamen 25 ganze Pflanzen oder 50 isolierte Wurzel-
stiicke zur Verwendung. Sie wurden zunéchst in einen kleinen, gelochten
Kunststoffeinsatz verbracht und dann in ein grosseres Gefidsschen mit
der Isotopenlosung gestellt. Dies hatte den Vorteil, dass aile Wurzeln
gleichzeitig inkubiert werden konnten, zudem war die Ubertragung in
weitere Losungen einfach und zeitlich definierbar.

Alle Versuche wurden in einer geschlossenen Fiitterungskammer bei
hoher Luftfeuchtigkeit und 25°C durchgefiithrt, die Versuchszeiten
variierten von 5 min bis 24 h.

4. Gefriertrocknung

Die Gefriertrocknung ist eine zuverlassige Methode, Zellen und Gewebe
mit wasserloslichen Stoffen moglichst unverdndert zu erhalten. Die in
gefrorenem Zustand getrockneten Eiweisse denaturieren nicht, ihre
kolloidale Dispersion und damit auch das urspriingliche Volumen bleiben
weitgehend erhalten. Trotz diesen bestechenden Eigenschaften wurde die
Gefriertrocknung bisher fiir histologische Zwecke an pflanzlichem Gewebe,
im Gegensatz zu tierischem, erst wenig angewendet, weil die Zellulose-
wénde dem Verfahren hinderlich sind. Hermans (1946) zeigte, dass die
Geschwindigkeit, mit der Wasser durch Zellulose hindurch diffundiert,
mit abnehmendem Feuchtigkeitsgehalt sehr rasch sinkt. Wird in {iblicher
Weise mit Hochvakuum gearbeitet, trocknen die oberflichlichen Zell-
schichten rasch vollstindig aus. Dadurch kann das Wasser der tiefer
gelegenen Schichten nicht mehr hinausdiffundieren, die Trocknung bleibt
unvollstindig, Paraffininfiltration ist erschwert, und dwe Gewebe zerreissen
beim Schneiden.

Branton und Jacobson (1961) testeten geeignete Trocknungsbe-
dingungen. Die besten Ergebnisse wurden erzielt, wenn emn Gasstrom
definierten Wasserdampfgehaltes bei 15 mm Hg Druck durch die Appara-
tur geleitet wurde. Der erhohte Dampfdruck verhindert die volistindige
Austrocknung der peripher gelegenen Zellulosemembranen, das Wasser
kann besser austreten, und nachherige Infiltration mit Paraffin ist mog-

lich.

Fiir die vorliegenden Untersuchungen wurden die Pflanzenteile nach
erfolgter Fiitterung nach Branton und Jacobson, etwas verdndert,
getrocknet.

Die Trocknungsapparatur ist in Abbildung 2 dargestellt. Die Trock-
nungskammer taucht in ein Alkoholbad, das mittels eines Kiihl-
aggregates dauernd auf —35 °C gehalten wird. Eine Silikagelséule, durch
die Aussenluft angesaugt werden kann, steht in Verbindung mit der
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Abbildung 2

Gefriertrocknungsapparatur

a Séule mit Silikagel ; b Trocknungsrohr; ¢ Druckanzeiger; d Kondensator, Vakuumpumpe;
e Trocknungsgut; f Eis; g entgastes Paraffin; h Kiihlbad mit 709, Athanol (—35 °C)

Trocknungskammer. Von der Kammer geht ein weiteres Rohr ab zum
Vakuummessgerit, dann iiber eine Gefrierfalle zur Drehschieberpumpe
mit Endvakuum 102 mm Hg. Zuunterst in der Kammer befindet sich
entgastes Paraffin, dariiber eine etwa 1 cm dicke Kisschicht. In 5 cm Hohe
dariiber hingt ein Drahtkorbchen, das mit Paraffin an das zentrale
Beliftungsrohr gekittet ist und zur Aufnahme des Trocknungsgutes
bestimmt ist. Wurzel- oder Sprossteile werden durch Eintauchen in
n-Pentan, das vorher mit fliissiger Luft auf den Gefrierpunkt (—130 °C)
gekiihlt wird, rasch eingefroren und in die Trocknungsapparatur ver-
bracht. Nun wird ein partielles Vakuum von 2-5 mm Hg angelegt, indem
der Luftstrom an den Hahnen der Silikagelsiule entsprechend eingestellt
wird. Die Luft wird zunéchst vorgetrocknet, befeuchtet sich iiber dem
Eis im Trocknungsgefiss und zieht am Trocknungsgut vorbei.

Gegen Ende der Trocknung (Dauer 2-3 Tage) ist auch das Eis am Boden
des Gefisses sublimiert, worauf der Trocknungskammer erlaubt wird,
sich langsam auf Zimmertemperatur zu erwédrmen. Nach einer Nach-
trocknungsdauer von einigen Stunden erfolgt, immer noch unter Vakuum,
in einem Wasserbad Erwérmung auf 60 °C, wodurch das Trockengut mit
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dem Kérbchen zur Infiltration in das geschmolzene Paraffin sinkt. Nun
werden Blocke gegossen und die Objekte mit dem Mikrotom fiir Auto-
radiographiezwecke geschnitten (Schnittdicke 5-10 u). Fiir Aktivitéts-
bestimmungen im Scintillationsspektrometer unterbleibt die Paraffin-
infiltration.

Brauchbare Ergebnisse, vor allem fiir Wurzelspitzen, wurden auch ohne
Luftstrom unter sonst gleicher Anordnung bei etwas hoherem Vakuum
gewonnen.

Uber die Leistungsfihigkeit der Methode sollen in Tafel 2 Abbildungen
2 und 3 einen Eindruck vermitteln. Es handelt sich um Mikroautoradio-
graphien eines jungen und eines dlteren Wurzelquerschnittes, beide ohne
Aktivitdt. Obwohl die Priparate die ganze Autoradiographieprozedur
durchgemacht haben, sind die Gewebe gut erhalten.

Der Frage nach der Hohe der zuldssigen Trocknungstemperatur wurde
noch Beachtung geschenkt, indem eine Versuchsserie bei einer Kiihlbad-
temperatur von —58 °C getrocknet wurde (Trocknungsdauer 10 Tage).
In den mikroautoradiographischen Ergebnissen konnte im Vergleich zu
den weniger gekiihlten Proben (—35 °C) keine andere Verteilung der
absorbierten Aminosduren beobachtet werden.

Erginzend sei noch die Methode zur histochemischen Bestimmung
freier Aminoséuren von Notovny und Owens (1960) erwiahnt, nach der
fir die Entwésserung und Fixierung der Gewebe wasserfreies Dioxan
verwendet wird. Nach Fixierung wéscht man das Dioxan schrittweise mit
Mischungen von Dioxan und Chloroform aus, infiltriert mit Einbettungs-
mittel, worauf geschnitten werden kann.

Diese Fixierungsmethode wurde in einigen Autoradiographieversuchen
angewendet. Sie lieferte brauchbare Resultate, Gewebeerhaltung und
Haftfihigkeit auf der Photoemulsion waren jedoch nicht so gut wie nach
Gefriertrocknung.

5. Mikroautoradiographie
a) Methode

Von den in der Literatur beschriebenen Methoden zur Mikroautoradio-
graphie wasserloslicher Substanzen schien uns das Verfahren von Bran-
tonund Jacobson (1962) fiir Serienuntersuchungen am ehesten geeignet.
Mikrotomschnitte von gefriergetrocknetem Gewebe werden auf Teflon-
folie von 0,1 mm Dicke und Objekttriagerformat aufgereiht. In der Dun-
kelkammer kommen die Folien iiber eine gepolsterte Unterlage zu liegen,
worauf die Schnitte durch Druckmontage auf Photoplatten mit trockener
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Emulsion iibertragen werden. Die Platten mit den Schnitten kommen vor
der Exposition fiir 3-5 min auf einen Wérmer bei 45 °C, um einen guten
Kontakt zwischen Schnitt und Emulsion zu erzeugen, dann erfolgt
Exposition. Nachher werden die Schnitte durch kurzes Eintauchen in
eine Losung aus Celluloseacetat in Aceton und 2-Butanon auf die Emulsion
festgeklebt, um Abfallen oder Verschieben wihrend der folgenden Proze-
duren zu vermeiden. Es folgt Entparaffinierung in Xylol, Hydratation in
einer Alkoholreihe, Entwicklung, Fixierung, Wissern und Einbettung.

Fiir die eigenen Untersuchungen wurden zunéchst Photoplatten von
Kodak Ltd., England (Typ Scientific V. 1060 unbacked), zugezogen. Die
Platten wurden in der Dunkelkammer auf Objekttragerformat zuge-
schnitten und so verwendet. Es erwies sich jedoch als praktischer, mit
den flilssigen Emulsionen G 5, K 5 und L 4 von Ciba-Ilford AG selbst
Photoplatten aus Objekttragern herzustellen. Beziiglich Handhabung
kann auf Prescott (1964) verwiesen werden.

Nach eigener Erfahrung ist das Festkleben gefriergetrockneter Gewebe
mit Celluloseacetatlésung nicht notwendig, wenn mit exponierten Objek-
ten wie folgt vorgegangen wird:

Entparaffinieren :

1. Eintauchen in Xylol I, 1 s; trocknen mit warmem Foéhn, 3 min
2. Xylol I, 1 min

3. Xylol I1, 1 min

4. Athanol I, 1 min

5. Athanol II, 1 min

Hydratation:

6. Athanol 969, 30 s; trocknen lassen, 5 min
7. Athanol 969, 1 min
8. Athanol 809, 1 min
9. Athanol 609, 1 min
10. Athanol 409, 1 min
11. Athanol 20%,, 1 min
12. Wasser, 1 min

Photographische Prozesse:

13. Entwickler ID 19 (Ilford), 2 min, 18 °C

14, Stopbad Essigsdure 19,, 20 s

15. Fixierer Unifix Nr. 1 (Kodak), 8 min

16. Wissern, 20-30 min

17. Eventuell farben mit 0,59, Toluidinblau bei pH 6, differenzieren in
in Athanol 709,

18. Lufttrocknen, einbetten in Kanadabalsam oder Euparal
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Durch das Antrocknen in Schritt 1 und 6 wird eine gute Adhésion des
Gewebes an die Emulsion erzielt, so dass die Objekte kaum mehr abfallen
oder sich verschieben. Der unangenehme Arbeitsgang des Klebens mit
anschliessender mehrstiindiger Trocknung fillt weg, die Losungen kénnen
besser in Objekt und Emulsion eindringen, und der Hintergrund kann
niedriger gehalten werden. Weiter wird es moglich, die Objekte schon vor
der Exposition zu entparaffinieren (Schritte 1-3). Ein Verwaschen der
Aktivitdt durch Xylol wurde dabei nicht festgestellt, dagegen konnte ein
wesentlich besserer Kontakt zur Emulsion erzielt werden.

Die vorliegenden Ergebnisse wurden hauptsiichlich nach dieser ver-
anderten Methode gewonnen. Die Expositionszeiten betrugen 2-28 Tage.

Um gebundene von freien Aminosiduren qualitativ unterscheiden zu
kénnen, wurde jeweils eine zweite Schnittserie auf Objekttriiger montiert,
entparaffiniert und wihrend 2—6 h unter 3 Wechseln in iiberschiissiger
Aminosdurelosung ausgewaschen. Diese Objekte wurden anschliessend
direkt in fliissige Emulsion eingetaucht, getrocknet und exponiert.

Fiir sauberes Arbeiten in den Losungen war es zweckmiissig, jeweils
10-14 der Objekttriger, die als Photoplatten dienten, mit einem freien
Ende in einen gemeinsamen Halter einzuspannen. Am Halter, der nicht
benetzt wurde, konnten die Objekttriger leicht in die Losungen, fiir die
100-ml-Bechergliser verwendet wurden, iibertragen werden.

b) Modellversuche und Artefakte

In den ersten Mikroautoradiographien nach Methode Branton traten
unregelméissige Fleckenmuster auf, die sich iiber ganze Wurzelquer- oder
-lingsschnitte erstreckten. Da die Schwirzungen vorwiegend iiber Zell-
ecken lokalisiert waren, konnte der Eindruck entstehen, als ob besonders
die Interzellularrdume aktiv wiren (Tafel 2, Abb. 4). Nach mehrstiindiger
Fiitterungszeit wire jedoch vor allem eine hohe intrazelluldre Aktivitét
zu erwarten gewesen. Deshalb bestand der Verdacht eines Artefaktes,
und die Frage wurde mit einem Modellversuch an Holundermark gepriift.

Holundermarkstiicklein wurden mit 2-Aminoisobuttersiure-H3, 25 uc/
ml, spez. Aktivitdt 2,6 me/mM, mit L-Leucin-H3, 25 uc/ml, spez. Aktivitit
2,7 me/mM oder mit L-Histidin-C, 2 uc/ml, spez. Aktivitdt 0,28 me/mM,
infiltriert, gefriergetrocknet und Autoradiographien hergestellt.

Ergebnisse: In Tafel 2, Abbildung 5, ist eine Holundermarkautoradio-
graphie von 2-Aminoisobuttersidure-H3 abgebildet. Die Zellwinde erschei-
nen praktisch unmarkiert, wéhrend Schwérzungen in Zellecken, entlang
von Zellwianden, zum Teil auch mitten in Vakuolen auftreten. Diese Bilder
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der Aktivitdtsverteilung wurden mit allen drei verwendeten Aminosiuren
gefunden.

Statt der aktiven Losungen wurde zum Vergleich 0,59, Toluidinblau-
16sung bei pH 6 angewendet. Die Farbstoffverteilung konnte vor und
nach Gefriertrocknung direkt optisch verfolgt und mit den autoradio-
graphischen Ergebnissen der aktiven Losungen verglichen werden.

Handschnitte von Holundermark wurden mit Toluidinblaulésung in-
filtriert und die Farbstoffverteilung sofort im Mikroskop untersucht.
Weitere Holundermarkstiicklein wurden nach Farbstoffinfiltration ge-
friergetrocknet, in Paraffin eingebettet und mit dem Mikrotom geschnit-
ten. Die Schnitte wurden trocken auf Objekttriger montiert, mit Xylol
entparaffiniert, in Kanadabalsam eingebettet und mikroskopisch unter-
sucht.

Ergebnisse: Frisch infiltrierte Toluidinblaulésung fiillt die Zellhohl-
rdume gleichméssig aus. Die Zellwdnde haben zusitzlich Farbstoff adsor-
biert und erscheinen intensiver blau als die Hohlrdume. Nach Gefrier-
trocknung (Tafel 2, Abb. 6) sind die Zellwéinde immer noch blau gefirbt.
Die Hohlrdume sind optisch leer mit Ausnahme kleiner Kriimel von
violetter Farbung.

Die &hnliche Verteilung der Schwirzungen in den Holundermark-
Autoradiographien und der Kriimel im Toluidinversuch ist auffallend
(Tafel 2, Abb. 5 und 6). Wenn wir eine Interpretation dieser Erscheinun-
gen versuchen wollen, muss zunidchst von der Tatsache ausgegangen
werden, dass sowohl bei den aktiven Aminosédurelosungen als auch beim
Toluidinversuch die Hohlrdume durch die Infiltration mit der jeweiligen
Losung ausgefiillt waren. Wahrend der Gefriertrocknung erfolgte Subli-
mation des Wassers, die geldsten Stoffe dagegen blieben, eventuell erst
als lockeres Geriist, in den Hohlrdumen zuriick und bildeten schliesslich
die im Farbversuch beobachteten Kriimel. Die Stoffkonzentration der
Kriimel ist im Vergleich zur Konzentration der Losungen natiirlich viel
héher, sie konnte damit méglicherweise die auffallenden Schwirzungen
in den Modellautoradiographien erzeugen. Diese Interpretation lisst
sich auch auf Versuche mit lebenden Pflanzenzellen iibertragen: Die
Zellen absorbieren Aminosduren unter Eintransport in die Vakuolen,
womit wir praktisch die gleiche Ausgangssituation wie bei den Modell-
versuchen mit Holundermark vorfinden. Sofern diese Auslegung richtig
ist, diirfte es nach Methode Branton schwierig sein, den aufgenommenen
Tracer intrazelluldr zu lokalisieren, sobald grossere Mengen in den Vakuo-
len akkumuliert sind.

Verwirrende Fleckenmuster kénnen aber auch wegen unterschiedlichen
Kontakts zwischen Objekt und Emulsion zustande kommen. Solche Fille
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sind oft daran zu erkennen, dass die Schwérzungen teilweise (bei gutem
Kontakt) scharf auf Zellwinde und Plasma begrenzt und kriftig sind,
teilweise (bei schlechtem Kontakt) diffus und schwach erscheinen. In der
Regel war es nach Methode Branton nicht moglich, bei einer Schnitt-
dicke von 8-10 u einen gleichmassig guten Kontakt tiber grossere Gewebe-
flichen zu erhalten. Die Methode von Liittge und Weigl (1965), die
Schnitte statt durch Erwirmen durch Auftropfen von Ather oder Xylol
zu strecken, brachte in den eigenen Versuchen keine Verbesserungen. Die
besten Ergebnisse wurden erzielt, wenn vor der Exposition entparaffiniert
wurde.

Obwohl Robertson et al. (1959) und Caro (1964) bei direktem
Emulsionskontakt Auflésungen von 0,1-0,2 p fiir Tritium angeben, zeigte
es sich, dass in der Trockenautoradiographie aus Kontaktgriinden nicht
mit diesen Massstidben gerechnet werden kann. Wenn man beriicksichtigt,
wie schwierig quantitative Auswertungen schon bei optimalem Kontakt
zur Emulsion infolge der unterschiedlichen Selbstabsorptionskoeffizienten
der Zellbestandteile sind (Maurer und Primbsch, 1964; Perry, 1964),
ldasst sich leicht einsehen, dass mit qualitativen Aussagen die Grenze der
angewendeten Mikroautoradiographiemethode beziiglich der intrazellu-
laren Verteilung eines Tracers erreicht ist.

Miller et al. (1964) beschreiben eine Methode zur Autoradiographie
wasserloslicher Stoffe, z.B. in Zellausstrichen, bei der die Objekte, um
einen guten Kontakt zu erzielen, mit einer leicht angefeuchteten Emul-
sion in Kontakt gebracht werden. Durch Eintauchen eines Chrom-Nickel-
Drahtringes von 3,5-4 em Durchmesser in geschmolzene Photoemulsion
wird ein diinner Film erhalten und 15-30 min getrocknet. Ein Objekttra-
ger, auf dem sich das zu autoradiographierende Material gegen ein Knde
hin befindet, wird mit dem Film, der immer noch im Drahtring aufge-
spannt ist, in Kontakt gebracht. Durch Aufblasen von Atemluft, begin-
nend am einen Ende, wird der Film klebrig und legt sich iiber die Objekte,
worauf der Drahtring abgezogen werden kann. Nachher wird in iiblicher
Weise exponiert und entwickelt. Die Methode wurde getestet, indem
kleine Tropfchen von H3-Nukleosiden auf Objekttriager aufgetragen und
autoradiographiert wurden.

Wir haben diese Methode auf ihre Verwendbarkeit bei Schnittprépara-
ten gepriift. Mit L-Leucin-H? oder 2-Aminoisobuttersidure-H3 gefiitterte,
gefriergetrocknete Wurzeln wurden nach Einbettung in Paraffin 10 u dick
geschnitten, trocken auf Objekttriger montiert, in Xylol entparaffiniert
und in der beschriebenen Weise autoradiographiert. Das Ergebnis ist in
Tafel 2, Abbildung 7, zu sehen. Die Feuchtigkeit der Atemluft geniigte,
um Diffusion der Aminosduren zu bewirken und ein falsches Bild zu
erzeugen. Die leichte Wasserloslichkeit der verwendeten Aminosduren
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sowie die hygroskopische Eigenschaft der gefriergetrockneten Gewebe
scheinen die Diffusion derart zu begiinstigen, dass die Methode unter
diesen Verhiltnissen unbrauchbar ist. Als Schwierigkeit trat noch hinzu,
dass sich sehr héufig zwischen Gewebe und Film kleine Luftbldschen
bildeten, wodurch der gute Kontakt verlorenging. Wenige Sekunden
Kontakt mit einer wisserigen Phase geniigen also, um leicht wasserlos-
liche Substanzen in Geweben entscheidend zu verschieben, ein Umstand,
dem nicht geniigend Beachtung geschenkt werden kann.

6. Bestimmungen im Flissigkeits-Scintillationsspekirometer

a) Gesamtaktivitit

Fiir die Untersuchungen stand ein Modell der Nuclear Chicago Corpora-
tion, System 724, zur Verfiigung. Die Zihlausbeuten wurden mit Hilfe
von «Channels ratio» und externer C'4- und H3-Toluol-Standards, teil-
weise auch mit Hilfe interner C14- und H3-Toluol-Standards ermittelt. Sie
schwankten fiir C'* je nach Messmethode und Einstellung zwischen 56
bis 84 9%, fiir H3 zwischen 12299,

Hayes et al. (1956) berichten als erste von Fliissigkeits-Scintillations-
messung in heterogenen Systemen. Helf et al. (1960) suspendieren kristal-
line Feststoffe in einem Gel-Scintillator, neben anderen Isotopen HMX-(14
und HMX-H3. Es konnte festgestellt werden, dass die Zahlausbeute
durch Selbstabsorption praktisch nicht reduziert wird, solange die Parti-
kelgrosse unter der Reichweite der g-Strahlen liegt. Messschwierigkeiten
traten nur mit H?® auf. Wir versuchten, das gleiche Messprinzip auf
gefriergetrocknetes, fein pulverisiertes Pflanzengewebe anzuwenden,
wobei es moglich war, auch bei H? erniedrigte Zihlausbeuten infolge von
Selbstabsorption auszuschalten.

25-30 markierte, gefriergetrocknete Wurzeln wurden in Stiicke be-
stimmter Lénge zerschnitten, gleiche Abschnitte zusammen in kleine
Porzellantiegel iibertragen und die Trockengewichte bestimmt. In jeden
Tiegel wurden 100 oder 200 mg feiner, weisser Quarzsand zugegeben und
durch Reiben mit einem Glasstopsel wihrend 5 min ein feines Pulver
erzeugt. Mikroskopische Untersuchung ergab, dass die Zellen vollig auf-
gebrochen waren. Mit Hilfe kleiner Teflonschédufelchen konnte das Pulver
leicht in Messglischen gewischt werden. Als Scintillationsfliissigkeit

diente Toluol-PPO-POPOP, als Gelmittel CAB-O-Sil.

Die Methode wurde an vier verschiedenen Proben von je 50 Wurzel-
stiicken gepriift. Die Stiicke wurden mit L-Leucin-H? gefiittert, gefrier-
getrocknet und jede Probe in nachstehender Weise weiterbehandelt:
Von 10 Wurzelstiicken wurde die Aktivitit nach der oben beschriebenen
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Weise gemessen. Die Ziahlausbeute zur Umrechnung von epm auf dpm
wurde mit Hilfe von internen H3-Standards bestimmt. Die restlichen
40 Stiicke wurden ebenfalls pulverisiert, in 20 ml heissem 80 9%igem
Athanol suspendiert und fiir 10 min einer Ultraschallbehandlung unter-
zogen. US-Behandlung bewirkte zunéchst eine weitere Zerkleinerung der
suspendierten Teilchen und gleichzeitig eine homogene Verteilung in der
alkoholischen Losung. '

Nach Abbruch der US-Behandlung wurden sofort 0,5 ml abpipettiert
und in ein Messgliaschen iibertragen. Die Aktivitdt der abpipettierten
Aliquote wurde nach Zusatz von Toluol-Athanol-PPO-POPOP-Scintilla-
tor und CAB-0-Sil gemessen und ergab nach Umrechnung auf das Total-
volumen wieder die Gesamtaktivitdt. Wiirden nun nach der ersten Mess-
methode infolge von Selbstabsorption Ausbeuteverluste bewirkt, miissten
nach der zweiten Methode hohere Werte erhalten werden, da einerseits
durch die weitere Zerkleinerung der Teilchen wihrend der US-Behand-
lung die Selbstabsorption verringert wird, andererseits das herausgeldste
freie L-Leucin ohne Selbstabsorption gemessen werden kann. Dieser
geloste Anteil betrug tiber 909, der gemessenen Gesamtaktivitdt, wie
nach Zentrifugieren und erneuter Messung der nun geklirten Losung
berechnet werden konnte.

Das Ergebnis der Untersuchung ist in Tabelle 2 dargestellt. Die Be-
stimmungen nach beiden Methoden decken sich im Rahmen der zu erwar-
tenden Variabilitdt der Proben, die Selbstabsorptionsverluste kénnen
somit nicht wesentlich sein.

Tabelle 2
Methodische Messversuche. Erklarungen siehe Text
[ Ver- ‘Wurzelzonen 1. Direkte Messung 2. US-Behandlung Abweichung

such mm V. Spitze dpm/10 Stiick -10® dpm/10 Stiick -10° 1v.29%

1 0-5 75,6 77,9 + 3

2 0-5 86,3 74,8 —13

3 5-156 83,2 72,0 —13

4 5-15 79,9 70,0 —12

Da die Scintillationsfliissigkeit das fein pulverisierte Gewebe (im Gegen-
satz zu kristallinen Teilchen) vollig durchdringt, gelangt sie auch in
unmittelbare Ndhe der nicht an der Oberfliche der Teilchen liegenden
Strahlungsquellen. Es scheint, dass die farblosen Gewebeteilchen fiir die
ausgestrahlten Photonen weitgehend durchléssig sind und dass vor allem
dieser Umstand Selbstabsorptionseffekte ausschaltet.
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b) Loslicher und unléslicher Anteil

Um in gefiitterten Wurzeln den Anteil der freien und fixierten Isotopen
bestimmen zu kénnen, wurde wie folgt verfahren: 50 gefriergetrocknete
Wurzelstiicke mit bekanntem TG wurden wie unter a zermahlen und in
20 ml heissem 809%igem Athanol suspendiert. Nach 10 min US-Behand-
lung wurde sofort 0,5 ml abpipettiert und die Aktivitdt gemessen. Der
Rest wurde wéhrend 20 min bei 30000 g zentrifugiert und von der geklar-
ten Losung wieder 0,5 ml zur Messung verwendet. Nach Umrechnung
auf das Gesamtvolumen konnte aus der ersten Messung die Gesamtaktivi-
tdt und aus der zweiten der 16sliche Anteil erhalten werden. J ede Pipet-
tierung und jede Messung wurde doppelt ausgefiihrt.

IIL. Ergebnisse

1. Die erste Phase der Absorption

In Abbildung 3 ist die Absorption von 2-Aminoisobuttersiure-H? als
Funktion der Zeit aufgetragen. Aus den Kurven lasst sich eine einheit-
liche Initialphase der Absorption von etwa 10 min Dauer herauslesen.
Abbildung 4 veranschaulicht den gleichen Versuch mit L-Histidin-C.

Autoradiographische Untersuchungen an Wurzelspitzen ergaben, dass
die Aminoséduren nach 10 min Fiitterungsdauer schon bis in den Zentral-
zylinder vorgedrungen waren, wobei das Konzentrationsgefille von der
Epidermis ins Zentrum der Wurzel bereits ausgeglichen erschien. Zell-
winde, Zytoplasma und auch die Zellkerne waren kraftig markiert. Nach
5 min Fiitterungsdauer war der Konzentrationsgradient jedoch noch

cp.m.
mg TG-107
50

40

30

10 20 30 Min.

Abbildung 3

Absorption von 2-Aminoisobuttersiure-H? durch ganze Wurzeln als Funktion der Zeit.
Jeder Punkt entspricht dem Aktivitatsgehalt von 10 gleichen Wurzelabschnitten, bezogen
auf das Trockengewicht. a = 0-5mm, b = 5-10mm, ¢ = 30-35 mm von der Spitze

77



deutlich vorhanden, der Zentralzylinder wies erst eine geringe Aktivitét
auf. Schon nach dieser kurzen Zeit waren in jungen Wurzelzonen nahe
der Spitze ausser den Zellwdnden auch Zytoplasma und Zellkerne deutlich
markiert (Tafel 2, Abb. 8). In dlteren Wurzelzonen, wo die Zellen bereits

d.p.m.
mg TG
1000 a
b
500

1 1 ]

10 20 30 Min.

Abbildung 4

Absorption von L-Histidin-C** durch ganze Wurzeln als Funktion der Zeit. Jeder Punkt
entspricht dem Aktivitatsgehalt von 10 gleichen Wurzelabschnitten, bezogen auf das
Trockengewicht. a = 0-5 mm, b = 30-35 mm von der Spitze
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Abbildung 5

Austausch von Aminosuren aus isolierten Wurzelstiicken. Die Wurzelstiicke wurden

wahrend 40 min bei 25 °C gefiittert, dann in Lésungen mit iiberschiissiger inaktiver Amino-

sdure von 0 °C iibertragen. = Stiicke 0-5 mm, ——— = Stiicke 5—15 mm von der Wur-

zelspitze. Beim Vergleich der 3 Versuche muss beriicksichtigt werden, dass gleichen dpm-
Werten nicht gleiche Mengen Aminoséuren entsprechen
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Zentralvakuolen aufwiesen, war die Beurteilung schwieriger, da das
Zytoplasma den Winden eng anliegt und eine sichere Unterscheidung
zwischen Zellwand- und Zytoplasmaaktivitdt nicht mehr méglich ist
(Tafel 2, Abb. 9).

In Abbildung 5ist der Austauschverlauf von 2-Aminoisobuttersidure-H3,
L-Leucin-H3 und D-Leucin-C'* an isolierten Wurzelstiicken dargestellt.
Je 50 Wurzelstiicke in einer Entfernung zwischen 0-5 und 5-15 mm von
der Wurzelspitze wurden wahrend 40 min gefiittert, in fliessendem Wasser
ganz kurz gespiilt und sofort fiir 2, 3, 5, 10 und 20 min in 20 ml iiber-
schiissige, inaktive Aminosdureldsung von 0 °C iibertragen. Die Aktivitéit
der Austauschlosungen wurde bestimmt und als Mass fiir den Austausch
gewertet. Nach 5-10 min sank die Austauschrate auf einen kleinen Wert.
Fiir 2-Aminoisobuttersidure-H? und fiir D-Leucin-C* betrug die verblei-
bende Aktivitdt in den Wurzelabschnitten nach 40 min noch immer
ungefihr 4/; der anfinglich absorbierten Aktivitdt, fiir L-Leucin wurde
ein niedrigerer Wert, etwa 15, erhalten.

2. Absorption von Aminosiuren in verschiedenen Lingszonen der Wurzel

a) Qualitative Vergleiche zwischen verschiedenen Aminosiauren

Die in Abbildung 6 dargestellten Kurven iiber den Aktivitdtsgehalt
verschiedener Wurzelabschnitte sind fiir alle untersuchten Aminoséduren
qualitativ gleichartig. Sie weisen ein Maximum zwischen 2-10 mm hinter
der Wurzelspitze auf und fallen nachher bis zur Eintauchgrenze in die
Isotopenlésung bei 40-50 mm ziemlich steil ab. Dieser Kurvenverlauf
konnte unter anderen Bedingungen etwas verindert werden. Wurden um
1-2 Tage éltere oder im Wachstum etwas zuriickgebliebene Wurzeln ver-
wendet (etwa nach ausschliesslicher Keimung auf Filterpapier), verscho-
- ben sich die Maxima in die ersten 2 mm der Wurzelspitze (Abb. 7). In
Abbildung 8 ist der Kurvenverlauf fiir L-Histidin-C'* nach 40 min Fiitte-
rung und anschliessender Ubertragung in Nihrlésung 1:10 nach Hoagland
fiir weitere 16 h dargestellt. Die Zellen mit dem urspriinglichen Aktivitats-
maximum nach 40 min Fiitterung liegen nach dem 16stiindigen Wachs-
tum in einer Zone zwischen 10-30 mm von der Spitze entfernt. Sie sind
immer noch erhoht aktiv. Zwischen 0-2 mm von der Wurzelspitze bildete
sich indessen ein neuer Gipfel. Mit 2-Aminoisobuttersidure-H? ergab sich
ein dhnliches Ergebnis.
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L-Leucin-H3 D-Leucin-cl4
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Abbildung 6

Absorption in verschiedenen Langszonen der Wurzel. Pro Versuch wurden 25 ganze Pflan-

zen wahrend 60 min iiber die untersten 40 mm der Wurzeln gefiittert. Beim Vergleich der

4 Kurven muss beriicksichtigt werden, dass gleichen dpm-Werten nicht gleiche Mengen von
Aminosauren entsprechen

b) Bedeutung der Wurzelhaare

In der Regel waren die verwendeten, 4-5 Tage alten, in verdiinnter
Néhrlosung gewachsenen Pflanzen ohne Wurzelhaare. Um Wurzelhaare
zu erzielen, wurden die Samen bis zur Verwendung der Keimlinge auf
feuchtem Filterpapier gekeimt. In Abbildung 9 ist ein Absorptionsversuch
mit 2-Aminoisobuttersdure-H? und Wurzeln mit reichlicher Haarbildung
dargestellt. Die Kontrolle ist in Abbildung 7 zu finden. Wiahrend bei der
Kontrolle die Aktivitdt von der Wurzelspitze weg gleichmaéssig abfillt,
steigen die Werte in Abbildung 9 im Bereich der Wurzelhaarregion
wieder etwas an. In autoradiographischen Untersuchungen konnte bei

80



allen Aminosduren eine kréftige Markierung der Wurzelhaarzellen beob-
achtet werden. Subepidermale Zellen waren aber nicht weniger aktiv (Ta-
fel 3, Abb. 10). Fiir 2-Aminoisobuttersdure konnte noch folgende Beobach-
tung gemacht werden: Wurden vor der Exposition die mit 2-Aminoiso-
buttersdure-H? markierten Schnitte ausgewaschen, zeigte der ganze
Wurzelquerschnitt praktisch keine Aktivitdt, wahrend dle Whurzelhaare
schwach, jedoch deutlich aktiv waren.

L-Histidln-C“‘ W 2-Aminoi sobutter-
siure-H?
d.p.m. d.p.m.
mg TG-10 mg T6-10%
15 1
40 -
304 10 4
20
5 -
10 4
T T T L] T ok e KT (T e s
t 50 mm t 50 mm
Spitze Spitze

Abbildung 7

Absorption in verschiedenen Lingszonen der Wurzel bei langsam gekeimten Pflanzen.
Aktivitét von L-Histidin-C' 1 ye/ml, spez. Aktivitét 35 me/ml, sonst gleiche Versuchs-
anordnung wie in Abbildung 6. Die Maxima sind in die ersten Millimeter der Wurzelspitze

verschoben
dp.m. |
mg TG
500 - .
- \\.‘\
\\_‘
4 50 y100 ¢ mm
Wurzel- :
spitze Hypocotyl Epicotyl

Abbildung 8

Aktivitatsverteilung in 25 6 Tage alten Pflanzen nach 40 min Fiitterung mit L-Histidin-C4
und anschliessend erfolgter Inkubation in inaktiver Nahrlésung 1:10 fiir 16 h
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d.p.m. 20 4
mg TG-lO3
10 1
HE Y
1 Wurzelhaare
Spitze
Abbildung 9

Bedeutung der Wurzelhaare fiir die Absorption von 2-Aminoisobuttersaure-H3. Aufge-
zeichnet ist die Aktivitat von 25 Wurzeln mit gut entwickelten Wurzelhaaren nach 60 min
Fiitterung. Die Kontrolle findet sich in Abbildung 7

3. Verteilung der absorbierten Aminosiuren auf wverschiedene Gewebe

Fiir diese Untersuchungen wurden von 5 Tage alten, intakten Pflanzen,
die tiber die ganze Wurzel gefiittert wurden, Mikroautoradiographien her-
gestellt. In jungen Wurzelzonen nahe der Spitze wies das Plerom eine
gleichmaissig verteilte und zugleich hohere Aktivitédt auf als das Periblem,
dessen Aktivitdt ebenfalls gleichmaéssig verteilt war. In etwas alteren
Zonen war die Aktivitdtsverteilung differenzierter. Die Rinde wies weiter-
hin eine gleichméssige Markierung auf. Im Ubergang zum Zentralzylinder,
vornehmlich im Perizykel und in den umliegenden Parenchymzellen,
waren bei allen Aminosduren regelméssig die hochsten Aktivitdten zu
finden (Tafel 3, Abb. 11). Wahrend das Phloem im Vergleich zum umge-
benden Parenchym etwa gleich aktiv war, wiesen das Protoxylem und vor
allem die weiten Metaxylemzellen sogar schwichere Aktivitdten auf.
Wenn hohe Fiitterungsaktivitdten gewdhlt wurden, waren die dusseren
Zellschichten des Kalyptragewebes nach 60 min Fiitterungsdauer hoch
aktiv, sogar hoher als das dariiberstehende Periblem oder Plerom.

In Abbildungen 10 und 11 sind Zahlergebnisse aus Wurzelquerschnitts-
Autoradiographien von L-Leucin-H? und von D-Leucin-C'* graphisch
dargestellt. Die Auszihlung erfolgte an feinkérnigen Photoplatten (Kodak
Typ 1060). Als Mass fiir die Aktivitét einzelner Gewebe diente die erzeugte
Kornzahl pro Flacheneinheit. Zwischen 10-50 mm von der Wurzelspitze
verdnderte sich die relative Verteilung der Aktivitdt auf die verschiedenen
Gewebe sowohl fiir L- als auch fiir D-Leucin nicht wesentlich, wahrend
die Gesamtaktivitit (wie auch anhand der quantitativen Aktivitdtsbe-
stimmungen bereits dargestellt wurde) in basaler Richtung absinkt. Ent-
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sprechende Befunde ergaben sich mit L-Histidin-C'* und 2-Aminoiso-
buttersdure-H?3.

Ri.

W.-Achse

Abbildung 10

Graphische Darstellung der Silberkornzihlungen von einer autoradiographierten Wurzel
aus verschiedenen Lé#ngszonen. Fiitterung mit L-Leucin-H?® wihrend 300 min iiber die
ganze Wurzel. Ausgezéhlt wurden pro Wurzelzone immer an 2 verschiedenen Querschnitten
zusammen 40 Zihlquadrate zu 16 2 fiir jedes der dargestellten Gewebe. Aufgezeichnet ist
das berechnete Mittel. Ri. = Rinde, En. = Endodermis, Pe. = Perizykel, P.Xy. = Pro-
toxylem, M.Xy. = Metaxylem, Pa. = Parenchym des Zentralzylinders
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Abbildung 11

Graphische Darstellung der Silberkornziahlungen von einer autoradiographierten Wurzel
10 mm von der Wurzelspitze. Futterung mit D-Leucin-H3 wahrend 300 min, gleiche Aus-
wertung wie in Abbildung 10

4. Absorption und Fizierung der Aminosiuren

a) Qualitative Untersuchungen an Autoradiographiepriparaten

Ausgewaschene Schnitte von mit L-Histidin-C' oder mit L-Leucin-H3
gefiitterten Wurzeln wiesen zwischen 10-40 mm von der Wurzelspitze
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eine dhnliche relative Aktivitdtsverteilung auf wie nicht ausgewaschene
Priparate, ebenfalls mit einem Aktivititsmaximum im Ubergang zum
Zentralzylinder (Tafel 3, Abb. 12). Oft erschienen Epidermis und die
angrenzenden Rindenzellen etwas stdrker markiert als die tiefer liegen-
den Rindenschichten. In Tafel 3, Abbildung 13, ist die Autoradiographie
einer mit L-Leucin-H? gefiitterten Wurzelspitze abgebildet. Die Initialen
weisen eine erhohte Aktivitat auf, wahrend unmittelbar dariiber eine
Zone mit niedriger Aktivitdt, das Ruhezentrum der Proteinsynthese
(Cloves, 1958), zu sehen ist.

Wihrend ausgewaschene Schnitte von 2-Aminoisobuttersdure-H? in
Mikroautoradiographien praktisch inaktiv waren, zeigten solche von
D-Leucin-H? nach Auswaschung starke Gewebeaktivitdten an und waren
mit Autoradiographien von L-Leucin-H? durchaus vergleichbar. Diese
Ergebnisse konnten mit D-Leucin-C* gepriift und bestéitigt werden
(Tafel 3, Abb. 14). Auch sprossende Seitenwurzeln, deren Mutterwurzel
mit L- oder D-Leucin gefiittert wurde, waren nach Auswaschung in beiden
Féllen noch kriftig aktiv (Tafel 3, Abb. 15 und 16).

b) Quantitative Untersuchungen

Aufgrund der qualitativen Ergebnisse mit Autoradiographien von L-
und D-Leucin war es wiinschenswert, auch quantitative Angaben iiber
l6sliche und unlosliche Anteile geben zu kénnen. )

Von 5 Tage alten, in Petrischalen steril gekeimten Pflinzchen wurden
unter sterilen Bedingungen (Impfkammer) Wurzelstiicke von 0-5 und von
5-15 mm von der Wurzelspitze geschnitten und nach nochmaligem Spiilen
in sterilem Wasser in Einheiten zu 50 Stiick zur Fiitterung verwendet. Fiir
jede Fiitterung wurden 10 ml sterile Losung gebraucht, die 10-3 molaren
Phosphatpuffer pH 6,2 und den Tracer enthielt.

Mit Hilfe von internen Standards wurden die dpm pro ml Fiitterungs-
l6sung im Fliissigkeits-Scintillationsspektrometer bestimmt. Da gleich-
zeitig auch die Konzentration von Leucin bekannt war, konnte bei der
Auswertung der Versuchsergebnisse von dpm leicht auch auf mg Leucin
umgerechnet werden.

Nach 40 min Fiitterungsdauer war ein Einbau weder von L- noch von
D-Leucin erfassbar (Tab. 3, A). Dabei wurde etwa doppelt soviel L- als
D-Leucin absorbiert. Die leicht negativen Werte, die sich fiir den unlos-
lichen Anteil ergaben, rithren wohl daher, dass die alkoholischen Gewebe-
suspensionen vor ihrer Klirung warm pipettiert werden mussten, wihrend
die Proben von den geklirten Extrakten kalt entnommen wurden und
sich so geringe Konzentrationsdifferenzen ergaben. ‘
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Eine weitere Serie von Wurzelstiicken wurde nach 40 min Fiitterungs-
dauer fiir 260 min in inaktiver Phosphatpufferlésung pH 6,2 inkubiert
und erst dann ausgewertet (Tab. 3, B). Der unlésliche Aktivitédtsanteil
von L-Leucin lag nach dieser Zeit unter 109, derjenige von D-Leucin
dagegen zwischen 25 und 30%, der noch enthaltenen totalen Gewebe-
aktivitdt. Die Versuche in Tabelle 3 unter A und B wurden zu verschie-
denen Zeiten und dadurch mit etwas anderem Pflanzenmaterial durchge-
fithrt. Die Aktivitdtsverluste an die Inkubationslosung waren bei L-Leucin
relativ wie absolut héher als bei D-Leucin.

Der Versuch wurde mit L- und D-Leucin wiederholt, wobei der inakti-
ven Inkubationslosung in einem Fall 0,59, Glucose zugesetzt, in einem

Tabelle 3

Absorption und Fixierung von L-Leucin-H? und D-Leucin-C'* durch isolierte Wurzelstiicke
A: Nach 40 min Fitterungsdauer

B: Nach 40 min Fiitterungsdauer und anschliessender Inkubation in inaktiver Loésung
wahrend 260 min

Erklarungen siehe Text

Wur- | Aktivi- o A
zel- | tit von | ARtV Gesamtaktivi- Verlust an
stiicke | 0,5 ml tit von ,_ tit von 50 Inkubations-
Distanz| Ge- 0,5 ml Unlos- Wurzelstiicken losung
Isotop von webe- getlf‘sl?r 5 Xfﬁgirl
P R e |
spitze dpm %%rflz dpm mg dpm mg
mm <102 .10-3 <103 .10-2 .10
| .
L-LeucinH3 | 0-5 | 016 | 664 1 o9 | 9496 | 6,5 e e
63.2 | 64,1
80,7 | 84,2
5-15 ? i —4.8 318,4 8,3 = e
v 78,4 | 82,5
D-Leucin-Ci¢ | 0-5 | L7 [ 1L 1 ge5 | 468 | 34 e
11,7 11,8 ;
16,0 | 16,2
5-15 2 i —0,35 65,6 4.7 — ——
16,8 16,7
p 53,7 | 50,9
L-L -H3 0-5 d ? 2, 213,0 5,5 160 4,2
ot s2.8 | 527 | 2O :
78,6 | 72,4
5-15 ’ . 8,3 312,4 8,1 238 6,2
B 7 | 08| T
: 76,7 56,9
D-Leucin-C4 0-5 : i 2 30,56 2.9 11,6 0,84
760 | 548 | 727 3
84,5 | 61,6
5-15 ? i 2 34,4 2,6 17,0 1,2
87,9 | 61,7 W _
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andern als Fiitterungslosung und als Inkubationslésung 1:10 verdiinnte
Nahrlosung nach Hoagland, pH 5,0, verwendet wurde. Im zweiten Fall
war die Leucin-Konzentration der Fiitterungslosung gleichzeitig niedri-
ger. Stets war ein betridchtlicher Anteil von D-Leucin, in einzelnen Proben
bis iiber 409,, nicht aus dem Gewebe auswaschbar. Der unlisliche Anteil
von L-Leucin war immer relativ niedriger als derjenige von D-Leucin.
Anhand eines weiteren Versuches wurde mit zwei verschiedenen Konzen-
trationen von L-Leucin-H3 gepriift, ob das Zerschneiden der Wurzeln vor
Versuchsbeginn auf Absorption und Fixierung einen wesentlichen Ein-
fluss habe. Je 20 intakte, 5 Tage alte, nichtsterile Pflanzen wurden 40 min
in Néhrlosung nach Hoagland 1:10 verdinnt bei pH 5,0 gefiittert und
anschliessend fiir 260 min in inaktiver Nahrlésung inkubiert. Dasselbe
geschah mit je 50 Wurzelstiicken von 0-5 und von 5-15 mm von der
Whurzelspitze entfernt fiir beide Konzentrationen.

Tabelle 4

Absorption und Fixierung von L-Leucin-H? durch intakte und isolierte Wurzelstiicke bei
2 verschiedenen Konzentrationen

Konzentration A: 0,75 pc/ml, spez. Aktivitdt 3,9 me/mM

Konzentration B: 0,75 yc/ml, spez. Aktivitat 8,2 ¢/mM

Ausgewertete Aktivitit Aktivitit Cienamit-
Kon- Wurzelzonen | von 0,5 ml | von 0,5 ml | Unléslicher aktivitit
Fiitterungsweise zentra- Distanz von Gewebe- geklirter Anteil Toane TG
tration | Wurzelspitze | suspension Losung % I()i 5 gl 0-2
mm dpm -10-2 | dpm -10-2 b
16,7 13,6
0-5 16.3 14.4 15 59,8
A
20,0 18,6
20 intakte sk 19,5 18,9 el Bl
Pflanzen iiber
VVUI‘ZBIH 0—40 mm 38,4: 3 1 : 1
B
65,6 49,7
5-15 70,6 48,8 28 213
40,4 33,6 :
0-5 4:0,6 33’7 17 07,6
A
Uber je 50 isolierte 48,3 38,1
— 2
Wurzelstiicke oL 49,2 37,9 < 60.8
(0—5 und 5-15 mm
von der 110 86.3
Whurzelspitze) 0-5 109 83,2 19 154
B
109 84,8
5-15 118 84,6 25 139
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Die Ergebnisse des Versuchs sind in Tabelle 4 dargestellt. Sowohl
beziiglich Absorption als auch beziiglich unléslichen Anteils ergaben sich
keine augenfilligen Differenzen. Ein Absorptionsversuch mit 2-Amino-
isobuttersdure-H® an zerschnittenen und an ganzen Wurzeln ergab fiir
die untersuchten apikalen 15 mm ein entsprechendes Resultat, indem
sich der Aktivititsgehalt der Wurzelteile von intakt gefiitterten Wurzeln
kaum von jenem der isoliert gefiitterten Wurzelteile unterschied.

¢) C40,-Produktion aus D-Leucin-1-C'*

Aufgrund des hohen unléslichen Anteils von D-Leucin im Wurzelge-
webe wurde vermutet, dass D-Leucin einer Assimilation zugénglich sein
kénnte. Die Produktion von (0, aus gefiittertem D-Leucin-1-C'* wire
damit wahrscheinlich oder doch méglich. In einigen Versuchen wurde
deshalb die zugefiihrte Beliiftungsluft nach Durchperlen der Fiitterungs-
bzw. Inkubationslosung in 20% KOH geleitet und die Aktivitdt direkt
bestimmt, indem 0,5 ml der KOH-Lésung in 15 ml Toluol-Athanol-Zahl-
flilssigkeit gelost und gezdhlt wurden. Als Kontrolle diente 20%, KOH,
durch -das wihrend gleich langer Zeit Aussenluft strémte. Die Unter-
suchung an ganzen Pflanzen erfolgte nicht unter sterilen Bedingungen.

Tabelle 5

C140,-Produktion durch Zea mays nach Fiitterung mit D-Leucin-1-C!*
I. Absorption von C10, durch KOH wahrend der Inkubation in inaktiver Néhrlosung
nach Hoagland, 1:10 verdiinnt, pH 5,0
IT. Absorption von (10, durch KOH wahrend Fiitterung und anschliessender Inkubation
in inaktiver Phosphatpufferlésung, pH 6,2. Die Bestimmung der Aktivitdt in KOH
erfolgte alle 60 min, angegeben ist die Gesamtaktivitat nach 300 min

Ausgewer-
tete WUI- | Fitte- | Dauer der Aktivitag | Altivitit | KOH-Aktl-
o ; i rungs- CO4-Ab- in K der Wurzel- | vitdt in %
T enmenaite Vlgﬁs%}:lzr_ dauer sorf)tion total stiicke der Wu rzefi-
zelapitze min min dpm -10-2 dpm -10-2 aktivitat
mm
I.| 20 intakte 7
Pflanzen ii
ot That =5 120 300 317 T ==
Wurzeln
0—40 mm
II. | Uber je 50 iso-
lerte. Veurzel 0-5 40 300 10,9 305 3,6
stiicke (0—5 und
5-15 mm von
der Wiiruil. 5-15 40 300 20,3 344 5,9
spitze)
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Die verwendeten Losungen waren jedoch zu Versuchsbeginn steril, und
mikroskopische Untersuchungen der Wurzeln liessen keinen wesentlichen
Befall von Bakterien oder Pilzen erkennen. Die Untersuchungen an iso-
lierten Wurzelstiicken wurden an steril gezogenen Wurzeln und mit

sterilen Losungen durchgefiihrt. In beiden Untersuchungen waren die
KOH-Losungen deutlich aktiv (Tab. 5).

9. Ferntransport

Wenn Wurzelspitzen nur in den ersten 10 mm gefiittert wurden, so
konnten in Mikroautoradiographien in dahinter liegenden Zonen nur
geringe Aktivitdten festgestellt werden. Die Verteilung erfolgte dabei
iber ‘alle Gewebe ziemlich gleichmissig. Junge Seitenwurzelanlagen
wiesen jedoch nach lingerer Fiitterung der miitterlichen Wurzelspitze
eine kriftige Markierung auf (Tafel 3, Abb. 15). Ein Transport hatte
hier also in entferntere Regionen stattgefunden. Auch unnatiirliche
Aminosduren, wie D-Leucin und 2-Aminoisobuttersidure, wurden in dhn-

licher Weise wie natiirliche Sduren in Seitenwurzelanlagen akkumuliert
(Tafel 3, Abb. 16 und 17).

Auch bei Wurzeln, die zur Fiitterung bis zu 50 mm in die Isotopenlosung
eingetaucht waren, gelang es nicht, im eingetauchten Bereich oder ausser-
halb davon im Xylem oder Phloem Aktivititen nachzuweisen, die wesent-
lich iiber den benachbarten Geweben gelegen hiitten. Die Leitgewebe
waren in den untersuchten Zonen allerdings noch recht jung. Altere
Wurzelteile wurden weniger untersucht, da Schnitte schlechtere Kontakt-
eigenschaften gegeniiber der Photoemulsion zeigten und damit weniger
zuverlissige Ergebnisse erzielt werden konnten.

In Untersuchungen iiber die Absorption von Aminosiuren in verschie-
denen Léngszonen der Wurzeln wurde nach TFiitterung von intakten
Pflanzen jeweils auch die Aktivitdt von Sprossbasis und Sprossspitze im
Flissigkeits-Scintillationsspektrometer bestimmt. Die Zahlausbeute fiir
die ergriinenden Sprossteile sank fiir H? allerdings unter 109,. Bei allen
Aminosduren waren die Sprosse nach 60 min bereits deutlich aktiv. Die
Aktivititen lagen nach dieser Zeit zwischen 0,1-3%, der Wurzelspitzen-
aktivitit.

Interessante Ergebnisse zur Frage, durch welche Transportbahnen die
Aminoséuren beim Ferntransport von der Wurzel in den Spross geleitet
werden, konnten durch mikroautoradiographische Untersuchungen an
Sprossen gewonnen werden. 2-Aminoisobuttersiure-H2 und L-Leucin-H3,
die in hohen spezifischen Aktivititen zur Verfiigung standen, wurden
5 Tage alten Pflanzen wihrend 50-60 min appliziert. Alsdann wurden die
Sprosse gefriergetrocknet, Querschnitte hergestellt und autoradiogra-
phiert. ‘
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Nach Fiitterung der Wurzel mit 2-Aminoisobuttersiure-H3 war im
Epicotyl das Xylem stdrker aktiv als umliegendes Gewebe (Tafel 4, Abb.
18 und 19), gleichzeitig konnten jedoch auch im Phloem héhere Aktivi-
titen festgestellt werden. Mit L-Leucin-H? waren die Schwirzungen
geringer und damit die Beurteilung etwas schwieriger. Stirkere Aktivi-
taten konnten ebenfalls in parenchymatischen Zellen im Bereiche des
Phloems lokalisiert werden.

In der Coleoptile war das Phloem nach Fiitterung der Wurzel mit
2-Aminoisobuttersédure-H? stets stark markiert, das Xylem stets wesent-
lich schwicher, jedoch noch immer stirker als die dem Leitbiindel nicht
zugehorigen Gewebe (Tafel 4, Abb. 20). Vereinzelte Tracheiden erreichten
ebenfalls den Aktivitidtsgrad des Phloems (Tafel 4, Abb. 21) und konnten
wie das Phloem iiber ganze Schnittserien in. gleichbleibender Aktivitit
verfolgt werden. In den wesentlich schwiicher aktiven Autoradiographien
von L-Leucin-H?® erschien meist das Xylem etwas stirker markiert als
das Phloem.

In Autoradiographien von ganzen Sprossquerschnitten wurde die
Aktivitdtsverteilung von 2-Aminoisobutterséiure-H3 zwischen élteren und
jungeren Blédttern untersucht. Die dusseren und auch élteren Blitter
waren am aktivsten, gegen die innersten und jiingsten Anlagen zu fiel die
Aktivitiat ab (Tafel 4, Abb. 22). Das noch sehr junge Phloem der Blitter
erschien regelméssig deutlich markiert (Tafel 4, Abb. 23 und 24).

IV. Besprechung der Ergebnisse

Die Besetzung des FS erfolgt aufgrund der vorliegenden Absorptions-
versuche innerhalb der ersten 10 min. Die nachfolgende zweite Phase der
Absorption diirfte bei Zea mays durch aktive Vorginge (up hill) verlaufen.
Wairen vorwiegend Austauschvorginge beteiligt, wie z. B. Oxender et al.
(1963) von Leucin und anderen neutralen Aminoséuren mit aliphatischen
Seitenketten bei « Ehrlich-Tumorzellen» berichten, so miissten die absor-
bierten Aminosduren — soweit sie nicht durch Einbau in Proteine oder
anderweitige chemische Bindung fixiert werden — auch wieder austausch- -
bar sein. Heinz (1961) argumentiert iiberzeugend gegen eine nur lose
endergonische Bindung von Aminosiduren an intrazellulires Material.
- Zahlreiche Phénomene wurden auch bei Mikroorganismen beschrieben,
die dafiir sprechen, dass die angereicherten Aminosduren im Innern der
Zellen grosstenteils frei gelost sind (Magasanik, 1957). Die austausch-
baren Mengen entsprachen in den durchgefiihrten Austauschversuchen
bei weitem nicht den absorbierten Gesamtmengen. Da sowohl Leucin als
auch 2-Aminoisobuttersiure nach 40 min Absorptionsdauer aus abge-
totetem Gewebe praktisch vollstindig extrahiert werden konnten, kann
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eine Verminderung des Austauschs infolge von Einbau eines Teils der
Aminosauren in Zellbestandteile ausgeschlossen werden.

Durch Interpolation der beiden Kurvenabschnitte I und II in Abbil-
dung 3 ergibt sich, dass nach 10 min mindestens noch 4/; der absorbierten
Aktivitit FS-Aktivitit sein miissen. In Autoradiographien von Wurzeln,
die unter gleichen Bedingungen weniger als 10 min gefiittert wurden,
muss folglich ebenfalls der grosste Teil der Schwérzungen aus dem FS
erzeugt worden sein. In solchen Autoradiographien ldsst sich somit die
Lage des FS abschitzen. Aus den Ergebnissen geht hervor, dass sich der
FS nicht nur auf die Zellwandriume zu beschridnken scheint.

Die zuweilen hohe Aktivitit der peripheren Kalyptrazellen, die sich
vor allem bei hohen Fiitterungskonzentrationen zeigte, kann so erkléirt
werden, dass die verschleimenden Wurzelzellen von der Aussenlosung
durchtrankt wurden.

Fiir den Quertransport durch die Wurzeln wahrend der Absorption
bestehen zwei Moglichkeiten :

a) passiv durch den FS;

b) aktiv von Zelle zu Zelle iiber die Plasmadesmata.

Nach 5 min Absorptionsdauer dringt 2-Aminoisobuttersidure bereits in
den Zentralzylinder vor. Ein Aktivitdtsgradient von der Epidermis zum
Zentralzylinder ist aber in den Autoradiographien noch deutlich zu er-
kennen. Da es sich dabei grosstenteils um Aktivitdt im 'S handelt, ist es
wahrscheinlich, dass der Eintransport in erster Linie durch die FS-Réume
und nicht aktiv vor sich geht. Erst aus dem FS diirfte aktiver Transport
in die einzelnen Zellen und schliesslich auch von Zelle zu Zelle stattfin-
den.

Da der Aminosidurenachstrom in den FS aufgrund der Absorptions-
kurven (Abb. 3und 4) offenbar rascher erfolgt, als die Zellen durch aktiven
Transport aufnehmen kénnen, muss man annehmen, dass die Absorptions-
leistung der Wurzel fiir geloste Aminoséduren nicht in erster Linie von
ihrer dusseren, sondern vielmehr von ihrer inneren Oberfliche, d.h. von
der Summe aller absorbierenden Zytoplasmaflichen abhéngig ist. Eine
Wurzel vergrossert ihre dussere Oberfliche durch guten Wurzelhaarbesatz
um ein Mehrfaches. Sofern eine Abhéingigkeit von der dusseren Oberfliche
bestehen wiirde, miisste ein Vergleich der Absorptionsleistung von Wur-
zeln mit und ohne Wurzelhaare zu entsprechenden Differenzen fiihren.
In den durchgefiihrten Versuchen war eine geringe Steigerung der Ab-
sorption von Aminosduren im Bereich der Wurzelhaarzone wohl zu beob-
achten, sie entsprach jedoch der &usseren Oberflichenvergrosserung,
bedingt durch die Wurzelhaare, bei weitem nicht. Dies bedeutet wiederum

90



nicht, dass die Wurzelhaare bei der Absorption aus dem Boden, wo doch
wesentlich andere Verhéltnisse als in einer Losung herrschen, keine Be-
deutung hétten. Schon der Umstand, dass Keimlinge von Zea mays in
Nahrlosung Wurzeln ohne Haare, Keimlinge auf Filterpapier dagegen
Wurzeln mit Haaren treiben, ist auffallend ; ebenso dass mit 2-Aminoiso-
buttersidure-H? gefiitterte Wurzelhaare nach Auswaschung im Gegensatz
zum iibrigen Wurzelgewebe noch schwache Aktivitdten enthielten.

Bemerkenswert ist das hohe Absorptions- und Speichervermogen von
Zonen nahe der Wurzelspitze sowohl fiir Protein- als auch fiir Nicht-
proteinaminosiduren sowie der Umstand, dass von da wenig Aufwirts-
transport erfolgt. Der Befund, dass das Maximum der Aktivitdt bei
intensiv wachsenden Wurzeln basaler liegt als bei langsam wachsenden
Wurzeln, ist wohl morphologisch bedingt. Bei langsam wachsenden
Wurzeln sind Streckungs- und Differenzierungszonen weniger ausgedehnt
und liegen damit nédher bei der Spitze. Fallt nun das Aktivitdtsmaximum
in eine dieser Zonen, kommt es zu der beobachteten Verschiebung. Die
Aktivitdtsgehalte in Abbildung 6 sind zumindest in den ersten 15 mm der
Wurzel auch dem Absorptionsvermdgen proportional. Dies ergibt sich
daraus, dass in den Absorptionsversuchen mit abgeschnittenen Wurzel-
stiicken ziemlich gleiche Werte erhalten wurden wie mit intakten Pflanzen.
Eine wesentliche Verdnderung der Aktivitdtsverteilung infolge von
Langstransport in der einen oder der andern Richtung konnte somit nicht
erfolgt sein.

Wiebe und Kramer (1954) stellten fiir verschiedene Salze bei Gersten-
wurzeln von den ersten 5 mm ebenfalls einen geringen Aufwirtstransport
fest und fiihrten die Akkumulation von Salzen nahe der Wurzelspitze auf
die hohe Stoffwechselaktivitidt in dieser Region und auf das Fehlen von
Leitgeweben zuriick. Brouwer (1954) fand in Ubereinstimmung zu
Wiebe und Kramer, dass nach Fiitterung der Wurzelspitzen von
Vicia faba mit Phosphat wenig oder kein Transport in basalere Zonen
erfolgt.

Die hohe Absorptionsfihigkeit junger Wurzelteile scheint fiir ver-
schiedenste Stoffe vorhanden zu sein, wobei es nicht von Bedeutung ist,
ob die akkumulierten Substanzen im Stoffwechsel gebraucht werden oder
nicht, wie am Beispiel von 2-Aminoisobuttersiure zu sehen ist. In diesem
Zusammenhang darf auf die Arbeit von Mothes (1960) hingewiesen
werden, in der die attraktiven und akkumulativen Kréfte als ein generelles
Charakteristikum fiir «Jugendlichkeit» aufgefasst werden. Engelbrecht
(1961) stellte auch in Blattern von Nicotiana fest, dass neben natiirlichen
Aminosduren 2-Aminoisobuttersidure akkumuliert wird. Eine sprossende
Seitenwurzel, der das Charakteristikum fiir «Jugendlichkeit» sicher in
hohem Masse zukommt, miisste also ein neues Konkurrenzverhiltnis zur
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miitterlichen Wurzelspitze auslésen. In'der Tat konnten in den vorliegen-
den Untersuchungen nach Fiitterung der Wurzelspitze mit Aminosduren
in relativ weit entfernten Seitenwurzelanlagen, nicht aber im umliegenden
miitterlichen Gewebe, hohe Aktivitidten gefunden werden. Ahnlich kénnen
die Ergebnisse der Langzeitversuche gedeutet werden. Wahrend des
16stiindigen Wachstums nach Fiitterung mit L-Histidin (Abb. 8) oder
mit 2-Aminoisobuttersidure bildete die Wurzelspitze ein neues Zentrum,
welches das frithere, nun dlter gewordene, konkurrenziert.

In den Analysen iiber die Verteilung der Aktivitdten auf die verschie-
denen Gewebe der Wurzel kommt ebenfalls zum Ausdruck, dass «jugend-
liche» Teile oder, um nach Wiege und Kramer (1954) zu sprechen, Teile
mit hoher Stoffwechselaktivitdt wie Prokambium und spéiter der Peri-
zykel und benachbartes Parenchym die hochste Absorptionsfihigkeit
‘besitzen. Dies gilt wiederum sowohl fiir Protein- als auch fiir Nicht-
proteinaminosduren. Die Orte, wo Aminosiduren in hohem Masse absor-
biert werden, sind zugleich auch potentielle Bereiche hohen Verbrauchs.
Dies wird deutlich, wenn L-Histidin- oder L-Leucin-Autoradiographien
von ausgewaschenen Schnitten mit solchen von nichtausgewaschenen
verglichen werden. Die Fihigkeit, Aminoséduren zu akkumulieren, und die
Fahigkeit, Eiweisse zu synthetisieren, sind irgendwie eng gekoppelt.

Die Resultate iiber Absorption von Protein- und von Nichtprotein-
aminosduren in verschiedenen Léngszonen der Wurzel und in verschie-
denen Wurzelgeweben stimmen qualitativ dermassen gut iiberein, dass
nichts darauf schliessen ldsst, dass in der Wurzel die beiden Typen von
Aminosduren separiert und in verschiedene Transportbahnen gelenkt
wiirden.

Birt und Hird (1956, 1958a, 1958b) geben fiir die Absorption von L-
und D-Leucin durch Karottenscheiben recht uneinheitliche Werte an. In
den eigenen Untersuchungen konnte fiir L-Leucin nach 40 min Fiitterungs-
zeit eine hohere Absorption als fiir D-Leucin festgestellt werden. Eine
wenn auch breite Spezifitit des Transportsystems fiir isomere Formen
scheint bei Zea mays vorhanden zu sein.

Da bei gleichem Diffusionsvermogen, gleicher Loslichkeit und gleichen
Ladungszustdnden nicht anzunehmen ist, dass L-Leucin und D-Leucin
in unterschiedlichen Mengen im FS vorhanden sind, miissen beide Isomere
aus dem FS auch wieder in gleicher Menge herausdiffundieren. Dass die
Verluste von L-Leucin an die Inkubationslésung bei 25 °C hoher waren
als diejenigen von D-Leucin (Tab. 3) zeigt, dass nicht nur Aktivitit aus
dem F'S verlorenging.

Nicht zu erwarten war das Ergebnis, dass nach lingerer Fiitterungszeit
oder auch nach kurzzeitiger Fiitterung und anschliessender mehrstiindiger
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Inkubation in inaktiver Losung grossere Anteile von D-Leucin, im Gegen-
satz zu 2-Aminoisobuttersiure, nicht aus dem Gewebe ausgewaschen
oder extrahiert werden konnten. Dass das Gewebe den unléslichen Anteil
nicht bloss adsorbierte, geht daraus hervor, dass nach 40 min Fiitterung
noch praktisch alle Aktivitdt extrahierbar war, nicht mehr aber, wenn
laingere Fiitterung oder nach 40 min Fiitterung noch fiir einige Stunden
Inkubation in inaktiver Losungerfolgte. Stumpf (1951) beobachtete,
dass D-Alanin in Gegenwart wisseriger Extrakte von Limabohne-,
Lupine-, Kiirbis-, Erbsen- und Weizenkeimlingen, ferner auch von Kiir-
bisblattern als ein aktiver Aminodonator funktioniert. Auferund der
vorliegenden Ergebnisse ist es wohl denkbar, dass auch das absorbierte
D-Leucin eine Transaminierung erfibrt und damit einer Assimilation
zuganglich ist. Auch der Umstand, dass wihrend der Fiitterung und der
Inkubationszeit radioaktives CO, freigesetzt wurde, scheint dafiir zu
sprechen, dass D-Leucin in Zea mays stoffwechselphysiologisch nicht
inert ist.

Arisz (1961) ist der Ansicht, dass sich Ionen ebenso leicht durch
parenchymatische Zellen wie durch eigentliche Leitgewebe bewegen koén-
nen und dass die Leitbiindel fiir den Transport erst iiber grossere Distan-
zen wirkungsvoller werden. Dieses Bild passt gut zu den eigenen Ergeb-
nissen mit Aminosduren. In jungen Wurzeln waren Xylem und Phloem
nie aktiver als umgebendes Gewebe. Im Spross hingegen wiesen sowohl
das Phloem als auch zum Teil das Xylem hohe Aktivitéten auf. Es scheint,
dass die Aminoséuren in der jungen Wurzel ziemlich gleichméssig durch
alle Gewebeteile transportiert werden und dass erst gegen den Spross zu
allmahlich der Transport in den Leitbiindeln tiberwiegt.

Die Tatsache, dass nach 50-60 min Fiitterung der Wurzel mit 2-Amino-
isobuttersdure das Phloem in Coleoptile und Bléittern im Gegensatz zu
den iibrigen Geweben (ausgenommen einzelne Tracheiden der Coleoptile)
stark markiert war, beweist nicht gerade, dass durch den Spross der

Haupttransport im Phloem erfolgte, macht dies jedoch wahrscheinlich.
~ Die Aktivitdt von Tracheiden der Coleoptile und vermehrt noch des Epi-
cotyls weist auf einen gleichzeitigen, wenn auch schwicheren Xylem-
transport hin. Auch nach Fiitterung der Wurzel mit L-Leucin zeigten
sich héhere Aktivitdten in beiden Leitgeweben, was einen Transport
sowohl im Xylem als auch im Phloem wahrscheinlich macht. Die Art der
Aktivitdtsverteilung von 2-Aminoisobuttersdure in verschieden alte
Blatter weist wiederum darauf hin, dass Organe mit hoher Stoffwechsel-
aktivitdt, im vorliegenden Fall die sich differenzierenden und stark
wachsenden mehr dusseren Blattanlagen, am stirksten akkumulieren.
Die These, Phloemtransport fiir Protein-, jedoch Xylemtransport fiir
Nichtproteinaminoséduren, kann aufgrund der vorliegenden Untersuchun-
gen wenigstens fiir Zea mays nicht angenommen werden. Transportvor-
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ginge und damit auch der Austausch zwischen Wurzel und Spross sind
von derart komplexer Natur und von so vielen inneren und &usseren
Faktoren abhingig, dass die einfache Alternative eine zu grobe Betrach-
tungsweise ist.

V. Zusammenfassung

Absorptions- und Transportvorgidnge in Wurzeln von Zea mays wurden
mit Hilfe von C4- oder H3-markierten natiirlichen und unnatiirlichen
Aminosduren untersucht. Die Auswertung erfolgte auf mikroautoradio-
graphischem Weg und durch Aktivitdtsbestimmungen im Fliissigkeits-
Scintillationsspektrometer.

1. Die erste Phase der Absorption von Aminoséduren, die Besetzung des
«Free Space» (FS), erfolgt in wenigen Minuten. Wahrscheinlich sind
am FS neben den Zellwandrdumen auch zytoplasmatische Strukturen
beteiligt. Zentral gelegene Wurzelgewebe werden aus der Aussenlésung
in erster Linie iiber den FS mit Aminosiuren versorgt.

2. In Wurzelhaarzonen vergrossert sich die Absorption durch die An-
wesenheit gut entwickelter Wurzelhaare relativ wenig. Die Grosse der
Wurzeloberfliche scheint fiir die Absorption von Aminosduren aus
einer Losung von untergeordneter Bedeutung zu sein.

3. Zonen nahe der Wurzelspitze weisen ein hohes Absorptions- und
Speichervermdgen sowohl fiir Protein- als auch fiir Nichtproteinamino-
sduren auf. Aus diesen Zonen erfolgt nur geringer Abtransport. Ahnlich
verhalten sich Seitenwurzelanlagen.

4. Innerhalb verschiedener Gewebe der gleichen Zone zeigen nach erfolgter
Absorption von markierten Protein- oder auch von Nichtprotein-
aminosduren das Prokambium, in dlteren Wurzelteilen der Perizykel
und benachbartes Parenchym die hochste Aktivitdt. Zonen mit hoher
Stoffwechseltdtigkeit und Zonen mit hohem Aminosduregehalt fallen
zusammen, :
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5. Li-Leucin wird in hoherer Rate als D-Leucin absorbiert. Eine wenn
auch breite Spezifitdt des Transportsystems scheint vorhanden zu sein.
D-Leucin lédsst sich im Gegensatz zu 2-Aminoisobuttersdure nicht mehr
vollstindig aus dem Wurzelgewebe auswaschen oder extrahieren. Die
Produktion von C'*0, nach Fiitterung von D-Leucin-1-C'* kann fest-
gestellt werden. D-Leucin, nicht aber 2-Aminoisobuttersédure, scheint
assimiliert werden zu konnen.

6. In jungen Wurzelteilen sind Phloem und Xylem aufgrund von Auto-
radiographien nicht aktiver als die Nachbargewebe. Im Gegensatz
dazu konnen im Spross nach kurzzeitiger Fiitterung der Wurzel mit
2-Aminoisobuttersdure-H? oder mit L-Leucin-H? im Phloem und teil-
weise auch im Xylem regelmaéssig starke Aktivitdten gefunden werden,
was darauf hinweist, dass fiir den Ferntransport beide Transportwege
benutzt werden.

Die vorliegende Arbeit entstand unter Leitung von Herrn Prof. Dr. H-Wanner am
Institut fiir Allgemeine Botanik der Universitat Ziirich. Ich danke Herrn Prof. Dr. H. Wan-
ner herzlich fir die stete Unterstiitzung und die wertvollen Anregungen.

Ebenfalls gedankt sei Herrn Prof, Dr, R.Bachofen fiir klarende Diskussionen in Fra-
gen der Aktivitatsmessung.

Die Schweizer Kommission fiir Atomwissenschaft stellte die Mittel fiir die Beschaffung
der radioaktiven Aminosiuren zur Verfiigung. Ihr sei auch bestens gedankt.
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Summary

The absorption and the transport of C!4- and H?3- labeled amino acids,

both natural and unnatural, in the roots of Zea mays was studied by means
of microautoradiography and liquid scintillation counting methods.

L
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The first phase of amino acid absorption, the occupation of the ““Free
Space” (FS), takes place in several minutes. It is probable that in
addition to the cell wall cytoplasmic structures in the FS are also
concerned. Centrally situated root tissue are first of all provided with
amino acids from the external solution through the FS.

. In the root hair region the absorption is relatively little increased by

the presence of well-developed root hairs. The size of the root surface
area appears to be of minor significance for the absorption of amino
acids from a solution.

. Zones near the root tip show a high absorption and storage ability for

protein as well as nonprotein amino acids. From these zones only little
transport takes place. The same phenomena hold true for primordia of
lateral roots.

. Among the different tissues of the same zone the procambium, and in

older parts of the root the pericycle and the neighboring parenchyma
show the highest activity from absorption of labeled protein or non-
protein amino acids. Zones of high metabolic activity coincide with
zones with high amino acid content.

. L-leucine is absorbed at a higher rate than D-leucine. A specificity of

the transport system (though wide) appears to be present. D-leucine
in contrast to 2-amino isobutyric acid can not be completely washed
or extracted from the root tissue. The production of C'0, after the
feeding of D-leucine-1-C' can be detected. D-leucine, but not 2-amino
isobutyric acid, appears to be assimilated.

. In young root parts the phloem and xylem from autoradiograms are

not more active than the neighboring tissue. In the shoot, on the other
hand, uniformly strong activity can be detected in the phloem and also
partly in the xylem after short-time feeding of the roots with 2-amino
isobutyric acid-H?® or with L-leucine-H3. It is very probable that for
long-distance translocation both transport paths are involved.
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Tafel 1

Abbildung 1

Einfluss von L-Leucin auf das Wachstum von Zea mays (A-E siehe Tab. 1)

Tafel 2
Abbildung 2

Erhaltung von jungem Wurzelgewebe nach Gefriertrocknung und Autoradiographie.
175mal

Abbildung 3

Erhaltung von &lterem Wurzelgewebe nach Gefriertrocknung und Autoradiographie.
175mal

Abbildung 4

Autoradiographie eines Wurzelquerschnittes 1 em vom Apex entfernt. Die Wurzel wurde
wahrend 5 h mit L-Leucin-H? gefiittert. 330mal. Erklarungen siehe Text

Abbildung 5

Autoradiographie von Holundermark, das mit 2-Aminoisobuttersiure-H3 infiltriert wurde.
175mal. Erklarungen siehe Text

Abbildung 6

Holundermarkgewebe, vor der Gefriertrocknung mit 0,5 % Toluidinblau infiltriert. 300mal.
Erklarungen siehe Text

Abbildung 7

Autoradiographie eines Wurzelquerschnitts nach Methode Miller et al. Die Wurzel wurde
wihrend 60 min mit 2-Aminoisobuttersaure-H? gefiittert. 65mal. Erklarungen siehe Text

Abbildung 8

Ausschnitt aus einem autoradiographierten Wurzelquerschnitt. Jiingere Zone. Die Wurzel

wurde wéhrend 5 min mit 2- Aminoisobuttersaure-H?, 1,25 me/ml, spez. Aktivitat 1,28 ¢/mM,

gefiittert. Der Aktivitatsgradient von der Epidermis zum Zentralzylinder ist erkennbar.
Zytoplasma und Zellkerne (Pfeile) sind bereits aktiv. 100mal

Abbildung 9

Ausschnitt aus einem autoradiographierten Wurzelquerschnitt. Altere Zone. Gleicher Ver-

such wie in Abbildung 8. Der Aktivitatsgradient von der Epidermis zum Zentralzylinder ist

ebenfalls erkennbar. Zellwand- und Zytoplasmaaktivitit sind nicht sicher unterscheidbar.
175mal
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Abbildung 10

Autoradiographie von Wurzelhaaren mit Epidermis und Rindenzellen nach 105 min Fiitte-
rung mit L-Leucin-H3. 400mal
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Abbildung 11

Autoradiographie eines Wurzelquerschnitts im Ubergang zum Zentralzylinder in ungefahr
5-10 mm Distanz von der Wurzelspitze. Die Wurzel wurde wihrend 300 min mit L-Leucin-
H3 gefuttert. 200mal

Abbildung 12

Autoradiographie eines ausgewaschenen Wurzelquersehnitts ungefahr 5 mm von der Wur-
zelspitze entfernt. Die apikalen ersten 6 mm der Wurzel wurden wéhrend 160 min mibt
' L-Histidin-C* gefiittert. 120mal

Abbildung 13

Autoradiographie eines ausgewaschenen Léangsschnitts durch eine Wurzelspitze. Fiitterung
der Wurzel mit L-Leucin-H? 150 min. Das Ruhezentrum der Proteinsynthese iiber den
Initialen ist deutlich erkennbar. 85mal

Abbildung 14

Autoradiographie eines ausgewaschenen Wurzelquerschnitts nahe der Wurzelspitze. Futte-
rung der Wurzel mit D-Leucin-C** wahrend 120 min. 300mal

Abbildung 15

Autoradiographie eines ausgewaschenen Wurzelquerschnitts mit Seitenwurzelanlage. Die
miitterliche Wurzelspitze in 100 mm Entfernung wurde wéihrend 12h iiber die ersten
10 mm mit L-Leucin-H? gefiittert. 125mal

Abbildung 16

Autoradiographie eines ausgewaschenen Wurzelquerschnitts mit Seitenwurzelanlage. Die
Wurzel wurde wahrend 120 min mit D-Leucin-C* gefiittert. 185mal

Abbildung 17

Autoradiographie eines Wurzelquerschnitts mit Seitenwurzelanlage. Die miitterliche Wur-
zel wurde wihrend 60 min mit 2-Aminoisobuttersaure-H? gefiittert. 155mal
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Abbildung 18

Autoradiographie eines Epicotylquerschnitts. Ubersichtsbild mit einem Teil des Zentral-
zylinders, ganz rechts aussen noch einige Rindenzellen. Fiitterung der Wurzel wihrend
60 min mit 2-Aminoisobuttersaure-H3. 350mal

Abbildung 19
Ausschnitt von Abbildung 18. Das Xylem ist stark aktiv. 870mal
Abbildung 20

Autoradiographie eines Coleoptilenquerschnitts. Fiitterung der Wurzel wahrend 60 min
mit 2-Aminoisobuttersaure-H3. Aktivitit vor allem im Phloem. 65mal

Abbildung 21

Autoradiographie eines Leitbiindels der Coleoptile. Fiitterung der Wurzel wihrend 60 min
mit 2-Aminoisobuttersiure-H3, Aktivitat vorwiegend im Phloem, im Xylem eine Tracheide
ebenfalls stark aktiv. 380mal
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Abbildung 22

Autoradiographie junger Blatter im Querschnitt. Fitterung der Wurzel wiahrend 60 min
mit 2-Aminoisobuttersiure-H3. 45mal

Abbildung 23

Autoradiographie eines jungen Blattes mit Leitbiindel. Rechts aussen sind noch Zellen der
Coleoptile erkennbar. Fiitterung der Wurzel wahrend 60 min mit 2-Aminoisobuttersiure-
H3. Ubersichtsbild, Phasenkontrast. 350mal

Abbildung 24
Ausschnitt mit Blattleitbiindel von Abbildung 23. Das Phloem ist deutlich markiert. 870mal
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