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seren Untersuchungen wollten wir, unter Ausschaltung der soeben be- -
sprochenen indirekten Wirkung, einen moglichen direkten Einflu8 des
Streptomycins als exogener Wachstumshemmstoff auf die Tiatigkeit der
IES aufdecken. Um das zu erreichen entschlossen wir uns, die beiden
Stoffe vorerst in verschiedenen Konzentrationen einzeln auf das Lin-
genwachstum der isolierten Pisumwurzel und auf das Nebenwurzel-
wachstum in steriler Kultur unter unseren Versuchsbedingungen zu te-
sten. Aus dem Kombinationsversuch bei gleichzeitiger Einwirkung von
Streptomycin und IES, erwarteten wir als Resultat einen Antagonismus,
der uns die Grundlagen fiir weitere Experimente liefern sollte, mog-
Licherweise unter Anwendung anderer Methoden. Die vollstindige oder
auch nur teilweise Aufkliarung eines derartigen Antagonismus kann einen
Beitrag leisten zur besseren Erfassung des Wuchshormonenmechanismus
in den Pflanzen.

ILEXPERIMENTELLER TEIL

A. WIRKUNG VON INDOLESSIGSAURE UND STREPTOMYCIN
ALLEINUNDINKOMBINATION AUF WURZELKULTUREN

(Pisum sativum)

Zur Methodik der Kultur isolierter Pflanzenteile
unter sterilen Bedingungen

Als Testobjekt zur Ermittlung des direkten Einflusses von Wirkstoffen
auf das Wachstum, haben wir die isolierten Wurzeln von Pisum sativum
(Sorte Maikonigin) gewihlt, welche in folgender Weise pripariert wur-
den: Das Samenmaterial, welches fiir eine Versuchsreihe aus derselben
Ernte stammen muf}, wurde sorgfiltig ausgelesen und durch Einlegen in
359%/00 Chlorkalklosung wiahrend 1h. desinfiziert. Die vorbehandelten
Samen werdendann zur Keimung gebracht,indem man sie (10—20 Stiick)
in sterile Petrischalen iibertragt welche feuchte Watte mit Filterpapier
bedeckt enthalten. Wiahrend 4—5 Tagen bleiben nun die Schalen im
Dunkeln bei 23 ° C. Nach dieser Zeit werden die Samen und ihre Keim-
wurzeln mit der Lupe genau durchgemustert, um eventuelle Infektionen
zu erkennen und die betreffenden Petrischalen auszuscheiden. Hierauf
erfolgt das Auswihlen der Wurzeln fiir den Versuch, die in ihrer Linge
nicht allzusehr voneinander differieren sollen, um die ohnehin grofle
Variationsbreite im Lingenwachstum etwas zu reduzieren. Mit einem ab-
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geflammten Skalpell, an dem eine Mef3vorrichtung angebracht ist, wer-
den genau 10 mm lange Wurzelspitzen abgeschnitten und mit einem Spa-
tel steril in die Kulturgefifle iibergefiihrt. Diese Arbeitsweise folgt den
Richtlinien, die GAUTHERET (1942) fiir die Wurzelkultur vorgeschlagen
hat.

Als Nidhrlésung wurde das Grundmilieu von BoNNER verwendet:

Aqua dest. 1000,0 cem
Ca-Nitrat 242 mg
Mg-Sulfat 42 mg
K-Nitrat 85 mg
K-Chlorid 61 mg
K-Monophosphat 20 mg
Ferritartrat 1,5 mg
Sacharose purissimum 40 g (4°%)
Aneurin 100 »

Das pH der sterilisierten Nahrlosung betrigt 4,9. Als Kulturgefifle
dienten R6hren aus Jenaerglas (18/300 mm), die vorne nach oben abge-
bogen sind und mit Hilfe einer Klammer in liegender Stellung gehalten
werden. Jede Rohre beimpft man steril mit einer 10 mm langen Wurzel-
spitze. Diese Kulturrohren wurden von GEIGER in die Technik einge-
fithrt und besitzen den bedeutenden Vorteil, dal eine periodische Mes-
sung des Lingenwachstums erfolgen kann, ohne daf3 die Wurzel aus dem
Kulturgefd8 entfernt werden muBl. Ein gewisser Nachteil der Rohren
besteht in ihrer schlechten Beliiftung. Aus diesem Grunde ist die Wachs-
tumsgeschwindigkeit auch kleiner gegeniiber derjenigen in Erlenmeyern
und Petrischalen.

Die Messung des Lingenwachstums geschieht mit Hilfe eines Busch-
Citophot-Apparates in folgender Weise: Die Kulturréhre wird auf einen
Tisch gelegt und die Wurzel von oben scharf beleuchtet. Durch ein Pris-
mensystem und iiber einen Spiegel wird das Bild der Wurzel in 3,75fa-
cher Vergroflerung auf einen Zeichentisch projiziert und erscheint dort
weifl auf schwarzem Grund. Diese Anordnung entspricht einem Zeichen-
apparat fiir makroskopische Objekte. Mit einem Bleistiftstrich wird der
Verlauf der Wurzel festgehalten, dann mit einem Kurvenmesser (wie er
fiir die Distanzmessung auf topographischen Karten dient) die Linge
des Striches gemessen und daraus die tatsachliche Lange der Wurzel um-
gerechnet. Auf diese Weise kann man die gleiche Wurzel im Verlauf der
Zeit beliebig oft messen und erhalt damit Zeit-Wachstumskurven.
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Ein Vergleich von Direktmessung und Projektionsmessung ergibt Dif-
ferenzen von hochsten 5 %o, aber nur dann, wenn die Wurzeln stark ge-
kriimmt wachsen und nicht in einer Ebene liegen, so da3 die Projektion
Verkiirzungen aufweist.

Die Moglichkeit, Organe isoliert zu kultivieren, befihigte die For-
schung erstmals die physiologischen Vorginge abzuklaren, welche in
einem Einzelorgan oder in einer bestimmten Gewebeart vor sich gehen.
Untersuchungen dieser Art sind undenkbar, solange der Zusammenhang
mit dem Gesamtorganismus noch vorhanden ist. So ist es zum Beispiel
unmoglich die Vitaminsynthese in der Wurzel zu erfassen, wenn dieses
Organ mit den oberirdischen Teilen der Pflanze in Verbindung steht
und von dort Vitamine in die Wurzel geleitet werden konnen. Noch
schwieriger iiberblickbar als bei den Vitaminen sind die Verhiltnisse
fiir die pflanzlichen Hormone, die als Korrelationstrager Einflull auf
die Gestaltung und Formung der Organe haben. Auch hier kann man
nicht entscheiden, ob zum Beispiel die Wurzel selbst Hormone syntheti-
siert und ob diese fiir ihr Wachstum notwendig sind, solange der Zusam-
menhang mit dem komplexen Stoffwechsel des Gesamtorganismus er-
halten bleibt. Viele Erkenntnisse iiber Zelldifferenzierung, Morpho-
genese und die Entwicklung von Tumoren konnten erst gemacht wer-
den, nachdem es moglich war, von meristematischem Gewebe ausgehend,
Gewebekulturen zu gewinnen. Zudem ist die sterile Gewebe- und Or-
gankultur Grundlage zur Ziichtung und Uberimpfung mancher Virus-
arten in vitro.

Die Technik, pflanzliche Gewebekulturen zu gewinnen, geht auf Ver-
suche von HABERLANDT (1902) zuriick. Korte (1922) und RoBBINS
(1922) konnten dann kurzfristige Gewebe- und Wurzelkulturen erhal-
ten. Ein unbeschrianktes Wachstum war deshalb nicht moglich, weil
eine Nihrlosung, die dem isolierten Pflanzenteil alle Stoffe zufiihrt,
welche er normalerweise aus dem abgetrennten Restorganismus und
dem Boden bezieht, noch nicht gefunden war. Auch wurden die Ver-
suche dieser Zeit an ungeeigneten Pflanzen durchgefiihrt. Erst nach
einigen Jahren konnte WHITE (1934) Tomatenwurzeln wiahrend unbe-
schriankter Zeit in einem relativ einfachen Milieu kultivieren. Bei den
Pflanzen gelang demnach die Organkultur vor der Gewebekultur, wel-
che spiter von GAUTHERET (1939) eingefiihrt wurde, indem er zeigte,
daB Kulturen aus meristematischem Gewebe (Kambium) sich unbe-
schriankt itberimpfen lassen. Umgekehrt verhielt es sich bei den Tieren,
wo schon um 1925 Gewebekulturen erzielt warden (HARRISON und CARr-
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REL), wihrenddem die tierischen Organkulturen erst viel spiter aui-
kamen.

Bedingung fiir die erfolgreiche Durchfuhrung von Organ- und Ge-

webekulturen ist die richtige Zusammensetzung der Nihrlosung. Der
Stoffwechsel eines Gesamtorganismus kann nicht derselbe sein, wie der
eines isolierten Organs oder einer bestimmten Gewebeart. Aus diesem
Grunde miissen die Nahrlosungen den Bediirfnissen der zu kultivieren-
den Objekte in jedem Fall angepaft werden. Ein groBer Vorteil be-
steht darin, da} es heute méglich ist ein Milieu anzuwenden, dessen Zu-
sammensetzung genau bekannt ist, und das keine chemisch undefinier-
baren Bestandteile enthilt.
WHITE muBlte sich allerdings noch mit einem halbsynthetischen Milieu
begniigen. Er verwendete eine modifizierte Nahrlosung nach UsPENsKI,
der er Sacharose und Wachstumsfaktoren in Eorm von Hefeextrakt zu-
setzte, Dank der Konstitutionsermittlung und Synthese des Aneurins im
Jahre 1936 und der raschen Entwicklung der Vitaminforschung in den
folgenden Jahren, konnte der Hefeextrakt durch chemisch reine Vita-
mine ersetzt werden. In einem zweiten Milieu fligte WHITE an Stelle des
Hefeextraktes Spurenelemente (Fe, Mn, Zn, B, J), Glykokoll und Aneu-
rin hinzu. RoBBINS und ScHMIDT verwendeten die PFEFFERsche Nihr-
lésung mit Zusatz von Spurenelementen (Fe, Cu, B, Mo, Zn, Mn), Aneu-
rin und Pyridoxin. BONNER und DEVIRIAN hielten eine kompliziert zu-
sammengesetzte Spurenelementmischung fiir tiberfliissig und schlugen
als Zusatz zum Grundmilieu lediglich Fe-Tartrat und Aneurin im soge-
nannten Milieu I, Aneurin und Nicotinsaure im Milieu II und Aneurin
mit Pyridoxin im Milieu III vor. Die Grundmilieus aller oben erwihn-
ten Autoren enthalten in wechselnden Mengenverhiltnissen folgende
Salze: Ca-Nitrat, Mg-Sulfat, K-Nitrat, K-Chlorid und K-Monophosphat.
Will man Wurzelkulturen einer bestimmten Pflanze anlegen, handelt
es sich darum, den fiir die vorliegende Art besten Vorschlag zu ermit-
teln. Fir die Wurzel von Pisum sativum ist das Milieu I von BONNER
vorziiglich geeignet. Seine genaue Zusammensetzung haben wir zu Be-
ginn dieses Abschnittes dargestellt. Es enthilt Aneurin, weil dieses Vita-
min zum Wachstum der meisten Wurzeln unentbhehrlich ist, und sie zu
seiner Synthese nicht befihigt sind.

Ein Hauptvorteil der sterilen Organkultur ist der, daB8 die isolierte
Wurzel von allen natiirlichen Hormongquellen abgeschnitten ist und zu-
dem sehr empfindlich auf kiinstlich zugefiihrte Hormone reagiert. So
kann man zum Beispiel noch sehr gut zwischen der Wirkung von 1012
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und 10~1%molarer IES im Lingenwachstum der Wurzel unterscheiden.
Auch ist der Kontakt der Objekte mit dem Wirkstoff im fliissigen Mi-
lieu viel besser gewihrleistet als bei der Anwendung von Wuchsstoff-
pasten, wie sie zu Wachstumsversuchen etwa auch gebraucht werden.

Zu den unangenehmen Nebenerscheinungen bei der Kultur von Wur-
zeln gehort vor allem die groBe Infektionsanfilligkeit des Milieus fiir
Pilze und Bakterien, da es stark zuckerhaltig ist (4 9/ Sacharose).
Diese Infektionen treten auf, trotz griindlicher Desinfektion des Samen-
materials und sorgfiltigster Manipulation. Aus diesem Grunde fallen
immer 5—10 %0 aller angesetzten Wurzeln aus, wobei sich gewisse Un-
terschiede zwischen Samen aus verschiedenen Ernten ergeben. Im was-
serklaren BoNNERmilieu sind aber die Infektionen leicht erkenntlich
und auszuscheiden.

Die Streuung, mit der in allen biologischen Testmethoden zu rechnen
ist, tritt auch bei Wurzelkulturen ziemlich stark auf. Sie ist hauptsich-
lich bedingt dadurch, daf3 meist fir eine Versuchsreihe, zu der sehr viele
Samen angesetzt werden miissen, kein genetisch einheitliches Material
zur Verfiigung steht. Es ist daher wichtig, daf} zur Sicherung der Resul-
tate die statistischen Verhiltnisse untersucht werden.

1. Wirkung der Indolessigsiure allein auf Wurzelkulturen

Wir haben die Wirkung der IES auf das Wachstum der isolierten Wur-
zel von Pisum sativum getestet, um unter unseren Versuchsbedingungen
einen Vergleich zu den von GEIGER-HUBER und BURLET an Maiswurzeln
gemachten Beobachtungen zu erhalten. Die genannten Autoren hatten
erstmals eine konzentrationsabhingige Hemmung und Foérderung des
Wurzelwachstums durch IES festgestellt.

Versuchsanordnung:

Ausgehend vom Milieu I nach BONNER mit Zusatz von Aneurin, ha-
ben wir 8 Lésungen hergestellt, welche IES (Roche) in Konzentrationen
von 1076 bis 10713mol enthielten. Diese Losungen wurden pro Konzen-
tration in je 20 Kulturréhren (GEIGER) abgefiillt. In jede R6hre haben
wir 10 ccem gegeben. Als Kontrolle wurde eine gleichgrof3e Serie ohne
Zusatz von IES mitgefiithrt. Die Kulturgefdf3e wurden mit Wattestopfen
versehen und dann wahrend 15’ bei 115° C im Autoklav sterilisiert. Da-
bei werden weder die thermostabile IES, noch das Aneurin in ihrer Ak-
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tivitit geschadigt. Nach dem Abkiihlen haben wir jede Rohre unter ste-
rilen Bedingungen mit einer 10 mm langen Wurzelspitze beschickt. Die
isolierten Wurzeln hatten wir kurz vor dem Versuch, nach der zu Beginn
des experimentellen Teils beschriebenen Technik, vorbereitet. Die Kul-
turen wurden dann in einen Kellerraum verbracht, wo sie im Dunkeln
bei 23°C (£ 1°C) gehalten wurden. Das Lingenwachstum der Wur-
zeln haben wir nach 2 und 5 Tagen Kultur mit dem Busch-Citophot nach
der einleitend beschriebenen Methode gemessen.

Ergebnisse:

Wir erkennen aus Tabelle 1, daB} sich die Pisumwurzel aus den Diko-
tyledonen hier gegeniiber IES ganz dhnlich verhilt, wie die Maiswurzel
der Monokotyledonen in den Versuchen von GEIGER-HUBER und BURLET.
Wir finden auch hier einen konzentrationsabhingigen Ubergang von
Wachstumsforderung in Wachstumshemmung. Das Optimum der Forde-
rung fir die Pisumwurzel wird mit 10~ molarer IES erzielt, fiir die
etwas empfindlichere Maiswurzel hingegen schon mit 10~ mol. Die ge-
ringere Hemmung nach Stagiger Kultur gegeniiber der 2tagigen laft ver-
muten, daB die IES eventuell im Laufe der Zeit abgebaut wird. Zusam-
menfassend kénnen wir also bei der Wirkung der IES auf die Pisum-
wurzel drei Bereiche unterscheiden. Einen fiir das Wachstum wirkungs-
losen Bereich mit 10 ~12molaren und schwiacheren Konzentrationen, wo-
bei die erzielten Wurzellingen denen der Kontrollserie entsprechen. Un-

TABELLE 1

EinfluB der IES aufisolierte Warzeln von Pisum sativum
(Lingenwachstum in %/o der Kontrollwurzeln)

Pisumwurzeln ' Lingenwachstum in %o der Kontrolle
Zah]l Kulturen IES-Konz. (mol) nach 2 Tagen nach 5 Tagen

18 — 100 100

17 10—13 100 104

17 10—12 90 100

18 10—11 110 112

16 10—10 130 125

19 10— 9 90 96

15 10— 8 50 66

18 10— 7 20 45

17 10— 6 0 0
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ter Anwendung von 107!! und 10 "“molarer 1ES gelangt man in den
fordernden Bereich, in dem das Langenwachstum der Wurzeln groler
ist, als dasjenige der Kontrollen. Standen die Wurzeln unter dem Ein-
flul von 1079 molarer und starker konzentrierter 1ES, so erscheinen sie
gegeniiber den Kontrollen zunehmend gehemmt. 10~ ¥molare Losung
fiithrt bereits zu einer 50 %0 Hemmung gegeniiber den Kontrollwurzeln.
In 10 %molarer 1ES findet iiberhaupt kein Wachstum mechr statt.

Wir haben zu Beginn des experimentellen Teils angedeutet, daB3 die
Streuungsverhialtnisse bei der Auswertung der Ergebnisse von Wurzel-
kulturen besondere Bedeutung verdienen. In Tabelle 2 sind die Mittel-
werte der effektiven Wurzellangen dargestellt, welche zu den Prozent-
zahlen der Tabelle 1 gehoren. Zu jedem Wert wurde die mittlere qua-

dratische Streuung ( V s2) nach folgender Formel herechnet.

N #
/ 2
X - X - xi
e . s
s = 184 i nach LINDER (25)
N-1
H
wobei: . x; = Sumne aller Wurzellidngen einer Serie
134
x = Mittelwert der Wurzelldngen einer Serie

Anzahl Werte einer Serie

N

Die Zahlen der quadratischen Streuung zeigen uns, dafl die wachs-
tumsfordernde Wirkung von 30°%o innert 2 Tagen, welche wir der
10~ “molaren IES zugeschrieben haben, ganz knapp an der Streungs-
grenze liegt. Eine Beeinflussung des Wachstums nach 2 Tagen ist also
hier statistisch nicht einwandfrei gesichert. Hingegen bestitigt die Sta-
tistik eindeutig die 50 %/vige Hemmung durch 10~%molare IES nach
2 Tagen. Die 25 %ige Forderung durch 107 1"molare, sowie die 34 %vige
Hemmung durch 10~8molare IES nach 5tiagiger Kultur sind ebenfalls.
gesichert. '

Zur allgemeinen Beurteilung von Ergebnissen aus Wurzelkulturen
entnehmen wir diesen Angaben, dafl Unterschiede im Liangenwachstum
nach 2tagiger Kultur von weniger als 30 %o kaum signifikant sein kon-
nen. Eine Versuchsreihe ist zudem nur dann statistisch gesichert, wenn
%/3 aller Werte innerhalb der quadratischen Streuung liegen.
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TABELLE 2
Mittlere Wurzellinge in mm und mittlere quadratische Streuung

YV s2 zu den Prozentzahlen der Tabelle 1

Pisumwurzeln nach 2 Tagen nach 5 Tagen

der l%‘::lltluren IES]-nlgt]mz. I(ﬁ::s;: Ve I(glng;: | Vs
18 — 20 t+ 1.6 34 *+16
17 10—13 20 +14 35 +19
17 10—12 19 + 1.6 34 17
18 10—11 21 + 1,5 317 £2,0
16 10—10 23 t14 40 +19
19 10— 9 19 +15 33 +1,6
15 10— 8 15 +14 26 19
18 10— 7 12 *+ 1,6 21 +2,1
17 10— 6 10 K.W. 10 K.W.

2. Wirkung des Streptomycins allein auf Wurzelkulturen

Nachdem wir uns im vorhergehenden Abschnitt iiber die Wirkung der
IES auf das Wurzelwachstum orientiert hatten, sollte uns hier eine wei-
tere Versuchsreihe iiber den Einflull des Streptomycins auf das Wachs-
tum der isolierten Pisumwurzeln in steriler Organkultur Auskunft ge-
ben. Die Empfindlichkeit dieser Objekte gegeniiber Streptomycinsulfat
(Boston, New York 1949) ist nach Brin (1951) sehr grof, indem das
Antibioticum in einer Konzentration von 12,5 y/cem Niahrlosung das
Langenwachstum der Wurzeln innert 10 Tagen um 50 /o0 hemmt. BEIN
hatte die Wachstumsveranderung nach 5 und 10 Tagen gemessen. Aus-
gehend von den Beobachtungen ScroprErs (1952), der allerdings in
hoherer Konzentration des Antibioticums schon bei Sminiitiger Einwir-
kungsdauer ecine starke Hemmung des Nebenwurzelwachstums ganzer
Pisumpflanzen erhielt, wollten wir das Lingenwachstum der isolierten
Wurzeln bereits nach 2tigiger Kultur feststellen. Dieses Vorgehen schien
uns auch gerechtfertigt durch den Umstand, dafl die physiologische Ak-
tivitat des Streptomycinsulfats in wasseriger Losung bereits nach weni-

gen Tagen erniedrigt wird.

Versuchsanordnung:

Das Streptomycin ist temperaturempfindlich und darf daher nicht mit
dem Milieu zusammen sterilisiert werden. Deshalb wendeten wir fiir
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die Streptomycinlosungen eine Kaltsterilisierung unter Filtrieren
durch ein Bakterienfilter (Schott 11G5) an. Die Stammlésungen, wel-
che in dieser Weise vorbereitet wurden, enthilten 50, 100, 250, 500 und
1000 y Streptomycinsulfat (Pri1zEr) pro 1ecem destilliertem, ‘sterilem
Wasser. Die Kulturrohren (GEIGER) wurden mit je 9,0 ccem Nihrlosung
gefiillt und wihrend 15 bis 115°C im Autoklav sterilisiert. Dann wurde
in 20 Rohren pro Serie je 1 cem einer Streptomycinstammlésung unter
sterilen Bedingungen iibertragen. So gelangten wir zu folgenden End-
konzentrationen: 5, 10, 25, 50 und 100 y Streptomycinsulfat pro ccm
Nihrlosung. Von den 4—5 Tage alten Keimlingen wurden 10 mm lange
Wurzelspitzen nach der oben beschriebenen Technik steril abgetrennt
und in die Rohren uibergefiihrt. Die Kultur erfolgte in einem verdun-
kelten Kellerraum bei 23°C (+ 1°C). Messungen des Lingenwachs-
tums der Wurzeln haben wir nach 2 und 5 Tagen, nach der bekannten
Methode, mit dem Busch-Citophot vorgenommen.

Ergebnisse:
TABELLE 3

EinfluBl des Streptomycins auf isolierte Wurzeln von Pisum sativum
(Lingenwachstum in % der Kontrollwurzeln)

Pisumwurzeln Lingenwachstum in %0 der Kontrolle
Kﬁ:}:xl-en Streptc(t;l z:c::l-)l(onz. nach 2 Tagen nach 5 Tagen
17 .— (Kontrolle) 100 100
17 5 91 72
18 10 . 75 52
17 25 58 32
16 50 33 12
16 100 0 0

Tabelle 3 zeigt, da} in unseren Versuchen bei allen angewendeten
Streptomycinkonzentrationen eine Hemmung des Wurzelwachstums
gegeniiber den Kontrollen aufgetreten ist. Mit steigender Antibioticum-
konzentration erschienen die Wurzeln zunehmend gehemmt. Im Gegen-
satz zu den Ergebnissen von BEIN (1951), haben wir mit 10 y Strepto-
mycin pro ccm Nihrlosung nicht erst nach 10, sondern bereits nach
5 Tagen eine 50 %/vige Hemmung erhalten, offenbar weil wir ein ande-
res Streptomycinpraparat verwendeten.
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3. Wirkung der Indolessigsiure und des Streptomycins
in Kombination auf Wurzelkulturen

In den vorhergehenden Abschnitten konnten wir unter unseren Ver-
suchsbedingungen bestitigen, daB3 sowohl IES als auch Streptomycin
das Wachstum der Pisumwurzel stark beeinflussen. Ausgehend von den
Erfahrungen, welche wir mit jedem der Stoffe einzeln gemacht hatten,
wollten wir hier erstmals das Verhalten der isolierten Wurzeln in vitro
unter der gleichzeitigen Wirkung von IES und Streptomycin unter-
suchen. Wir planten vorerst verschiedene Streptomycindosen mit IES-
Konzentrationen aus dem fiir das Wachstum indifferenten, fordernden
und hemmenden Bereich zu kombinieren. Aus den Ergebnissen dieser
Untersuchungen erwarteten wir Hinweise auf den unabgeklirten Wir-
kungsmechanismus der Wuchsstoffe im Zusammenhang mit der Zell-
streckung. Zudem wollten wir damit versuchen, die Rolle des Strepto-
mycins in der Natur abzukldren, wo es als Ausscheidungsprodukt von
Streptomyces griseus vorhanden ist.

Versuchsanordnung:

In die Kulturréhren (GEIGER) wurden je 9 ccm Niahrlosung nach Bon-
NER mit Aneurin abgefiillt. Von jeder der vorbereiteten Stammlésungen,
welche IES in Konzentrationen von 2 X 10~13mol, 2 X 10~ mol und
2 X 1079mol enthielten, wurden 0,5 ccm zum Milieu zugegeben, mit
Wattestopfen verschlossen und wihrend 15 bei 115°C im Autoklav
sterilisiert. Nach dem Abkiihlen haben wir zu den 20 Rohren der drei
IES-Konzentrationen je 0,5 cem von vier kaltsterilisierten Streptomy-
cinsulfatstammlésungen (100 vy, 200y, 500 v und 1000 y pro ccm steri-
lem Wasser) beigefiigt. Damit erreichten wir, dal in den Endkonzen-
trationen jede mogliche Kombination zwischen 10-8, 10-10, 10—12 mola-
rer IES und 5, 10, 25, 50 y Streptomycin pro cem Nahrlosung in je 20
Rohren pro Serie vorhanden war. Zudem haben wir als Kontrollen Roh-
ren mitgefiihrt, welche die drei oben erwihnten IES-Verdiinnungen und
die vier Streptomycinkonzentrationen allein enthielten, sowie eine wei-
tere Kontrollserie mit BoNNERmilieu ohne Wirkstoff. Das nachfolgende
Schema verdeutlicht unsere Versuchsanordnung und bietet einen Ver-
gleich zwischen den angewendeten Molarititen und Gewichtsmengen:



112 Mitteilungen der Naturforschenden Gesellschaft in Bern

IES-Konz. 0 10~ 2mol 10~ 19mol 10—8mol
(0,000 175 my/cem) (0,0175 my/cem) (1,75 my/ccm )

Streptomycin-
Konz. 0
5y/eem (5,714 X10~6mol)
10 y/cem (1,142 X103 mol)
25 y/eem (2,857 X1075mol)
50 y/ecem (5,714 X10~5mol)

Die Versuchsobjekte waren hier wiederum isolierte Wurzelspitzen,
welche steril von 4—5 Tage alten Keimlingen abgetrennt und in die
Rohren iibergefiihrt wurden. Die Messungen des Lingenwachstums er-
folgten, wie in den Einzelversuchen, ebenfalls nach 2 und 5 Tagen mit
dem Busch-Citophot.

Ergebnisse:

TABELLE 4

EinfluB der IES und des Streptomycins allein und kombiniert
auf dieisolierte Wurzel von Pisum sativum nach 2 und 5 Tagen

Pisumwurzeln Lingenwachstum in %o der Kontrolle
nach 2 Tagen nach 5 Tagen
‘Ef;n'f)‘]’)"z' 0 1002 100 10 0 102 100 10

Streptomycin 0 100 100 127  54*(X'") 100 104 124 60

(+/ccm) 5 91 91 91 81 76 80 84 60
10 81 81 91 91 *(x') 36 56 60 96
25 63 54 63 91 40 36 44 60
511) 36 45 45 63 28 24 28 28

* Statistische Auswertung am Schlug des Abschnittes

Nach 2tiagiger Kultur zeigten die Wurzeln, welche unter dem Einfluf3
von 10~ 2molarer IES standen, dasselbe Wachstum wie die Kontrollen
ohne Wirkstoffzusatz. Ihr Langenwachstum erscheint aber gegeniiber
den Kontrollen gehemmt, wenn sie in der Mischung von 10~!2molarer
IES mit allen angewendeten Streptomycinkonzentrationen kultiviert
wurden. Die 10~ 2molare IES vermag allein keine Wachstumsbeeinflus-
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sung auszulosen und Streptomycin wirkt hier gleich wie im Einzelver-
such. Die Kombination von 10~""molarer IES mit den vier Streptomy-
cindosen ergaben ebenfalls kleinere Wurzelldngen als in 109 molarer
IES allein. Das iiberraschendste Ergebnis erhielten wir durch Kombina-
tion des Streptomycins mit der 10 8 molaren IES, welche auch hier allein
angewendet, das Wachstum der Wurzeln um 46 %o erniedrigte. In Ver-
bindung mit Streptomycin von 5 y/cem betrigt die erwihnte Hemmung
nur 19 %, mit 10 und 25y/cem noch 9 % und mit 50 y/cem 37 %. Die
Hemmungen sind also durchwegs geringer in Kombination, als mit IES
(10-8meol) allein. Figur 1 stellt die Verhéaltnisse dar, wie sie sich nach
2 Tagen aus der Kombination von 10712, 1071% und 10~ 8molarer 1ES mit
10 y/cem Streptomycin ergeben.

FIGUR 1

EinfluB der IES und der Kombination IES/Streptomycin
auf isolierte Wurzeln von Pisum sativum nach 2 Tagen

Abszisse: Steigenﬂe IES-Konzentratiopen
Ordinate: Lingenwachstum in %/ der Kontrolle (100 %/o)

140_ Prozent
120 |
100 , - KEHTFOHB
12 ’_’13._. —_————a 10'x
80| &7 rT'\gé
60 _
—e |ES 1
40 la—-—a StreptomyciniOykcm
+IESP Y _K
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Nach 5tdgiger Kultur zeigten die Objekte, welche in den Mischungen
von 10712, sowie 10~ 10molarer IES mit den vier Streptomycinkonzentra-
tionen gewachsen waren, noch immer eine starke Hemmung im Liangen-
- wachstum gegeniiber den Kontrollwurzeln in 1072 und 10~9molarer
IES allein. Im Gegensatz zu den Ergebnissen nach 2 Kulturtagen erschie-
nen die Wurzeln aus der Kombination von 10~8molarer IES mit Strep-
tomycin nun nicht mehr enthemmt gegeniiber denjenigen in dieser JES-
Konzentration allein. In Verbindung mit 50 y/ccm Streptomycin wurde
die IES-Hemmung noch verstarkt. Figur 2 faBt die Werte zusammen,
welche aus der Kombination von 10-12, 1010 ynd 10~ 8molarer IES mit
10 y/ccm Streptomycin hervorgingen.

FIGUR 2

EinfluB3 der IES und der Kombination IES/Streptomycin
auf isolierte Wurzeln von Pisum sativum nach 5 Tagen

Abszisée: Steigende IES-Konzentrationen
Ordinate: Lingenwachstum in %o der Kontrolle (100 /)

140_{ Prozent

120
100 Kontrolle
|
12 10 b _ap s
mol
ol IES
60 | il
&= T -8

40 {a—-—aStreptomycin 10y/ccm
e dipEPromyein 10¢/
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FIGUR 3

EinfluB der IES und der Kombination IES/Streptomycin
auf isolierte Wurzeln von Pisum sativum nach 2 und 5 Tagen

Als auffilligstes Ergebnis der Kombinationsversuche erwies sich die Enthemmung der
durch 10—8 molare IES gehemmten Wurzeln bei der Kombination der letzteren mit
Streptomycin innert 2 Tagen, sowie das Verschwinden dieses Effektes nach Stigiger
Kultur. Die dreidimensionale Figur 3 stellt die sich dabei ergebenden Verhiiltnisse zu-
sammen. Die horizontale Grundfliche bedeutet die 50 %/vige Hemmung durch 10—8
molare IES. Werte iiber der Fliche zeigen eine Enthemmung des Wurzelwachstums
(nach 2 Tagen), unter der Fliche eine additive Hemmung der Wurzeln (nach 5 Tagen)
durch die vier angewendeten Streptomycinkonzentrationen an. Wir ersehen daraus,
daB eine maximale Enthemmung von 409/ nur in Kombination mit einem bestimm-
ten Konzentrationsbereich des Streptomyeins (10—25 y/ccm) und nur nach 2tigiger
Kultur aunftritt.

50 Prozent Enthemmung
40
130
120
10
y/ccm
Streptomycin 50/ — TN :12?)
..... :/-’ 4 ..-."\\ 30
. T —— 40
/, ""'""'--.. u50
S TN Prozent
25 , Additive
/ Hemmung
10 / i
$ / <
o/ i
L A _/
2 5 Tage

Statistik:

Die mit Kreuzen versehenen Reihen aus der Tabelle 4, welche zu den
Mittelwerten X * bzw. X" fiihrten, wurden statistisch untersucht, um die
Signifikanz des aufgefundenen Enthemmungseffektes nachzuweisen.
- Den Unterschied zwischen den beiden Durchschnitten haben wir nach
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dem t-Test-Verfahren (LINDER) gepriift, und zwar unter Anwendung fol-
gender Formeln: '

[ 4
. B ] J Ny - Ne nach LINDER ( 1945 )
Ng + N¢g

o[ w s [ -7

N,+ Ng—2

-—
X

|
Xl

N
~ wobei: /xi = Summe aller Wurzelldngen einer Serie
1)
'x' = Mittelwert der Wurzellingen einer Serie
N = Anzahl Werte einer Serie

N4+N2—2 = N = Zanl der Preiheitsgrade

Unsere Werte in obige Formeln eingesetzt:

_";‘_'_ : =
t P ls 6,68

Aus der Tabelle im Anhang des Werkes «Statistische Methoden» von
Linper finden wir fiir n = 35:
zuP =005 :1t= 2,030
zuP =001 :t=2724
zuP =0,001 : t = 3,592

Der Wert t = 6,68 liegt auBerhalb der Sicherheitsschwelle. Damit
kann die von uns beobachtete Enthemmungswirkung des Streptomycins
(10 y/cem) auf indolessigsauregehemmte Wurzeln von Pisum sativum
nach 2tagiger Kultur als gesichert gelten.

a) Der Kombinationsversuch Indolessigsiure/Streptomycin
und der natiirliche Wuchsstoffgehalt der Wurzel

Bei der experimentellen Zufuhr von Wirkstoffen zur isolierten Wurzel,
wie sie in den vorausgehenden Versuchen stattgefunden hat, haben wir
den natiirlichen Wuchsstoffgehalt dieser Organe nicht in Betracht ge-
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zogen. Solange die. Wurzel mit der Pflanze in Verbindung steht, wird
Auxin in der Wurzelspitze gebildet oder aktiviert und in iiberoptimaler
Menge an die Streckungszone abgegeben. Werden die Wurzeln vom Or-
ganismus abgetrennt, so verlieren sie nach WUERGLER (1942) ungefihr
in einem Tag den grof3ten Teil ihres Wuchsstoffes aus Mangel an dem
zur Aktivierung oder Synthese erforderlichen Material. Nach OvERBEEK
(1939) hingegen 1aBt sich der Wuchsstoff in isolierten Wurzeln viel lin-
ger nachweisen und soll sogar nach diesem Autor aus geeigneten Nihr-
losungen synthetisiert werden konnen. Jedenfalls ist eine Wechselwir-
kung zwischen den zugefiihrten Wirkstoffen und dem schon vorhande-
nen Wuchsstoff nicht undenkbar. Wir wollten deshalb den Kombina-
tionsversuch IES/Streptomycin an Wurzeln wiederholen, welche durch
eine spezielle Technik wuchsstoffrei, oder doch sehr wuchsstoffarm ge-
macht wurden, um festzustellen, ob sich dabei grundlegende Unter-
schiede zu den vorausgegangenen Ergebnissen zeigen.

Versuchsanordnung:

Die Herstellung der Losungen geschah nach dem im letzten Versuch
angegebenen Verfahren. Die 1ES wurde wiederum mit dem Milieu nach
BonnNER wiahrend 15 bei 115 © C sterilisiert, dann haben wir die kalt-
sterilisierten Streptomycinlosungen zugegeben. In den Endkonzentra-
tionen enthielten je 20 Rohren (GEiGer) 10712, 10710 und 10~8molare
IES allein und kombiniert mit 10 v/cem Streptomycin. Mitgefiithrt wur-
den Kontrollen mit BoNNERmilieu und Streptomycin 10 v/ccm allein.

Die Wurzelspitzen, welche wir zu diesem Experiment verwendeten,
hatten vorgangig zwei sogenannte Passagen durchzulaufen, und zwar in
folgender Weise. Nach dem Abtrennen von den 4—5 Tage alten Keim-
lingen lieBen wir sie im BONNERmilieu allein wihrend einer Woche auf
eine Linge von 6—7 cm auswachsen. Dann nahmen wir sie unter steri-
len Bedingungen aus den Kulturgefiflen und schnitten 10 mm lange
Spitzen ab, welche von neuem in eine vorbereitete Serie von R6hren mit
Normalmilieu tibergefiihrt wurden. Nach weiteren 8 Tagen trennten wir
wiederum 10 mm lange Spitzen ab, welche dann den Bedingungen des
Kombinationsversuches ausgesetzt wurden. Durch diese Passagen muf}
der natiirliche Auxingehalt der Wurzeln sehr stark erniedrigt, wenn
nicht sogar aufgehoben sein.

Die Kulturen wuchsen in verdunkeltem Raum bei 23°C (£ 1° C),
und das Liangenwachstum wurde nach 2 und 5 Tagen mit dem Busch-
Citophot ermittelt.
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Ergebnisse:

TABELLE 5

EinfluBB der IES und des Streptomycins

allein und kombiniert

auf isolierte, ibherimpfte Wurzeln von Pisum sativum

nach 2 und 5 Tagen

Pisumwurzeln Lingenwachstum in % der Kontrolle
nach 2 Tagen siach &' Thigen
IES-Konz. Stre;))tl::::ycin Strepltnoi;)ycin Stre;::)l::ycin Strepltnoix::ycin
0 100 80 100 45
10~ 12mol 80 50 63 63
10-10mol 120 100 n 63
10~ 8mol 60 110 50 50

Wir stellen fest, daB die 10~ 8molare IES allein auch hier das Wurzel-
wachstum nach 2 Tagen um 409/ hemmen konnte, wahrenddem die-
selbe IES-Konzentration in Kombination mit 10 y/ccm Streptomycin in
derselben Zeit zu einem 110 %/vigen Wachstum gegeniiber den Kontrol-
len (100 /o) fiihrte. Die Enthemmung betrdagt also 50 %/o. Aus den Ver-
suchen mit nicht iiberimpften Wurzeln resultierte bei dieser Wirkstoff-
konstellation eine Enthemmung von 40 %s. Dieser Unterschied liegt je-
doch im Bereich der Streuung und eine Verianderung des natiirlichen
Wauchsstoffgehaltes durch die Passagen kann nicht dafiir verantwort-
lich gemacht werden. 10~1molare IES zeigte hier dhnliche Férderung
wie bei Wurzeln, welche keine Passagen durchlaufen hatten. 10~2mo-
lare IES erzeugte an iiberimpften Wurzeln eine Hemmung im Gegen-
satz zu den normalen Objekten, bei welchen diese IES-Konzentration
indifferente Wirkung ergab. Aus der Kombination von 10710 bzw.
10—12molarer IES mit Streptomyciﬁ (10 y/ccm) resultierte eine zusétz-
liche Hemmung des Wachstums, gleich wie bei nicht iiberimpften Wur-
zeln,



Peter Bandi, Experimentelle Untersuchungen 119

FIGUR 4

EinfluB der IES und der Kombination IES/Streptomyecin
auf iiberimpfte Wurzeln von Pisum sativum nach 2 Tagen

Abszisse: Steigende IES-Konzentrationen
Ordinate: Lingenwachstum in %/ der Kontrolle (100 /o)
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120 _
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Nach 5tagiger Kultur ergab sich eine Hemmung des Wurzelwachstums
gegeniiber den Kontrollen auch in 10~9molarer IES allein. Diese Er-
scheinung haben wir bei nicht iiberimpften Wurzeln nie angetroffen.
Die Vereinigung mit Streptomycin vermochte aber, wie an normalen
Wurzelspitzen, auch hier keine Enthemmung mehr auszulésen.

Die experimentell wuchsstoffrei gemachten Wurzeln reagieren dem-
nach in einigen Punkten verschieden auf IES und Streptomycin. Hin-
gegen ist die Abschwichung der IES-Hemmung durch Streptomycin
nach 2 Tagen auch bei iiberimpften Wurzeln aufgetreten.

b) Wirkung der nachtriglichen Streptomycinzugabe
zu indolessigsiuregehemmten Wurzeln

In den vorausgehenden Experimenten hatten wir mehrmals festgestellt,
daf3 die isolierten Wurzeln nach 2 Kulturtagen in einer Kombination
von 10~8molarer IES mit Streptomycin (10—25 y/cem) zu einem be-
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deutend stirkeren Wachstum gelangten als in 10~8molarer IES und
auch in Streptomycinlosungen der erwahnten Konzentrationen allein.
Um die Wechselwirkung zwischen den beiden Wirkstoffen besser erfas-
sen zu konnen, wollten wir hier untersuchen, ob eine Enthemmung der
IES-gehemmten Wurzeln auch dann eintritt, wenn das Streptomycin
erst nachtriglich zugegeben wird.

Versuchsanordnung:

Je 20 Rohren mit Nihrlosung nach BonNNER, welche IES in Konzen-
trationen von 10712, 10-10 und 10 8mol enthielten, wurden zusammen
mit einer Kontrollserie chne Wuchsstoff wihrend 15 bei 115 © C sterili-
stert. Die 10 mm langen Wurzelspitzen trennten wir steril von den
5 Tage alten Keimlingen ab und fiihrten sie in die vorbereiteten Réh-
ren iiber. Diese Wurzeln wurden darauf wihrend 5 Tagen in einem ver-
dunkelten Raum bei 23 °C (+ 1° C) dem Wachstum uberlassen. In die-
sem Zeitpunkt erfolgte eine erste Messung des Lingenwachstums mit
dem Busch-Citophot. Zugleich fiigten wir unter sterilen Bedingungen
jeder Rohre mit TES soviel kaltsterilisierte Streptomycinlosung zu, daf3
sich eine Endkonzentration von 10 v/cem Streptomycin ergab. Am
7. Kulturtag, nachdem die Wurzeln wihrend 2 Tagen unter Streptomy-
cineinflufl standen, wurden die Wurzellangen erneut ermittelt, ebenso
am 10. Kulturtag nach 5tdgiger Streptomycineinwirkung.

Ergebnisse:

Die Resultate dieses Versuchs sind in Tabelle 6 und Figur 5 zusam-
mengestellt.
TABELLE 6

Wirkung des Streptomycins (10 ?/ccm)
auf das Wachstum indolessigsiurebehandelter Wurzeln
"~ von Pisum sativum

Pisumwurzeln Langenwachstum in %o der Kontrolle
IES-Konz. 3
(mol) 0 10-1 10-1¢ 10-8
Kulturtag 3. 100 104 128 60

<« Streptomycinzugabe
(10 y /eem)

1. 100 86 96 92
10. 100 60 66 58
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FIGUR 5

Verinderung des Hemmungsgrades
indolessigsdurebehandelter Wurzeln (10-8 molare IES)
durch eine Streptomyecinzugabe (lﬂy/ccm)
am 5. Kulturtag

Abszisse: Zeit (Tage)
Ordinate: Hemmung in %/ der Kontrolle (0 %/y)

60 | Prozent Hemmun
[Kontrolle=01]

40

20

5 7 10 Tage

Streptomycin-
zugcbe

Die erste Messung, nachdem IES wiahrend 5 Tagen allein gewirkt
hatte, zeigte eine 40%/ige Hemmung mit 10-8, eine 28 °%/vige Forderung
mit 10719 und indifferente Wirkung mit 1072 molarer 1ES. Zu dieser
Ausgangslage wurde nun Streptomycin in oben beschriebener Weise zu-
gefiigt. Nach zwei weiteren Tagen ergab die Messung, daB3 die Objekte in
10712 bzw. 10~ ""molarer IES durch diesen Eingriff im Wachstum ge-
hemmt wurden, da3 aber die Wurzeln, welche vor der Streptomycin-
zugabe in 10~ molarer TES eine 40 /sige Hemmung aufwiesen, jetzt nur
noch 8 ig gegeniiber den Kontrollen chne Wirkstoff gechemmt erschie-
nen. Somit ist in dieser Reihe eine 32 %/oige Enthemmung eingetreten.
Drei Tage spiter stellten wir fest, dafl die Wachstumshemmung aller
drei Reihen etwa 40 %o erreichte. Dies bedeutet, dal die oben erwihnte
Enthemmung in der betreffenden Reihe wieder riickgingig gemacht
worden ist. Die kurzfristige Enthemmung indolessigsiuregehemmter
Wurzeln kann also auch durch nachtrigliche Streptomycinzugabe her-
vorgerufen werden.
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¢) Meso-Inositol und die Abschwichung der Indolessigsiurehemmung
durch Streptomycin bei isolierten Wurzeln

1951 berichtete ScHOPFER (1951) iiber die Rolle des m-Inositols in der
Biologie, da8 es sich bei diesem Stoff um einen Wachstumsfaktor fiir
eine beschrinkte Anzahl von Pilzen handelt, der von Bakterien nicht
verlangt wird. Es verstirkt mehrheitlich als Komplementiirfaktor die
Effekte des Aneurins, des Biotins oder beider Vitamine zugleich und
wirkt quantitativ. Als essentieller Faktor zeigt sich die Substanz fiir T'ri-
chophyton discoides und fiir die kiinstliche Mutante Neurospora inosi-
tolless. Die Wirkung des m-Inositols als vitaminischer Faktor ist strikte
an seine bestimmte Konfiguration gebunden, wie die Untersuchung sei-
ner Isomeren zeigt, um deren Herstellung sich PoSTERNAK (1942) und
DanescHAT (1942) verdient gemacht haben. Meso-Inositol besteht aus
einem 6-Ring, wobei an jedem C ein H-Atom und eine OH-Gruppe sit-
zen.

|

2

A
2 r-o-

/.

o-1
2

]
C (o4 Meso - Inositol
AN 1.~

M N

Einzig das m-Inositol mit drei benachbarten OH-Gruppen in cis-Stel-
lung ist biologisch voll wirksam, wihrend seine Isomeren nicht 6der nur
sehr wenig wachstumsférdernd sind, oder sogar hemmen. In den Arbei-
ten von FLEURY, DEYSsoN G. und DeEysson M. (1952) und Deysson G.
und Deysson M. (1952) vergleichen die Autoren die Wirkung verschie-
dener Inositole auf das pflanzliche Wachstum. Sie gelangen zum SchluB3,
dafl die Wirkung des m-Inositols dabei konzentrationsabhingig ist, in-
dem es in Verdiinnungen von weniger als 10~3mol das Wachstum von
Pisumpflanzen hemmt und im Bereich von 10~3 bis 10~"mol eine For-
derung mit einem Maximum bei 10~%mol erzeugt. Isomeren des m-Ino-
sitols sind auch hier wirkungslos. In eigenen Versuchen an Wurzelkultu-
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ren konnten wir keine einwandfreie Konzentrationsabhingigkeit des m-
Inositols feststellen. Parallelversuche mit gleichen Konzentrationen er-
gaben stark unterschiedliche Resultate, offenbar weil die Testobjekte
bei Versuchsbeginn verschiedene Mengen natiirlichen Inositols enthal-,
ten. Die chlorophyllhaltigen Pflanzen sind inositolautotroph. RHYNER,
WALLACE, BYERS und CARTER (1947) haben aus Gehirnsubstanz Lipositol
extrahiert, eine Substanz, welche aus m-Inositol kombiniert mit Phos-
phor, Galactose, Fettsduren und Weinsdure zusammengesetzt ist. Mit
Lipositol konnten sie die Hemmung des Streptomycins fiir das Wachs-
tum von Staphylococcus aureus aufheben. Die Autoren vermuten, dafl
bei der Wirkung des m-Inositols auf das Streptomycin die Inositolihn-
lichkeit der Cyclohexangruppe in dessen Streptidinteil von Bedeutung
ist. Bei der Untersuchung der Streptomycinderivate hatten wir festge-
stellt, daB Streptidin ebenfalls in der Lage ist, die IES-Hemmung abzu-
schwichen. Es interessierte uns deshalb die Frage, ob m-Inositol einen
Einflul auf Streptomycin ausiibt in bezug auf die Abschwichung der
IES-Hemmung durch das Antibioticum.

Versuchsanordnung:

Serien von 20 Rohren (GEIGER) enthielten im BoNNERmilieu Strep-
tomycin (10 y/cem), m-Inositol 750 y/cem (4,125 X 10~3mol) und Strep-
tomycin mit m-Inositol vereinigt in Kombination mit 10~ 8molarer IES.
Zudem wurden gleichgroflie Serien vorbereitet mit Streptomycin, m-Ino-
sito]l und Streptomycin/m-Inositol in oben erwahnten Konzentrationen
ohne IES. Als Kontrollen dienten Serien mit 10~8molarer IES und mit
BoNNERmilieu allein. Die Kulturlésungen mit BonNERmilieu, IES und
m-Inositol wurden wihrend 15" bei 115 ° C im Autoklav sterilisiert. Die
kaltsterilisierten Streptomycinlésungen wurden nachtriglich den betref-
fenden Rohren zugegeben.

Wurzelspitzen haben wir wieder von 4—35 Tage alten Keimlingen ab-
getrennt und steril in die vorbereiteten Rohren iibergefiihrt.

Die Kultur erfolgte in einem verdunkelten Kellerraum bei 23 ° C
(£ 1°C). Messungen des Lingenwachstums der Wurzeln haben wir
nach 2 und 5 Tagen mit dem Busch-Citophot vorgenommen. |
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Ergebnisse:

TABELLE 7

Wirkung der 10-8 molaren IESin Kombination
mit Streptomycin und m-Inesitol
auf das Wachstum der isolierten Wurzel von Pisum sativum
(Langenwachstum in % der Kontrolle)

Pisumwurzeln Lingenwachstum in %o der Kontrolle
nach 2 Tagen nach 5 Tagen
IES-Konz.
0 10.8 0 10.8
Kontrolle 100 54 100 71
+ Streptomycin 81 126 62 65
(10 7,/ cem)
+ m-Inositol 90 54 111 85
(750 v /cem)
+ Streptomycin 36 24 71 68
und m-Inositol

Nach 2 Kulturtagen fithrte die 108 molare IES allein, wie in friihe-
ren Versuchen, zu einer etwa 50 %iigen Hemmung des Wurzelwachs-
tums. In Kombination mit 10 y/ccm Streptomyein ist hier die stirkste
Enthemmung aller unserer Experimente aufgetreten (etwa 70 /o). Meso-
Inositol (750 y/cem) allein ergab gleiches Wachstum wie die Kontrollen
ohne Wirkstoff. Ein direkter Einflufl des m-Inositols auf das Wurzel-
wachstum kann deshalb hier ausgeschlossen werden. Meso-Inositol mit
10—8molarer IES zusammen fithrten, wie mit letzterer allein, zu einer
50°%iger Hemmung. Streptomycin (10y/ccm) und m-Inositol (750 y/cem)
vereinigt erzeugten in Kombination mit 10~8molarer IES ebenfalls eine
etwa 50 %/vige Hemmung. Die Abschwichung der IES-Hemmung durch
Streptomyecin ist also durch dessen Kombination mit m-Inositol hinfil-
lig geworden.

Nach 5 Kulturtagen zeigte sich, wie wir bereits mehrfach beobachtet
haben, keine Beeinflussung der IES-Hemmung durch Streptomycin. Die
Wurzeln aus Kulturlésungen, welche Wirkstoffe oder deren Kombina-
tion enthielten, erscheinen nun deutlich gehemmt gegeniiber den Kon-
trollen (Figur 6).
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FIGUR 6

Wirkungvon 108 molarer IESin Kombination
mit Streptomycin und m-Inositol
auf das Wachstum der isolierten Wurzel von Pisum sativum
{Wurzellinge in mm)

Abszisse: Zeit (Tage)

Ordinate: Wurzellinge in mm (Ausgangslinge 10 mm)

45 |Wurzelldange N mm

10

0 2 é Tage

Kontrolle ohne Wirkstoff

l.egende: 1
2 1IES (10—8meol) -+ Streptomycin (10 ;,/ccm)
3 1ES (10—8mel)
4 IES (10—%mol) + Streptomycin (10 7/ccm)

-+ m-Inositol (750 ;,/ccm)
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d) Wirkung der Indolessigsiure und des Streptomycins
auf das Nebenwurzelwachstum von Pisumpflanzen
(Nebenwurzeltest)

Wir wollten in diesem Abschnitt die Frage abkliren, ob die Abschwa-
chung der IES-Hemmung durch Streptomycin, welche wir bis jetzt an
isolierten Wurzeln beobachtet hatten, auch in dem von SCHOPFER ent-
wickelten «Nebenwurzeltest> mit ganzen Pisumpflanzen zum Ausdruck
kommt. Dieser Test erméglicht uns anhand von Trockengewichtsbestim-
mungen und Zihlung der gebildeten Nebenwurzeln den EinfluB8 von
Wirkstoffen auf das Wachstum zu untersuchen. ScuopPFEr (1952) be-
richtete, dafl bereits ein kurzfristiger Kontakt von 10 Minuten der Pi-
sumpflanzen mit dem Streptomycin (50 mg/20 ccm) das Trockengewicht
der Nebenwurzeln um 50 %/o erniedrigt, wiahrenddem eine Antibioticum-
konzentration von 200 mg/20 ccm schon' bei Sminiitiger Einwirkungs-
dauer das Nebenwurzelwachstum vollstindig aufhebt. Uber die Wirkung
der IES auf das Nebenwurzelwachstum standen uns keine Angaben zur
Verfiigung. Es war jedoch zu erwarten, da wie bei den isolierten Wur-
zeln mit stirkeren Konzentrationen ebenfalls eine Hemmung auftreten
wiirde.

Versuchsanordnung:

Die zum Experiment ausgelesenen Samen von Pisum sativum (Sorte
Maikénigin), wurden durch Einlegen in 35 %0 Chlorkalklésung wahrend
einer Stunde desinfiziert und dann in sterilen Petrischalen iiber feuch-
ter Watte und Filterpapier zur Keimung gebracht. Nach 4—5tigiger
Kultur im Dunkeln bei 23 ° C (+ 1° C) haben wir die Keimwurzeln und
ihre Kotyledonen mit der Lupe genau nach Infektionen durchgemu-
stert. Objekte gleicher Linge wurden ausgelassen und in sterile Rohren
aus Jenaerglas iibergefiihrt, welche in der Mitte eine Verengung aufwei-
sen. Die Wurzel ragt in den untern Teil der Rohre, wihrenddem die
Keimblitter iiber der Verengung festgehalten werden.

Der untere Teil der Rohre ist gefiillt mit dem Milien nach Knor, wie
es fur Pflanzenkulturen gebrauchlich ist. Es weist folgende Zusammen-
setzung auf:

Aqua dest. 1000 cecm
K-Nitrat 0,25 ¢
K-Monophosphat 0,25 ¢
Mg-Sulfat 0,25 ¢

Ferriphosphat Spuren
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‘FIGUR 7

KulturgefiB fiir den Nebenwurzeltest mit ganzen Pisumpflanzen

[ __Stengel mit
Biattern

Kofytedof\aﬂ

A Houptwurzel

Nebenwurzeln

1 __Nd&hriboung

Dieses Grundmilieu wurde in unseren Versuchen auf /s verdiinnt an-
gewendet. Jedes Kulturgefd faB3t 25 cem Milieu. Die vier Serien, welche
wir vorbereiteten, enthielten Knop-Niahrlosung allein und kombiniert
mit 10~¢meol, 10~8mol, 10~ 19mol TES. Die abgefiillten Rohren sterili-
sierten wir wahrend 15° bei 115 ° C im Autoklaven.

Um die Wirkung des Streptomycins zu ermitteln, wurden die Pflanzen
vor dem Einfiihren in die Rohren wihrend bestimmter Zeit mit den
Wurzeln in die Antibioticumlésung (2,5 mg/1 cem H,O dest.) getaucht.
Dabei verwendeten wir ein Spezialgefa, in welchem die Kotyledonen
geschiitzt unter einem Deckel, iiber einem Sieb, festgehalten werden und
nur die Wurzeln mit der Antibioticumlésung in Berithrung kommen.
Die letzteren wurden hier 1’ bzw. 10’ dem Einflul des Streptomycins
ausgesetzt. Nach diesen Vorbereitungen haben wir die Pflanzen mit
einer sterilen Pinzette in die Kulturgefiafle iibertragen. Bis zur Veren-
gung steckten die R6hren in einem Kasten, unter Abschirmung der Wur-
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zel vom Licht. Den restlichen Teil der Pflanzen setzten wir bei Zimmer-
temperatur dem natiirlichen Tagesrhythmus von Licht und Dunkelheit
aus. Die Messung erfolgte nach 8tiagiger Kultur. In diesem Zeitpunkt
wurden die Nebenwurzeln mit einem Rasiermesser von der Hauptwurzel
abgetrennt und gezihlt. Dann haben wir sie wihrend 4 h. im Heiz-
schrank (110 ° C) getrocknet und gewogen.

TABELLE 8

Wirkung der IES auf das Nebenwurzelwachstum
von Pisumpflanzen mit und ohne Streptomycinvorbehandlung
(1’ bzw. 10’)

(Trockengewicht in %y der Kontrelle und Zahl der Nebenwurzeln)

Pisumpflanzen Trockengewicht der Nebenwurzeln in % nach 8 Tagen pro Pflanze
Serie: 15 Pflanzen in Klammer: Zahl der Nebenwurzeln pro Pflanze
g ohne g mit 1/ . mit 10/
trept in- trept in- trept in-
1ES-Konz. vo:ggh:[:glcligg vo:l?gh(;ﬂlgl(illﬁg vo;.ggh(:ulzc){ﬁ;ﬁg
(2,5 mg/cem) (2,5 mg/ecm)

0 (Kontr.) 100 (10) 2 (9) 26  (3)
10— 6mol 24 (4) 93  (9) 54 (10)
10—8mol 100 (10) 120 (11) 105 (9)

10—10mol 110 (10) 50 (6) 60  (6)

Die 10~ 8molare 1ES, welche das Wachstum der isolierten Pisumwur-
zeln um 50 %o hemmt, hatte keinen EinfluBl auf die Nebenwurzelbildung
ganzer Pisumpflanzen, indem sich hier gleiche Entwicklung wie bei den
Kontrollen im Knopmilieu allein ergab. Die stirkere 10~¢molare IES-
Konzentration vermag das Trockengewicht der Nebenwurzeln innert
8 Tagen um 70 °/o herabzusetzen. Ebenso wird deren Zahl um 60 /o ver-
mindert. Werden nun die Pflanzen mit ihren Wurzeln vor Versuchs-
beginn in eine Streptomycinlésung von 2,5 mg/cem getaucht und dann
erst in IES iibergefiihrt, weisen die Nebenwurzeln nach 8tigiger Kultur
eine bedeutend schwichere Hemmung in Trockengewicht und Zahl auf
als diejenigen, welche in 10~ %molarer IES allein geziichtet wurden. Das
beste Resultat ergab sich durch Iminiitige Streptomycinvorbehandlung,
Dabei betrug die Enthemmung 69 °/o, wahrenddem bei 10miniitiger Vor-
behandlung mit dem Antibioticum nur mehr 30 %o erzielt wurden. 10~10
molare IES erzeugte keine wesentliche Beeinflussung der Nebenwurzel-
entwicklung. Die Streptomycinvorbehandlung fiihrte bei dieser IES-
Konzentration zu einer 50 %/oigen Hemmung.
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Die Ausfille in den Versuchsserien, bedingt durch Infektionen, waren
beim zuckerlosen Knopmilieu viel geringer, als beim BoNNERmilieu fiir
die Wurzelkulturen.

e) Zuckerverbrauch, Lingenwachstum und Trockengewicht von
isolierten Wurzeln unter dem EinflufZ von Indolessigsiure
und Streptomycin

Die isolierte Wurzel verhilt sich wie ein heterotropher Organismus.
Alle lebensnotwendigen Nihr- und Wirkstoffe, die sie in der Natur aus
dem Boden (z.B. Mineralien) und der Restpflanze (z.B.Kohlenhy-
drate) bezieht, miissen ihr im Milieu der Organkultur geboten werden,
um ein Wachstum zu erméglichen. Die Methode der Organkultur bietet
den Vorteil, daBB man tber die zur Verfiigung gestellten Stoffmengen
genau orientiert ist. Wir konnten deshalb hier untersuchen, ob die am
Wurzelwachstum festgestellten Veranderungen unter dem Einflufl von
IES und Streptomycin ihren Ausdruck auch in einem unterschiedlichen
Verbrauch der Sacharose aus der Nihrlosung finde. Zudem sollte das
Experiment einen Vergleich zwischen Wurzellingen- und Trocken-
gewichtshestimmungen ergeben.

Versuchsanordnung:

Um die Zucker- und Trockengewichtshestimmungen nach 2- und 5tagi-
ger Kultur. durchzufithren, muBlten wir die gewohnte Versuchstechnik
abandern. Als KulturgefiBe wihlten wir Erlenmeyer (100 cem), weil die
bisher verwendeten Rohren in diesem Fall unzweckmiBig sind. Es wur-
den Serien von 40 Stiick pro Punkt vorbereitet, wobei fiir die 2 Messun-
gen je die Hilfte einer Serie aufgehoben werden konnte. Die IES stand
fiir dieses Experiment im BoNNERmilieu in Konzentrationen von 10—12,
10719 und 10~3mol allein und kombiniert mit Streptomycin (10 y/cem)
zur Verfiigung. Als Kontrollen diente eine Serie mit BoNNERmilieu
allein, Jedes Kulturgefafl enthielt 10 ccem Milieu. Die Erlenmeyer, wel-
che IES im BonNERmilieu enthielten, wurden wihrend 15 bei 115°C
im Autoklav sterilisiert und die kaltsterilisierte Streptomycinlosung
wurde nachtriglich den betreffenden Gefaflen zugegeben.

Von 5 Tage alten Keimlingen haben wir 10 mm lange Testwurzeln ab-
getrennt und steril in die Erlenmeyer iibergefiihrt.

Die Kultur erfolgte im Dunkeln bei 23 ° C (+ 1°C), und Messungen

nahmen wir am zweiten und fiinften Kulturtag vor.
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Das Lingenwachstum ermittelten wir nach dem Herausnehmen der
Wurzeln aus den Erlenmeyern mit dem Mafstab. Zur Trockengewichts-
bestimmung wurden die Wurzeln einer Serie vereinigt, im Heizschrank
(110 °) wahrend 4 h. getrocknet und dann gewogen. Der Zuckerver-
brauch der Wurzeln ergab sich aus der Bestimmung der Restsacharose
in der Nahrlosung und wurde nach der BErTRAND-Methode durchge-
filhrt. Aus der Vereinigung aller Nihrlésungen einer Serie wurde der
Mittelwert des Verbrauchs pro Wurzel mit doppelter Nachkontrolle be-
stimmt. Der Wasserverlust, welcher wihrend der Kultur im Milieu ent-
steht, wurde in der Messung beriicksichtigt. Bei Versuchsbeginn stan-
den jeder Wurzel 400 mg Sacharose zur Verfiigung.

TABELLE 9

Wirkung der IES und des Streptomycins (IOV/ccm)
auf den Sacharoseverbrauch,
das Lingenwachstum und Trockengewicht isolierter Wurzeln
' v on Pisum sativum
(Sacharoseverbrauch in mg, Lingenwachstum und Trockengewicht [TG]
in %/o der Kontrolle)

— Cingoarniifen madl oikcngruldit By o Bl
nach 2 Tagen
IES-Konz. ohne Streptomycin mit Streptomyein (10 9 [ccm)
Lange | 16 | Secharoserte | e |10 | Secharorczertr,
0 100 100 3,9 (100°Y/9) 90 85 4,5 (82%)
10—12mol 100 100 5,5 (100 °/y) 92 85 4,5 (829%)
10—10mol 120 111 12,5 (227 %/) 93 85 8,5 (155 %)
10— #mol 68 82 1,5 (27%) 90 85 10,5 (191 9/p)
nach 5 Tagen
0 100 100 (—) 62 76 (—)
10— 12mol 110 100 6,0 97 96 10,5
10—10mol 124 115 12,0 97 . 96 6.0
10— &mol 78 83 8,0 51 83 8,0

10~8molare IES erzeugte nach 2 Kulturtagen eine Hemmung des Lin-
genwachstums der Wurzeln um 32 %. Durch die Kombination mit
10 y/ccm Streptomycin trat hier eine Abschwiichung der IES-Hemmung
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von 22 %, auf. Die iibrigen Wurzellingen nach 2 und 5 Tagen entspra-
chen denjenigen, welche wir bereits vorher aus der Einwirkung von IES
und Streptomycin erhalten haben. Das Trockengewicht wurde durch die
Wirkstoffe dhnlich verindert wie die Wurzellangen. 10~8molare IES
beeinfluBBte das Trockengewicht weniger als das Lingenwachstum. Die
Zuckerbestimmungen ergaben folgendes Bild: Unter der Wirkung der
wachstumshemmenden 10~8molaren IES verbraucht eine Wurzel innert
2 Tagen nur 1,5 mg Sacharose. Bei Kombination dieser IES-Konzentra-
tion mit Streptomycin (10vy/ccm) nehmen die Objekte aber 10,5 mg
Sacharose aus der Nihrlosung auf. Das Streptomycin vermag demnach
nicht nur die IES-Hemmung (10-8mol) auf das Wachstum abzuschwi-
chen, sondern fordert auch die Zuckeraufnahme aus dem Milieu, wel-
che dadurch den 7fachen Betrag erreicht. Die Wurzeln, welche 5 Tage
in 10-8molarer 1ES gewachsen waren, nahmen in dieser Zeit 8 mg Sa-
charose auf. Denselben Wert erhielten wir aus der Kombination von
10-8molarer 1ES mit Streptomycin (10 y/cem). Nach Stiagiger Kultur
tritt also keine Verbesserung der Sacharoseaufnahme durch Streptomy-
cin auf. Auch die Wurzellingen erschienen bekanntlich nicht mehr ent-
hemmt in der Kombination von 10~8molarer IES mit Streptomycin.
Beim Vergleich der Resultate dieses Experimentes ist zu beriicksich-
tigen, daf} es sich fiir die 2- und 5tigige Kultur um zwei verschiedene
Wurzelserien handelt.

B. WIRKUNG
DER INDOLESSIGSAURE UND DES STREPTOMYCINS
AUF DIE PERMEABILITAT EINIGER GEWEBE

1. EinfluB3 der Indolessigsdure und des Streptomycins allein
und in Kombination auf den Wasseraustausch von Speichergeweben
(Daucus carota, Solanum tuberosum)

Aus den Sacharosebestimmungen des vorausgehenden Abschnittes geht
hervor, dal die angewendeten Wirkstoffe in der Lage sind, die Awuf-
nahmefihigkeit isolierter Wurzeln fiir geloste Kohlenhydrate zu verin-
dern. Als Erklarung dieser Erscheinung vermuteten wir eine Beeinflus-
sung der Zellpermeabilitiat und versuchten nun mit einer anderen Me-
thode naher auf das Problem einzugehen.

Die Wirkung der IES auf den Wasseraustausch der pflanzlichen Zelle
ist seit lingerer Zeit Objekt eingehender Untersuchungen. REINDERS
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(1942) machte die Beobachtung, da3 die aerobe Wasseraufnahme von
Kartoffelparenchym durch schwache IES-Konzentrationen merklich ge-
steigert wird. Man erkannte bald, daB3 die Aufklarung der Ursachen die-
ses Phinomens das Verstindnis der physiologisch hedeutungsvolleren
Wirkung der IES auf das Streckungswachstum erleichtern wiirde. Als
mogliche Erklarung nahm REeINDERs selbst eine Mehrproduktion von
osmotischer Substanz an, verursacht durch eine auxininduzierte Steige-
rung der Atmung. In Ergiinzung dazu erwog er eine Erhohung der Wand-
dehnbarkeit. Alle spiteren Untersuchungen anderer Forscher haben die
Grunderscheinung eindeutig bestitigt, gingen aber in ihrer Auslegung
verschiedene Wege. CoMmMONER (1944) sah den Primareffekt ebenfalls
in einer Atmungsstimulation, die auf dem Wege einer Forderung der
Salzabsorption zu einer gesteigerten Wasseraufnahme fithren soll. Eine
Mitbeteiligung der Plastizititserh6hung der Zellwand dagegen hielt er
fiir unwahrscheinlich. OvErBeek (1944) konnte jedoch feststellen, daf3
sich der Auxineffekt auch in destilliertem Wasser entwickelt, und daf}
im Zellsaft des auxinbehandelten Gewebes keine Zunahme der osmo-
tischen Konzentration nachzuweisen ist. Deshalb lehnt OveErRBEEK die
CommonERsche Hypothese ab und kommt zum SchluB3, daB3 als alleinige
Faktoren der IES-Wirkung eine Herabsetzung der Wandspannung und
eine Erhéhung der sogenannten anomalen Komponente der Saugspan-
nung (active absorption), beeinfluB8t durch das Auxin, in Erwdgung zu
ziehen seien. LEviTT (1948) konnte das Ergebnis von OVERBEEK besté-
tigen, wonach der osmotische Wert im Zellsaft der Auxinproben nicht
ansteigt. Eine Reihe von Untersuchungen, neben thermodynamischen
Erwagungen, fithrte ihn aber zum SchluB3, daB auch eine Mitheteiligung
einer aktiven Absorption ausgeschlossen werden muf3. Nach Eliminie-
rung der erwihnten Moglichkeiten folgert LEviTT, dafl nur eine Erho-
hung der Zellwandplastizitat die Steigerung der Wasseraufnahme durch
schwache IES-Konzentration befriedigend erklaren kann. BRAUNER und
HasMANN (1949), denen wir die neuesten Ansichten iiber dieses Gebiet
verdanken, machen ihren Vorgingern den Vorwurf, daf sie einmal der
Beeinflussung der Wasserpermeabilitiat des Protoplasten durch IES und
dann auch den Konzentrationsverhiltnissen derselben zu wenig Beach-
tung geschenkt hiatten. Mit einer von den beiden genannten Autoren ent-
wickelten Technik der gravimetrischen Messung von Saugpotentialen,
welche wir weiter unten im Zusammenhang mit eigenen Versuchen be-
schreiben werden, konnten sie tatsichlich nachweisen, daf3 ein direkter
EinfluB der IES auf das Wasserdurchlissigkeitsvermogen der lebenden
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Plasmagrenzschichten vorhanden sein muf3. Sie machten dariiber fol-
gende Angaben: IES von 10~%mol und schwicher konzentriert vermag
die Dehnbarkeit und Permeabilitit der Zellwande erheblich zu verstar-
ken, wihrend IES-Konzentrationen von 107*mol an das Gegenteil be-
wirken. Die konzentrationsabhiingige Wirkung wurde hier, dhnlich wie
bei den Untersuchungen iiber die Wachstumsbeeinflussung durch IES,
erst im Laufe der Forschung aufgedeckt.

Ausgehend von diesen Beobachtungen sollten unsere Versuche Auf-
schluB dariiber geben, wie das Streptomycin auf den Wasseraustausch
der Zelle wirkt und inwiefern der am Wachstum festgestellte Antago-
nismus zur Auxinwirkung hier zum Ausdruck kommt.

Versuchsanordnung:

Fiir die Wasseraustauschversuche wendeten wir das Verfahren von
BrauNER und HasMAN (1949) an.Dabei wird das gewichtsmiBige Verhal-
ten von wirkstoffvorbehandelten Gewebestiicken in einer Glucosekon-
zentrationsreihe untersucht. Als Objekte wihlten wir in einer ersten Se-
rie Ritbengewebe (Querschnitte von etwa 3 mm Dicke aus der mittleren
Partie von gelben Riiben, Daucus carota) und in der zweiten Serie Kar-
toffelgewebe (Kartoffelparenchymzylinder von 1cm ¢ und 0,5 cm Héohe
ausgestanzt aus unbeschiddigten Kartoffeln, Solanum tuberosum Var.
Bintje). Diese Gewebeproben wurden wahrend 15 in flieBendem Was-
ser gespiilt, dann haben wir sie je zur Halfte wahrend 5 h. in dest. Was-
ser bzw. in der Wirkstofflésung vorbehandelt, deren Einflul auf den
Wasseraustausch untersucht werden sollte. Nach der Vorbehandlung
trockneten wir die Proben mit Léschblittern und ermittelten das Ge-
wicht jedes Stiickes auf der Analysenwaage. Dann brachten wir die Ob-
jekte zu je 30 in mehrere hyper- und hypotonische Glucosekonzentra-
tionen. Nach 18—24 h. haben wir die Proben wiederum mit Loschblit-
tern sorgfiltig von anhaftender Fliussigkeit befreit, ohne aber durch
diese Manipulation zusitzliches Wasser aus dem Gewebe zu entfernen.
Die erneute Wiagung der Proben ergab Gewichtszunahmen im hypoto-
nischen und Gewichtsabnahmen im hypertonischen Milieu, wobei ver-
schiedene Grade erreicht wurden, je nachdem die Objekte in dest. Was-
ser oder in Wirkstofflosung vorbehandelt worden waren.
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Ergebnisse mit Riibengewebe:

TABELLE 10

EinfluBl einer 5 h. Vorbehandlung
in Streptomycinléosung (1 mg/cecm) auf den Wasseraustausch
von Riibenscheiben
in einer Glucosekonzentrationsreihe (0—0,5 mol)

{Mittlere Gewichtsunterschiede von 30 Proben pro Punkt nach 24 h.)

Ritbenscheiben Gewichtsunterschiede pro Stiick
Serie: 30 Stiick in mg nach 24 h.
. : it Streptomycin-
Molaritit ohne Streptomycin- mik PLOMLY,
(Glucose) vorbehandlung VOl(‘lllel;?gng;ng
0 (HoO dest.) + 100 + 196
0,1 mol + 81 + 119
0,3 mol — 30,5 — 56,0
0,5 mol — 81,6 — 1146

Mit der oben beschriebenen Technik untersuchten wir hier den Ein-
fluB des Streptomycins auf den Wasseraustausch von Riibengewebe. Die
Gewichtsunterschiede zwischen der ersten und der zweiten Messung zei-
gen, dal die Riibenscheiben, welche 5 h. in einer Streptomycinlésung
(1 mg/ccm) vorbehandelt wurden, in hypotonischen Glucosekonzentra-
tionen durchwegs mehr Wasser aufgenommen und im hypertonischen
Milieu mehr Wasser abgegeben haben, als die Kontrollen, welche in dest.
Wasser vorbehandelt wurden. Das Streptomycin hat also eine Erhéhung
des Wasseraustausches bewirkt. Von Bedeutung ist auch der Verlauf der
betreffenden Kurven (Figur 8). Solange sie geradlinig verlaufen, ist ein
Gleichgewicht zwischen Turgorspannung und Dehnbarkeit der Zell-
wande vorhanden, wie das normalerweise nach dem Gesetz von HooKE
der Fall ist. Beginnt die Kurve sich gegen die Abszisse zu kriimmen, muf3
man annehmen, daB bei steigender Turgorspannung die Dehnbarkeit
der Zellwinde abgenommen hat. In diesem Bereich hat demnach das
HooxkEsche Gesetz seine Giiltigkeit verloren. Eine Kriimmung gegen die
Abszisse zu zeigt in unserem Fall die Kurve der Proben, welche in dest.
Wasser vorbehandelt wurden. Die graphische Darstellung der Werte
aus streptomycinvorbehandelten Objekten hingegen ergibt eine Gerade
im hypotonischen Bereich. Hier hat demnach die Dehnbarkeit der Zell-
winde unter dem Streptomycineinflul iiber das NormalmaB} hinaus zu-
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genommen. Diese Verringerung des Wanddrucks fithrt indirekt zu
einer Steigerung des Saugpotentials, welche sich in einem erhéhten Was-
seraustausch in der Konzentrationsreihe auBlert.

FIGUR 8

Einflufl einer 5 h. Vorbehandlung
in Streptomycinlésung (1 mg/ccm) auf den Wasseraustausch
' von Riibenscheiben

in einer Glucosekonzentrationsreihe
(s. Tab.10)

Abszisse: Steigende Glucosekonzentrationen
Ordinate: Gewichtsunterschied pro Stiick in mg nach 24 h.

+200] Gewichisunterschied inmg
Nnach 24 h.

\-
+160_ \

+120_

+80

P

+40

—

_Kontrotie Sh. \‘\_
in Ha20 vorbehandelf\.*
o—-~—- Sh.in Streptomycin

1 mg/ccm vorbehandelt
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Ergebnisse mit Kartoffelparenchymgewebe:

TABELLE 11
Einfluf einer 5 h. Vorbehandlung mit 10—3 molarer 1ES
und mit der Kombination 10—3molare IES/Streptomycin (200 -Y/ccm)
auf den Wasseraustausch von Kartoffelparenchymzylindern
in einer Glucosekonzentrationsreihe (0—0,125 mol)
(Mittlere Gewichtsunterschiede von 30 Proben pro Punkt nach 18 h.)

Kartogt;}?:sz:‘mhym- Gewichtsunterschiede pro Stiick
Serie: 30 Stiick in g uach 15 bs
in IES 10-® mol
Molaritit in H20 dest. in IES 10-% mol + Streptomycin
(Glucose) vorbehandelt vorbehandelt (200 Y /eem)
vorbehandelt
0 (H,O dest.) + 46 + 28 + 51
0,025 mol + 41 + 23 + 34
0,050 mol + 29 + 13 + 27
0,075 mol + 25 + 35 + 25
0,100 mol + 15 — 1 + 13
0,125 mol + 10 — 6 + 4

Die Resultate aus Tabelle 11 zeigen, daf} die Proben vorbehandelt in
10~2molarer IES nach 18 h. in den hypotonischen Konzentrationen von
0 bis 0,075 mol Glucose etwa 20 mg weniger Wasser aufgenommen haben,
als die in reinem Wasser vorbehandelten Kontrollen. Die Konzentratio-
nen 0,100 mol und 0,125mol sind fiir die IES-Proben bereits hyperto-
nisch, wiahrenddem sie fiir die Kontrollen noch deutlich hypotonisch
wirken. Diese Beobachtungen sind Beweise dafiir, dal der Wasseraus-
tausch durch die IES-Behandlung stark erniedrigt worden ist. Betrach-
tet man die Kurve (Figur 9) der in einer Kombination von 10—3molarer
IES und 200 y/cem Streptomycin vorbehandelten Gewebestiicke, zeigt
sich, daB diese ganz ahnlich wie die Kontrollkurve verlauft. Das Strepto-
mycin hat also die Wirkung der IES auf den Wasseraustausch in der Ver-
bindung der beiden Wirkstoffe aufgehoben.
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FIGUR 9

Einflufl einer 5 h. Vorbehandlung mit10—3 mol IES
und mit der Kombination 10— 3molare IES/Streptomycin (200 ¢/ccm)
auf den Wasseraustausch von Kartoffelparenchymzylindern
in einer Glucosekonzentrationsreihe

(s. Tab.11)

Abszisse: Steigende Glucosekonzentrationen
Ordinate: Gewichtsunterschied pro Stiick in mg nach 18 h.

+60 | Gewichtsunterschied in mg
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Sfrepiomy cin ZOOX/ccm
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2. Wirkung von Indolessigsiure und Streptomycin allein
und in Kombination auf den Anthozyanaustritt aus Zellen der roten Riibe
(Beta vulgaris)

Die Wasseraustauschversuche an Riiben- und Kartoffelgewebe des vor-
ausgehenden Abschnittes hatten indirekt gezeigt, daB Streptomycin und
IES das Durchlassigkeitsvermogen der Plasmagrenzschichten verandern
konnen. Wir versuchten im Folgenden mit einem anderen Objekt den
Einfluf3 der Wirkstoffe direkt sichtbar zu machen. Die Zellen der roten
Riibe (Beta vulgaris, Rande) enthalten den roten Farbstoff Anthozyan.
Wenn lebende Gewebeproben dieser Pflanze in dest. Wasser gebracht
werden, tritt kein Anthozyan in das Milieu aus, der Farbstoff wird durch
das Tonoplasma in der Vakuole zuriickgehalten. Tonoplasma und Ekto-
plasma sind lebende Grenzschichten, welche nur fiir Wasser voll perme-
abel, fiir geloste Stoffe aber nur begrenzt durchlissig sind. Diese Er-
scheinung wird als Semipermeabilitiat bezeichnet. Im Gegensatz dazu
sind das lebende Cytoplasma zwischen den Grenzschichten und die tote
Zellmembran voll- oder holopermeabel fiir geloste Stoffe.

FIGUR 10
Bau einer pflanzlichen Zelle (schematisch)

Membran
Ektopltasmo
Cytoplasma
Tonoplasma
Kern

Vakuole
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Bringt man Gewebe der roten Riibe in eine Chloroformlésung, werden
die Plasmagrenzschichten strukturell veriandert, die Semipermeabilitit
wird in Holopermeabilitiat umgewandelt und das Anthozyan tritt aus der
Vakuole in das Milieu aus, wobei letzteres rot gefirbt wird (BRAUNER
1932). Wir gingen bei unseren Experimenten von der Vermutung aus,
daB das Streptomycin, von bestimmten Konzentrationen an, ebenfalls
Anthozyanaustritt aus Randengewebe erzeugen konnte. Damit wire der
Nachweis erbracht, daf3 die beobachtete Permeabilitiatserh6hung durch
das Antibioticum nicht nur auf einer Verbesserung der Dehnbarkeit der
Membran, sondern auch auf einer direkten Beeinflussung der Plasma-
grenzschichten beruht. Auch die Wirkung einer Kombination von IES
und Streptomyecin sollte im sogenannten «Randentest» untersucht wer-
den.

Versuchsanordnung:

Aus einer frischen roten Riibe (Beta vulg., Rande) haben wir Gewebe-
zylinder von 1 em (f und 0,5 ecm Hohe ausgestanzt. Damit alle Proben
eines Versuchs gleichen Anthozyangehalt aufweisen, miissen sie aus der-
selben Riibe stammen und im gleichen Abstand von der Mitte aus ge-
schnitten werden. Die Zylinder wurden dann wihrend 1h. im flieBen-
den Wasser gespiilt, um den Farbstoff der angeschnittenen Zellen zu ent-
fernen, Darauf brachten wir je 10 Stiick pro Serie in Reagenzgliser mit
2 ccm Losung und lieBen sie 24 h. bei Zimmertemperatur stehen. Nach
dieser Zeit haben wir die Lésung in bezug auf die ausgetretene Farbstoff-
menge gegen einen Standard im Hellige-Kolorimeter getestet. Da sich
Anthozyan nach einigen Tagen am Licht zersetzt und verfarbt, konnten
wir es nicht als Standard im Kolorimeter verwenden. Als Ersatz wurde
eine lichtbestindige Mischung von Siurefuchsin, Neutralrot und Kongo-
rot in anthozyanahnlicher Farbe hergestellt. Die Messung im Hellige-
Kolorimeter erfolgte durch Vergleich des Farbwertes der Testlosung mit
dem Standard, der in einem Keil neben der Testlosung, unter Veriande-
rung seines Farbwertes, vertikal verschoben werden kann. Eine Skala
am Kolorimeter gibt die Schichtdicke des Keils fiir die betreffende Ein-
stellung in mm an.

Wir bereiteten die Streptomycinlésungen, deren EinfluB im «Randen-
test» untersucht werden sollte, in Konzentrationen von 0,6—20 mg/ccm
dest. Wasser vor. IES stand in Verdiinnungen von 10~3—10-1mol zur
Verfiigung.
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Ergebnisse:
TABELLE 12

Wirkung des Streptomycins nach 24 h. auf den Anthozyanaustritt
aus Gewebezylindern der roten Riibe

(Kolorimeterwert = Schicht des Keils in mm)

Randengewebezylinder Kolorimeterwerte nach 24 h,
Serie: 10 Stiick (Schichtdicke des Keils in mm)

Streptomycinkonzentration

0 (HyO dest.) 0
0,62 mg/cem H,O dest. 0
1,25 mg/cem HyO dest. 0
2,5 mg/cem HoO dest. 2,6
5 mg/cem HoO dest. 6,0
10 mg/cem HyO dest. 6,5
20 mg/cem HyO dest. 8.2
FIGUR 11

Anthozyanaustriti aus Gewebezylindern der roten Riibe
unter StreptomycineinfluB nach 24 h.
(s.Tab.12)

Abszisse: Steigende Streptomycinkonzentrationen
Ordinate: Kolorimeterwerte (Schichtdicke des Keils in mm)

8{Kolorimeterwert -
[Schichtdicke in mm])
6]
4
2_
mg/ccm
0 Streptomycin
0,6125 2,5 5 10 20

Eine erste sichtbare Rotfirbung des Milieus entstand bei den Proben,
welche 24 h. in einer Verdiinnung von 2,5 mg (=2,8 X 10~3mol) Strep-
tomycin/ccm dest. Wasser verbracht hatten. Mit steigender Antibioti-
cumkonzentration nahm auch die Menge des ausgetretenen Anthozyans
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zu und erreichte ein Maximum mit 20 mg Streptomycin/cem dest. Was-
ser (= 2,2 X 1072mol). In Konzentrationen von 2,8 X 10~3mol an
(Schwellenwert) vermag demnach das Antibioticum das Durchlissig-
keitsvermogen der Plasmagrenzschichten zu verindern, wie aus den obi-
gen Ergebnissen hervorgeht. Der Farbstoffaustritt beruht hier nicht auf
einer letalen Schidigung der Plasmastruktur, dies geht schon daraus
hervor, da3 die Firbung des Milieus bei unterschiedlichen Antibioti-
cumkonzentrationen verschiedene Grade aufweist und sehr langsam vor
sich geht. Eine letale Schidigung z. B. durch Chloroformeinwirkung
filhrt innerhalb kiirzester Zeit zum Austritt des gesamten Anthozyan-
vorrates aus der Vakuole. Uberdies konnten wir anhand der Plasmolyse-
fahigkeit nach den Versuchen feststellen, daB3 sich die Zellen in leben-
dem Zustand befanden.

TABELLE 13

Wirkung der IESund der KombinationIES/Streptomycinnach 24 h.
auf den Anthozyanaustritt
aus Gewebezylindern der roten Riibe

(Kolorimeterwert = Schichtdicke des Keils in mm)

Randengewebezylinder Kolorimeterwerte nach 24 h.
Serie: 10 Stiick (Schichtdicke des Keils in mm)

mit Streptomycin
IES-Konz, pH ohne Streptomycin (10 mg/ccm,
1,1x10-2 mol)

0 (H,O dest.) 7,15 0 13
10—11 mol 7,05 0 12,5
10— 9 mol 6,75 0 11,5
10— 7 mol 6.50 0 10,2
10— 3 mol 5,15 0
10— 3 mol 3,2 2.3

Der Farbstoffaustritt in 10~ 3molarer IES ist bedingt durch das nied-
rige pH 3.2 dieser Konzentration. Saurelosungen unter pH 3 erzeugten
allgemein eine Verinderung der Plasmabeschaffenheit, welche zum An-
thozyanaustritt fiihrte. Die 1ES-Konzentrationen von 10~7, 10~9 und
101" mol besitzen pH-Werte iiber 6 und verursachen allein keinen An-
thozyanaustritt. Mit IES konnten wir an Kartoffelgewebe eine starke
Hemmung des Wasseraustausches und die Aufhebung dieser Hemmung
in Kombination mit Streptomycin beobachten. Eine Verdichtung der
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Plasmagrenzschichten unter dem EinfluB8 der IES kommt im Randen-
test naturgemafB3 nicht zum Ausdruck, die Milieus bleiben farblos. Hin-
gegen erzeugte Streptomycin (10 mg/cem) allein angewendet wiederum
starken Anthozyanaustritt (13 mm). Die Verbindung Streptomycin
(10 mg/ccm) mit IES (1011, 109, 10~ "mol) fiihrte ebenfalls zum Farb-
stoffaustritt, und zwar in abnehmendem MaBe mit steigender IES-Kon-
zentration. Die Ergebnisse des Kombinationsversuches lassen vermuten,
dafl Streptomycin die Plasmagrenzschichten im Sinne einer Permea-
bilititserh6hung verindert, wihrend IES in steigender Konzentration
zunehmend das Gegenteil bewirkt.

3. Streptomycinwirkung auf die Deplasmolysegeschwindigkeit
von Zellen der roten Riibe in Harnstoff

Wenn pflanzliche Zellen in 4 molare (24 %vige) Harnstofflosung ge-
bracht werden, so tritt in ihnen durch Wasserverlust nach dem hyper-
tonischen AuBlenmilieu sofort vollstandige Plasmolyse ein. Dabei hebt
sich der Protoplast von der Zellwand ab und folgt der Verkleinerung
der Vakuole. Nach einer gewissen Zeit kommt es zur Endosmose der
kleinen Harnstoffmolekiile (Mol. Gew. 60). Dies ist zudem ein Beweis
fiir die nicht absolute Semipermeabilitit der Plasmagrenzschichten.
Durch das Eindringen des Harnstoffes wird die Innenkonzentration der
Zellen wieder erhoht. Darauf folgt eine Wiederaufnahme von Wasser,
welche zur Deplasmolyse fiihrt, in deren Endpunkt der kontrahierte
Protoplast wieder in seinen Normalzustand zuriickkehrt. Wir gingen bei
unseren Experimenten von der Uberlegung aus, daf3 man eine Veriande-
rung der Durchlissigkeit der Plasmagrenzschichten durch Streptomycin
auch an einer Beeinflussung der Deplasmolysegeschwindigkeit in- Harn-
stoff erkennen konnte.

Versuchsanordnung:

Gewebezylinder von 1 em ¢ und 0,5 cm Hohe aus roten Riiben aus-
gestanzt, wurden je zur Hiilfte in dest. Wasser und in einer Streptomy-
cinlésung (10 mg/cecm) wihrend 24 h. vorbehandelt. Dann stellten wir
aus dem Innern der Proben diinne Schnitte her, und brachten sie auf
einem Objekttrager unter das Mikroskop, wo sie sogleich mit einem
Tropfen 4 molarer Harnstofflésung und einem Deckglas bedeckt wurden.
Wir hielten die Zeiten fest, welche vom Auftropfen bis zur vollstindigen
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Plasmolyse und dann bis zur Deplasmolyse von 90—100 ¢/o aller Zellen
des Blickfeldes vergingen. Die Mittelwerte stellen Durchschnitte von
iiber 100 Zeitmessungen dar. Von den entscheidenden Phasen des Ver-
suchs haben wir mit dem Busch-Citophot Mikroaufnahmen gemacht.

Ergebnisse:
TABELLE 14

Wirkung der Streptomycinvorbehandlung (24 h.)

auf die Deplasmolysegeschwindigkeit von Zellen der roten Riibe
in Harnstofflosung (4 mol.)

(Deplasmolysezeit in Minuten)

Randengewebezellen Deplasmolysezeit in Minuten
Serien Kontrollen in Streptomycin

gleicher Versuchsanordnung in H20 dest. vorbehandelt (10 mg/cem) vorbehandelt

1 31’ 10

2 34’ 19’

3 28 8

4 2 g

5 28’ 10"
Mittelwert aller Serien 28 4’ _ 9.6’

Die mikroskopische Beobachtung ergab, daB3 nach 1 Minute die Zel-
len von streptomycin- und wasservorbehandelten Proben in 4molarer
Harnstofflosung alle kugelig konvex plasmolysiert waren. Ein Unter-
schied zeigte sich erst in der Deplasmolysezeit. Wihrend die Zellen
streptomycinvorbehandelter Gewebe durchschnittlich nach 10 Minuten
zu 90—100 /o deplasmolysiert erschienen, brauchten die Zellen wasser-
vorbehandelter Gewebe etwa 30 Minuten, um diesen Zustand zu errei-
chen. Unter der Wirkung des Streptomycins ist die Durchlassigkeit der
Plasmagrenzschichten fiir die Harnstoffmolekiile derart verbessert wor-
den, daBB die Wiederaufnahme des Wassers in den mit dem Antibioticum
vorbehandelten Zellen 3mal schneller als in Normalzellen vor sich ge-
hen konnte.

Die folgenden Mikroaufnahmen dokumentieren die Vorginge, welche
sich wihrend dem Versuch abgespielt haben:

Figur 12: zeigt Zellen aus dem Gewebe der roten Riibe, welches
wihrend 24 h. in Streptomycin vorbehandelt wurde und im Moment der
Aufnahme 1 Minute in 4 molarem Harnstoff zugebracht hat, Alle Zel-
len sind hier plasmolysiert.
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FIGUR 12

Figur 13: Zeigt das Gesichtsfeld von Figur 12 nach 8 Minuten. Alle
Zellen des streptomycinvorbehandelten Gewebes sind bereits deplasmo-
lysiert.

FIGUR 13
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Figur 14: Alle Zellen des Gewebes, welches wihrend 24 h. in dest.
Wasser vorbehandelt wurde, weisen nach 1 Minute in 4molarem Harn-
stoff, gleich wie die streptomycinvorbehandelten im gleichen Zeitpunkt,
vollstandige Plasmolyse auf.

FIGUR 14
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Figur 15: Nach 8 Minuten sind aber beim wasservorbehandelten
Gewebe noch keine Zellen deplasmolysiert. Die Deplasmolyse beginnt
bei wenigen Zellen, wie wir durch vergleichende Messungen an Figur 14
festgestellt haben.

FIGUR 15

Figur 16: Erst nach 24 Minuten ist bei wasservorbehandeltem Ge-
webe vollstandige Deplasmolyse eingetreten.

FIGUR 16
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