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Ueber die Chlorophyllbildung im Koniferenembryo.
Von ALFRED SCHMIDT (Halle).

I. RINLELITUNG.

BACHS (1) verdffentlickte im Jahre 1859 seine Entdeckung, dass der Keinling
von Pinus Pinea ergriinlc Coty ledonen zeige, obwohl er von dem vdllig undurchsich-
tigen Endogperm wie von einem fest umuschliessenden Sack umhiillt ist und eine
- Schicht Erue den Keimling bedeckt. Das Chlorophyll sei hier sicher ohne irgend-
welchen Licht-Einfluss entstanden. In einer spiteren Arbeit (2) stellt SACHS die-
se Tatsache als eine wirkliche Ausnahme neben einige scheinbzre Ausnahmen, bei
denen das sonst im allgemeinen zur Erzeugmung des griinen Farbsloffs notwendige
Licht auch entbehrlich erscheint. Wenn Embryonen' innerhalb der Fruchthiillen griin
werden, so ist das hier eine Lichtwirkung, da das Licht Pflanzenteile durchleuch-
tet und nit néamhafter Stirke tief eindringt. Dehin gehdrt nach SACHS die Chloro-
phyllbildung in den dem Licht ausgesetzten Kartoffellmollen. Es ist auch fermer
bekannt, dass z.B. Ahornsamen einen grijnen Embryo enthalten. Iine wirikliche Aus-
nahme von den mur am Licht ergriinenden Pflanzen bilden nach SACHS die von ilm be-
obachteten Fdlle, in donen Pinus Pinea, P. canacdensis, P. silvestris, P. Strobus,
Thuya ortentalts die Fsi.higkeit haeben, in voiliiger Finsternis zu ergrunen.. SACHS
bringt seine Beobachtungen im Zusammenhang mit Unter uaclungen iber dic Chloro-
phyllpildung vor. Deren Ergebnisse veranlassen ihn zur Xusserung der Ansicht, das
Chlorophyll sei kein direktes Produlct des Vegetationsprozesses, sondern ent stehr
aus einem noch farblosen Stoffe, dem Leucophyll, welcher mur einer schr kleinen
Verdinderung bedarf, um griin zu werden, ndmlich der Oxydation durch nascierenden
-Ssuerstoff. Hier in unserm Fall, also bei den Coniferen, haben seiner Meimng
nach die Fette und Htherischen 819 das Vermdgon, den Sanerstoff zu ogonisieren,
was im allgemeinen mur unter dem Einfluss des Sonnenlichtes geschehe.

BOEHM (3) nimmt diege Beobachitung von SACHS bei seinen Arbeiten iiber Chloro-
phyllbildung suf, ist JGdOCh bei Bestitigung des andersartigen Verhaltens der Co-
niferenkeimlinge im Dunkeln inbezug anf die Erkllirung der IZrscheirung anderer
Ansicht, Fir BOEHM ist das Chlorophyll ein Produkt der gesunden, normal fungieren-
daen Zelle; ferner stiitzt er sich auf das Gesetz von der Frhaltung der Kraft, wo-
nach alle Organismen direkte, also die chlorophyllfiihrenden Pflanzen, oder imh-
rekte Produkie der Sonnenstrahlen sind und beheuptet, dass bei den im Dunkeln ge-
zogenen Pinien-Keimlingen das Ergriinen durch gcleitete Wdrme bedingt wird. Gera-
de die Coniferen liefern.BOEIM den Beweis, dass nur nmormale Organe Chlorophyll
zu erzeugen imstande sind, demn er findet, dass die im Dunkeln ergriinten Conife-
ren-leindiinge Tast ebenso normal entwickelte Kotyledonen besitzen wie die im
Licht. Perner der von ihm angestellte Versuch, niimlich Ptnys Pinea, P stlvestris
P, austriaca, P. Piceaund Thuya occidentalis im Dunkeln bei 2 - 49 R. gesziichtet,
wo die Kotyledonen von A Pinea, P silvestris, R austriaca vollkormen geld wa-
ren, P, Picea und Thuya occidentalis einen Stich ins Griine der Kotyledonen hat-
ten, fithrte ihn zur (berzeugung, dass die Whrme die Chlorophyllbildung bei den
Connerensamen im Dunkeln bewirke, insofern die Wiirme imstande ist, dieselbe nor-
male Ausbildung der Organe zu verursachen, als sie im allgemeinen durch Wirme u.
Licht bedingt und entwickelt werden. Dase bei den Conifercenkeimlingen ellein die
Warme bewirkt, was sonst nar Wirme und Licht verursachen, das zeige auch deut-
lich auf eine organisatorische Bigentiimlichkeit der Com.feren hin.

SACHS (4) nimmt zu diesam Gegenstand nochmals Stellung und betont, um das
Hissverstiéndnis BOEHMs zu berichtigen, dass die Gymnospermen gleich allen anderm
Pflanzen einer hinreichend hohen Temperatur bediirfen, wenn ihre XKeimlinge auch in
tiefster Finsternis das Chlorophyll bilden solier.

Von WIESNER (5) ist diesor Cegenstand auch in der Reihe won Untersuchungen
iiber die Entstehurg des Chlorophylls in der Pflanze behandelt worden Er hat man-
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nigfoltige Versuche eingeleitet, gelargte jedoch nicht zu Tatsachsn, welche die
Frage golost hidtten. So heben wir von ilm mur einige Reobachtungen und seinen Er-
kléarungsversuch. Seine Untersuchungen iiber die Chlorophyllbildung srgaben, dass

‘das Chlorophyll sus dem Etiolin entstehe, ferner dass das Chlorcphyll cine exrge-

nische Verbindung sei. Das Ergriinen der hnaterkemlinge von Pinus silvesirts, P
nigricans, P. Pinea, Abies excelsa und Thuya orientalis erklirt er folgendermas-
sen: Wdhrend der Keimung der Ccniferensamen entwickelt sicl: neben dem Etiolin -
aus welchem auch hier zweifellos das Chlorophyll hervorgeht - eine Substanz, wel-
che in diesem jene chemische Verdnderung hervorruft, die sonst durch die Wirkung
des Lichtes vecllzogen wird, und die das Eticlin in Chlorophyll umbildet. - Von
WIESNERs Beobachtungen ist wichng, dass mit dem Augenblick der Etiolinbildung
im Embryo, d.h. seiner Gelbfilrbung, amch schon Chleorophyll spektroekopigch nach-
zuweisen ist. Ferner fand er von je 100 Keimlingen etioliert: Bei Pinus nigri-
cenc 7, bei P, Pinea b, bei P. stlvestws 4, voi Thuyc orientalis 9. Selbst bei
einer I‘.rhdhung der Temperatur bis auf 24° C énderten die etiolierten Keimlinge
ihre Firbung nicht. - WIESNER geht auf das von BOEHN gefundene Etiolement der
Coniferenkeimlinge ein und neint, bei P. Pinea.liege das Temperaturminimum fiir 4.
Chlorophyllbildung hdher als dze von BOEIM angewandie Tempsratur betragen habe.
Das von ihm selbst beobachiete Nicht-Ergriinen erklirt er dadurch,-dass die Ent-

stehung der fraglichen Substanz, die in Dunkeln die Chlorophwllbxldu.ng veranlas-
se, unterblieben sei. Hier kd:nne das Licht die Einwirlaing der Substaunz ersetzen,
un’ das Ergriinen der etioliertem Coniferenkeimlinge herv'orzurufen, was ihm auch -
im Experiment gelungen war. - WIESNER stellte auch fest, dass die in Pinsterkeim-
lingen der Coniferen amftretenden Chlorophyllkdrner eine auffallende Widerstands-
losigkeit gogeniiber der Wirkung des Wassers zeigen. Eine solch geringe Resistens
der Chlorovhyllkdrner habe er an Angiospermen nie beobachtet.

BURGERSTEIN. (6) bat etwa 80 Coniferenarten auf das Verhalten ihrer Dunkel-
keimlinge gepriift. Bei allén sird dio Kotyledonen im Dunkeln deutlich griin gewor-
den, Die Hypokotyle sind mit Ausuahme von larix such griin. Wenn auch weniger auf-
fallend, so ist das Chlorophyll spektroskopisch durch den Absorptionsstreifem im
Rot nachzuweigen. Ginkgo ist die einzige Conifere, deren Keimling vollstindig e-
tioliert. BURGERSTEIN hat sich weiter die Aufgabe gestellt die im Dupkql und im
Licht unter sonst gleichen Bedingungen gezogenen Keimlinge morphologisch zu ver-

- gleichen. Zu diesem Zwecke stellte BURGERSTEIN die im Lichte gzu ziichtenden Samen
unter einen Glaskasten, die Dunkelkeimlinge in einen Dunkelkasten, so war gleich-

mitssige Luftfeuchtigkeit hergestellt. Die Versuthe wurden in demselben Raum ange-
stellt, sodass émuch die Temperatur gleich war. Die Messungen ergaben, dass die
Dunkelkelmlmge Xiirgere Wurzeln, .lingere und zugleich dickere hypokotyle Stengel-

"glieder sowie kiirzere Kotyledonen bilden als die Lichtkeimlinge bei nahezu der-

selben Temperatur, Luft- und Bodenfeuchtigkeit. Ferner wird das Endosperm von

Lichtkeimlingen rascher verbraucht als won Dunkelkeimlingern. Coniferensamen bei
§ - 9° gezogen liessen den Einfluss der miederen Temperatur bemerkbar werden, die
Dunkelkeimlinge wicsen ein lichteres Griin auf, gelbgriine oder gelbe Kotyledonen
mit einem Stich ins Griin. Erhitzung und Ablo.ihlu.ng der Samer hatten einen geringen
oder gar keinen Einfluss suf den Grad des Ergriinens bei Lichtabschluss. Was die
stoffliche Beschaffenheit der Coniferensamen betrifft, so stellt BURGERSTEIN fest,
dass das Endospeam gewdhnlich Aleuron in fettem 01 onthalte nur bei wenigen fin-'
det er neben Aleuron Stiirke. Der Embryo- ist gewshnlich weiss wie das Endospern,
enthilt Aleuron oder Amylum, auch beides. Viele Coniférensamen zeigen bei ihrem
Offnen gelbe, gelbgriine, griine Embryonen, so z.B. Abies Ptrnsapo, 4. Nordmanniana
u.8.f. - BURGERSTBIN ist schliesslich der Anschauung, dass die Chlorophyllbildang
im Dunkeln induziert sei, d.h. sobald der Embryo durch Aufnaiuie von Wasser, Begimn
der Atmung und Umbildung der Reservestoffe aus seiner gezwungenen Untiétigkeit er-
wacht, tritt dss schon frither induzierte Chlorophyll unabhingig vom Licht in Er-
scheimng. llehr oder weniger stark oder schwach sei d&ie Induktion bei den verschie-
denen Coniferen-Arten, und z2ls ihre Folge und zugleich ®ine Folge vorschiedener
Temperatureinwirkung sei deér ungleiche Grad des Ergriinens anzusehen.:

STAHL (7) geht in seiner Arbeit iiber die Biologie des Etiolements bei der Fra-
ge, ob nicht die Unterdriickung des Ergriinens viellem‘*t als eine niitzliche, fiir



262, Sclmidt, Chlorophylibildung im Coniferen-Embryo.

die Pflanzen wichtige Erscheinung angesehen worden kann, auf die Chlorophyllbil-
dung bei vdlligem Lichtabachluss ein. Er stellt diese Erscheirmung bei Algen, Bry-
ophyten, Pteridophyten und Gymnospermen, jedoch .ein Ausbleiben der Griinfdrbung
iim Dunleln bei sidmtlichen Angiospermen fest. STAIL zitiert Annalmen von PFIFFER
(6) und KRAUS (9), welche eine Erklidrung und zugleich einen Zusammenhaong disser
Tatsachen suchen. Nach PFEFFER wird die Chlorophybbildung im Dunkeln auch won den
Angiospemmen angestrebt, wird aber durch pathologische Verndltnisse, dig sich im
Dunkoln einstqllen, vcrhindert, oder es kinnen sich durch Lichtabschluss Faktoren
einstellen, die das Rrgriinen hormen. Werden diese beseitigt, so stehe der Chloro-
pPhyllbildung nichts entgegen. Nach KRAUS sollen Angiospermen, Gerste, Weisen, zur
‘Chlorophyllbildung im Dunkeln durch Einwirkung vor Methylallohcl-Dimpfen veran-
lasst werden konnen, jedoci liegt keine Bestétigung dieser Angabe vor. - STAUL
gelangt in seiner vergleichenden Betrachtung der verschiedenen Fille, wie sich
die Chlorophyllbildung von den Algen bis su den Angiospermen in ihrer Abhiingig-
keit vom Licht verhiilt, zu der Hypothese, das Verhalten der Coniferenkeimlinge ir
Dunkeln kénne vielleicht als ein konservativer Zug angesehen werden, den sie von
‘den in der natiirliclien Entwickelung vor ihnen stehenden Pflanzen {iberkormen ha-
ben. PEr stiitzt diese Ansicht suf eine Arbeit BITTRERs (10), in der als “chluss-
folgerung eingr {ibersichtlichen kritischen Ordmung der chlorophyllfiihrenden Kryp-
togamen, vom Gesichtspunkt der Chlorophyllbildung bei denselben, susgesprochen
ist, dass mit hdherer Organisationsstufe die Féhigikeit, Chlorophyll im Finstern
-gu bilden, vielfach verloren geht, so bei den Equiseten und den lLycopodiaceen,
Doch séi diese Erscheimung keine durchgreifende, denn Selaginella, die wohl als

. ‘oine von den hichst entwickelten Kryptogemen bezeichnet werden kann, vermag noch
im Pinstern Chlorophyll zu bilden, eine Pihigkeit, die den meisten Gymnospermen
gukoumt. .

Durch ihre Untersuchungen haben MONTEVERDE und LUBIMENKO (11) experimenmtell
versucht, in das Wissen von den Vorghingen bei der Chlorophyllbildung Klarheit zu
‘bringen. ¥it LIRO (12) stiumen sie darin iiberein, dass sie den Ergriinungsprozess
von der Chlorophyllbildung unterscheiden, Unter dem Begriff Ergriinung muss man
die Anhéiufung von Chlorophyll in den Plastiden eines Pflanzenorgans verstehen. Da-
gogen bezeichnet man mit dem Begriff der Chlorophyllbildung die Entstehung die-
ses Pignmentes gus den primiiren farblosen Stoffen. Selbstverstindlich sind die Be-
dipgungen der Chlorophyllbildung zugleich fiir das Ergriinen notwendig. Hun aber
sieht LIRO in der Chlorophyllbildung einen rein photochemischen Vorgzng; das farb-
lose Loukophyll verwandelt sich entweder unter der Einwirlung des Lichts oder bei
im Dunkeln ergriinenden Pflanzen durch Wirkung eines bisher unbekannton Katalysa-
tors in den griinen Farbstoff des Chlorophylls. Zu ganz andern Ergcbnissen und
Erklirungen gelangen aufgrund ihrer Arbeit MONTEVERDE und LUBIKEIKC. Dic Chloro-
Phyllbildung sei keineswegs eine einfachc photochemische Reaktion, wie LIRO anmalm
Boweis sei, dass sich das Produkt dor Lichtwirlamg aufl die etiolierten P{lanzen
durch sein Absorptionsspektrw: von Cidorophyll im Licht gewachsener Blitter deut-
lich unterscheidet. Vielmehr entsteht aufgrund ihrer Beobachtungen in den Plasti-
den aller ergriinungsfihigen Pflanzen, unabhingig von der Lichtwirkung, ein far-
biger Stoff, das Chlorophyllogen, das, sehr labil, sich leicht in ein stabiles
Produlkt, niémlich das Chlorophyll, verwandle und zwar entweder durch Licht-Ein-
-wirkung oder bei den im Dunkeln ergriinenden Pflanzon vermittels eines entsprech-
enden chemischen Agens., "aAuf diese Weise stellen die im Dunkeln ergriinenden sowie
die hierzu unfihigen Pflanzen nicht den scharfen Unterschied dar, welchen man
auf Grund ihres verschiedenen Verhaltems zum Licht annehmen kdnnte. Beide Pflan-
gertypen bilden im Dunkeln &us einem farhilosen Chromogen ein Pigment, welches wir
vorldufig Chlorovhyllogen nenren werden. Dic woitere Verdnderung dioses &usserst
labilen Pigmentes fithrt dahin, dass es sich in eine stabile Form, das Chlorophyll,
wnwandclt. Dsr Unterschied zwischen beiden Pflanzentypen besteht nur darin, dass
in einem Falle die Umwandlurg des Chlorophyllogens in Chlorophyll den Lichtzutritt
erfordert, wahrend sie im andern au:schliesslich unter Wirkung chemischer Agentien
der lebenden Zelle stattfinden kannv,

Von Bedeutung fiir den hicr zu urntersuchenden Gegenstanl sind die Arbeiten von
WILLSTATTER und STOLL (13). Sie haben ungefihr 20C Pflanzenarien, darunter auch
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die Fichte und Taxus bcccata, untersucht und bei Kryptogamen und Phanerogemen
die Einheit des Chlorophylls festgestellt und hinreichend begriindet.

Pine Untersuchung des Chlcrophylls der Dunkelkeimlinge bei Pinus hat COUPIN
(14) mit dem Ergebnis beendet, dass hier 2-Chlqrophyllarten vorhanden sind. Die
eine Art entwickeln die Dunkelkelmlinge, ihre lypokotyle zeigen einen geringen
Anthocyangehalt, das andere Chlorophyll entsteht mur langsam, etwa 20 - 30 Tage -
nachdem die Dunkelkeirlinge ans Licht gebracht worden sind; sie besitzen dany in
den Hypokotylen viel Anthocyan. Bemerkenswert erschien dem Verfasser eine Beob-
achtung, dass die Kotyledonen von Licht- und Dunkelkeimlingen gleichgross blig-
ben und nur die liypokotyle ein deutliches Etiolement aufwiesen, indem die. im Dun-
keln kultivierten 5 cn lang wurden, wilhrend die Lichtkeimlinge liypokotyle vom mur:
-3 em zeigten. : ) .

Um die hier gestellte Aufgabe zu einem Ergebpis zu fithren, so scheint.mir von
den in der literatur vorgefundenen Anschau.ngen iiber die Chlorophyllbildung die-
jenige am besten Wege weisend und experimentell auswertbar zu sein, die im Samen
der Coniferen selbst einen oder mehrere chemische Stoffe annimmt, welche die
Chlorophyllbildung in den Keimlingen durch ihre Einwirkung hervorzurufen imstan-
de sind. So sei ganz allgemein diese Hypothese ausgesprochen, von der ausgehen:
~die Untersuchungen in Angriff genomnmen werdenwv

II. METHODISCIIES.

I. ALLGEMEINE METHODEN,
2. Keimungsanlagen.

Zur Apgucht von lebenskriiftigen Keimlingen rmssten bei den Veérsuchen die all-
gemeinen' Keimungebgdingungen eingehalten, insbesondere aber mun die spaziellen
Verh#ltnisse bei den Coniferen Leobachtet werden.

. Im Keimungsprozess, den NOBBE (15) ‘eine Wetamorphose ohne. Stoffbildung nennt,
‘'werden zur Anregung der formbildenden Aktion zunichst Wasser zur Quellung, .im -
spiiteren Stadium zur Aufldsung und Umbildung der Reservestoffe aich Sauerstoff
aufgenommen. Diese Bedingungen mussten auch den Coniferensamen bei jedem Experi-
~ment dargeboten wqrden. Besondere Verhiltnisse ergaben sich bei den Coniferen
in den physikaligghen Keimungsbedingungen, indeém Temperatur, Luft-, Bodenfeuch-
tigkeit, Keimunterlagen, Beleuchtung, Liiftung genz bestimmt geregelt werdan muss—
ten, um gesunde Keimlinge zu erhalten.

_ HAACK (16, 17), STINGL (18), BROWN und MORRIS (19) haben mit Samen und Fmbry-
onen- Ziichtungsversuche ausgefiihrt. An ihre Arbeiten lehnte ich mich in der Wahl
meiner Versuchsanordnung an. Es standen mir : a) grosse Kristalltsierschalen zur
Verfilgung mit einem innern Durchmesser 2 r = 22 cm und der innern Hdhe h = 7,5 em;
b) etwas kleinere mit 2 r = 20 cm, h = 6,5 cm; c) bedeutend kleinere mit 2 r =
14,5 cm, h = 4,5 ¢em. - In den a)-Kristallisierschalen konnte ich'bequem 4 Keim-
brudken unterbr1ngen Glasschalen won ausser: 2 r = 8 cn und ausser © = 1 cm, die
in Wasser von 1 cn Hdhe standen, der Boder der Schalen nit Eliesspap1er bedeckt,
von dem ein 2 cm breiter Streifen in dss Wasser unterhalb, zlso 3 cm tief, rezch-
te. In den b)-Kristallisierschalen hatten.3 solcher Keimbriicken, in den c)-Scha-
len 1 Keimbriicke Platz. So war auch ein dunstgesitiigter Raum in den zugedeckten
Kristallisierschalen gesichert, Luft konnte unter dem Deckelrand elndr1ngen flir
Kohlensdure-Zufuhr war durch 6fteres Liiften gesorgt. '

Die Versuche mit Nihrldsungen waren in gleicher Weise angectellt, muar statt
des Fligapa;ierc lagen die Glasschalen-Deckel auf der Keimbriicken, die mit Nihr-

- substanz vollgesogeno Glaswolle enthielten. Die Keimaovparate befanden sich bei
h8heren Temperaturen im Thermostaten, deren einer im Dunikelzimmer stand, einer

im Laboratoriwa und zerstreutes Tageslicht einliess, also auch dem Helligkeits-
wechsel von Tag und Nacht ausgesctzi war. Boi gewthnlichen Temperaturen von 1€ «
220 starden die Feimapperate im Laboratorium oder im Warmhaus frei, dem Licht ex-
poniert .oder in Pappschachteln, die kein lLicht durchliesscn. Es war immer gesorgt,
die Dunkel- bezw. Licht-Vergleichsversuche sonst anndhernd gleichen Bedingungen
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zu unterwerfen. Coniferen-Samen keimen auch aus, wenn sie nicht auf Fliesspapier
liegen, sondern in einer Wasserschicht schwimmen, die den Zutritt des Luft-Souer-
stoffs nicht verhindert. — Um die Coniferensamen in Erde ou ziehen, folgte ich
den Angaben BURGERSTEINs, fiillte Glasschalen mit einer Mischung von Gartenerde
und Flussand, sdte die Samen 1 cm tief, stiilpte eine Glasglocke iiber die Keim-
schalen.

b. Versuchsanstellung mit Sanmen.

HAACK h#ilt ein Vorquellen oder Anbeizen des auszusidenden Samens nicht fir not-
wendig. Bei den von mir angestellten Versuchen mit ganzen Samen ging der Aussaat
stets ein Quellen derselben von ein~ bis menrtigiger Deuer voraus, wihrend ich
vom Anbeizen Abstand nehmen konnte. Der Abstand der ausgesdten Samen durfte nicht
ganz beliebig sein, HAACK machte die Erfahrung, dass der Abstand mindestens 3 -
5 en zu bemensen sei, er site 100 Kdorner auf einer Fliche von 50 qem, um die Ge-
fahr einer Ansteckung gesurnder Samen durch kranke zu verringern. Die Quellung u.
Keirmung der Samen erfolgte h i e r stets in Leitungswasser, das ziemlich kalk-
haltig ist, aber weiter keinen Einfluss auf meine Untersuchungen hatte. Angaben
iber die Keimfﬁhigkeit -der Coniferen-Arten fand ich bei KIRCHNER- LOEW- SCHROETER
(20), sodass ich die Tatsache, dass viele Samen taub sind, berticksichtigen konn-
te ohne viel eigene Proben anstellen zu miissen.

c. Versuchsanstellung mit Embryonen.

Die Annahme, dass ‘es sich bei dem Ergriinen der Coniferen-Samen im Dunkeln um
stoffliche Vorginge handelt, filhrte mich zu Versuchen mit exstirpierten Embryo-
nen., Ich fand &hnliche Versuche angestellt vor bei VAN TIEGHEM (21) sowie bei
den schon zitierten BROWN-und MORRIS und STINGL. Ich konnte flir meine Methode da-
von viel verwenden. Die Coniferensamen musste ich je nachk der Harte ihrer Schalen
verschieden lang im Quellwasser liegen lassen, bis ich sie ohne Gefahr, Embryo u.
Endosperm zu zerstdren, 6ffnen und den Keimling herausldsen konnte. Die Samen-
schalen von Blota orientalis z.B. platzten erst nach 20 - 30 Tagen nach und nach,
und erst dann konnten die. Embryonen unversehrt exstirpiert werden. Bei Ppinus stl-
vestris geniigtp 24-stiindige Quellung in Leitungswasser von 15°. Es war auch ohne
Einfluss auf die Ergebnisse, ob die Quellung im Licht oder Dunkel erfolgt war.
Dagegen war es wichtig, das Exstirpieren der Embryonen schnell und ohne Verletz-
ung der kleinen Versuchsobjekte durchzufiihren. Wenn die aufgeweichte #ussere Sa-
mengchale durch den leichten Druck zwischen 2 Fingern oder durch Jeichtem Schlag
am Radikula-Ende anfgesprungen und dieselbe dann entfernt war, gelang es mittels
der Pinzette und leichten Driickens des Endosperms zwischen den Fingerspitzen von
Daumen und Zeigefinger, den Embryo unversehrt heraumszuldsen. Die schwierigste
Stelle ist das Wiirzelchen, das ja mit dem Endosperm verwachsen ist. Doch gelang
auch hier die Operation, weil das bereits aufgesogene Vasser hier schon gelbst
hatte, Bei den letzten Versuchen der noch gu beschreibenden Transplantationsme-
thode mussten die Embryonen aus den grosgen Samen von Pinus Jeffreyi und P.” Lam-
bertiana zum Teil ohne voreusgehende Quellung des Samens exstirpiert werden, was
nictt leicht gelang, da die Embryonen leicht zerbrechen. liier operierte ich fol- h
gendermassen: Ich schnitt mit dem Rasiermesser das von den Schalen befreite En-
dosperm ringsum und in der Lénge an, konnte denn mit Daumen und Zeigefinger leicht
und gefahrlos den Samen amfbrechen, sodass die eine Endospermhilfte den unver-
sehrten Embryo noch barg, woraus ihn zu exstirpieren ziemlich gefahrlos ging.

Sollten die Embryonen im Dunkeln kultiviert werden, wurden sie gleich nach
der Exstirpation unter einen Blechtopf amnf feuchtes Fliesspapier geborgen. Wie-
derholtes Aufheben des Gefisses schadete nicht dem Ergebnis innerhalb einer ge-
wissen Zeit, bei Pirus stlvestris z.B. von 30 Mimuten. Jedoch verhielten sich die
Coniferensamen darin verschieden.

Die Embryonen wurden nackt in den Keimapparat eingelegt im Abstand von 1,5 -
5 cm voneinander, je nach ihrer Grdsse. Ferner wurden mit ihnen Versuche
stellt, in denen die Ernfihrungsbedingungen ver#indert dargeboten wurden. Ich hielt
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mich dabei an cie Methoder der zitierten Autoren. Ich ziichtete frisch exstirpier-
te Embryonen in verschidenen Nihrlosungen auf Glaswolle. Ich 8ffnete die Endosper-
me, loste die Embryonen aus ihrem natiirlichen Zusammenhang und setzte sie wieder
ein in das eigene Endosperm (Replantation) oder in solches anderer Coniferensgac::
(Transplantaticn). Dabei musste beobachtet werden, dass die Pinzette irmer keim-
frei war, was durch Eintauchen derselben in Wasserstoffsuperoxyd erreicht wurde.
Die Endosperme waren frei, drh. ohne Samenschale, auf der Keimbriicke, hielten sich
unsterilisiert durch die ganze Versuchsdauer. Dze Keimlinge durften m;t Wasser-
stoff-Superoxyd (3%) zwecks Sterilisation, wie sie von GRAFE (22) fir hishere le-
bende Pflanzen empfohlen wird, nicht behandelt werden. sie gingen mit dabei stets
zugrunde. Die Keimapparate bracuhten nicht Keimfrei gemacht zu werden. Keimlinge
in gesunden Endospermer gediehen i: ihnen.

Vergeblich waren meine Versuche, schon gewachsene Embryonen in Nhhrgelatine
oder in Nihrl8sung selbst zu ziichten, weil die endospermfrei kultivierten Keim-
linge niemals zur Wurzelbildung zu bringen waren. Daher {ibergehe ich dxe Darstel-
lung dieser Methodse.

Ll 3Z0002ENE ATGETANDTE UETHODEN.

Ich musste ausser den bisher geiibten und bekannten Methoden zur Ziichtung von
Keimlingen noch auf andere Art und Weise versuchen, diese nicht allein zu kulti-
vieren, sondern auch zugleich den Bedingungen der Chlorophyllbildung in den Keim-
lingen der Coniferen im Dunkeln beizukommen.

Erndhrungsphysiologische Methoden.

Ich hefolgte folgende Versuchsanordnung: Die Coniferensamen wurden nach mehr-
tédgiger Quellung von der Samenschale und auch von der das Endosperm iiberziehenden
rotbraunen Samenhaut befreit. Mit einer in Wasserstoffswperaxyd getauchten Pin-
zette wurde dgs Endosperm nach vorherigem Einschnitt mit dem Rasiermesser vom Em-
bryo zur Hilfte abgeldst, sodass entweder die Kotyledonen oder das Wiirzelchien ent
blosst waren. Beim Auflegen der so behandelten Samen auf die Fliesspapierkeim- *
briicken kam stets der Embryo entweder mit den Kotyledonen oder dem Radlkularende
auf das feuchte Substrat zu liegen, sodass Streckung und Wachstum ermbglicht war.

Eine andere Mcthode bestand darin, Coniferensamen im Licht und Dunkeln kei-
men zu lassen. Sobald das Wiirzelchen durchgebrochen war, konnte dann der ergriinte
Embryo mit den Fingerspitzen angefasst uni! aus seinen Endosperm herausgezogen, an
seine Stelle ein arteigener Embryo replantiert oder transplantiert werden. Dies
ging leicht und gefahrlos, wenn ich das Endosperm am Wiirzelchen mit der Pinzette
abhob. Die eingefiihrten Fmbryonen waren eben exstirpiert oder schon merrere Tege
nackt i Dunkeln gezogen, dann also schon gewachsen, mit dem Kotyledonar- oder
‘dem Radicula-Ende in das EZndosper:: eingesetzt. Bei diesem Vorgang der Re- und
Transplantaoticn waren Rasiermesser und Pinzette stets steril gehslten.

. Die Transplatatic.smet oder konnten nach und nach modifiziert und verfeinert
werden. Jur Zrhaltung von currakteristischer llerkmalen des Ergrinungsprozesses
wurden die Operatxoner folgendermassen ausgefiinrt: Der endosvermbefreite Embryo
wird auf Endosperm 1) artgleicher, 2) artfremd.: Samen transplantiert und liegt
demselben entweder m1t den Kotyledonen oder der Radikula an. Der Embryo wurde aus
dem ungequollenen Samen exstirpiert, weil schon 24 Stunden Quellung der unverletz-
ten Samen von Pinws JeSf/reyt, d.h. Stoffwanderung aus dem Endosperm in dem Embryo
infolge Wasserzufuhr, ein Ergriinen des Embryo veranlassen. Ferner wurde das Radi-
kula-Ende at:. eschinitten, welchem Endosperm mit der \‘turzelhaube anhaftet und wel-
ches schon genigt, um "rgrinung des Embryos herbei:zufiihren. So vorbereitete Em-
bryonen zeigten im Dunkeln geziic!.tct dauernd Fcrblosigkeit. - Das Endosperm konn-
te auch ganz vorziiglich nach gewisser Zeit der Ubung priipariert werden. Ich ldste
6s aus den Samenschalen heraus, fijhrte mit dem Rasiermesser einen Schnitt rings
um das Endosperm, sodass der Fmbryo nicht mitgefasst wurde, ick ihn dann aus dem
Endosperm vorsichtig herausziehen konnte. Somit erhielt ich zwei "Endospermmiitzen",
die eine vom Kotyledonar-, die andere von Raducular-Ende. Beide konnten verwendet
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werden, wenn sie noch etwas verkleinert wurden, sodass dem Embryo auf die Cotyle-
donen oder amf die Radicula je eine Endo-spermmiitze aufgesetzt werden konnte und
er im Kontakt damit kultiviert wurde. Das Endosperm konnte auch nach Halbierung
‘das Samens als halbe Endospermscheide oder, wie wir es nennen wollen, als "Endo-
spermlager" verwendet werden. Es wurde entsprechend der Grisse des Embryo zuge-
schnitten. Der Embryo wurde mun entweder in die Endosperm-Miitze hineingeschoben,
wobei auf die Grosse beider Objekte geachtet werden musste, oder dem Endospermla-
ger aufgelegt. Blieben Embryo und Endosperm arteigener und artfremder Samen 2 - 3
Tage lang in kiinstlich nérgestelltem Kontakt, -so war schon ein Griinfarben des
Keimlings wahrzunehmen. Embryo und Endosperm lagen stets beide mit irgendeinem
Teil auf dem feuchten Fliesspapier der Keimbriicke, hatten somit. Wasserzufuhr.

Hatten die Endosperme von Pinus Jeffreytiund R Lambertiana bei aen Transplan-
tationen sich mit wenigen Ausnahmen féulnisfrei erhalten, so rmsste nun bei Ver-
suchen, die Embryonen anf zerstdrtem Endosperm zu ziichten, vollig steril gearbei-
tet werden. Ich zerstdrte embryo-befreite Endosperme durch Zerreiben im Porzellan-
. mbrser. Dieser sowie alle Gefiisse, Instrumente waren sterilisiert. Die Endosperme
lagen bis 5 Mimten in 1/o0 Subiimatlosung, wurden dann 8fters mit sterilem Wasser
iibérgossen, dann zerrieben. Die Operationen wurden im Impfksten vorgenomren. Die
Enbryonen frisch exatirpiert, ungequollen wurden in 1 o/oo Sublimatl8sung, dann
in steriles VWasser getaucht, mit der Pinzetie mit Cotyledonen in den Nihrbrei ge-
stossen, sodass das Wiirzelchen dem feuchten Fliesspapier auflag.

III. CHZQROEHTLLBESTZMHUNG.

Nach MONTEVERDE und LIRO steht die Chlorophyllbildung am Anfang des Ergriimungs-
prozesses und es sind dann die Bedingungen der Chlorophyllbildung selbstverstind-
lich auch fiir das Ergriinen notwendig. '

Das ersate Auftraeten von griinem Farbstoff geschieht zuniichst in dem Auge un-
sichtbaren Spuren. Alkoholische Auszilge miissten von grossen Mengen des Versuchs-
moterials gemacht werden, um wenigstens im Spektroskop durch den dunklen Absorp-
tionsstreifen im Rot das Vovhandenseln von Chlorophyll anzuzeigen. Das war hier
bei den kleinen Versuchsobjekten und auch infolge sparsamen Umgehens mit dem sehr
teueren Samenmaterial nicht mbéglich. Aber schliesslich auch nicht notwendig. Wur-
den die Keimlinge solange unter bekannten Bedingungen belassen, bis dem Auge deut-
‘lich ein Ergriinen erkennbar wurde, durfte man doch gewiss sein, damit zugleich
die Bedingungen der Chlorophyllblldung bestimmen zgu kinnen. Es kam also bei der
Chlorophyllbestimmung nicht darauf an, die ersten Spuren, den Augenblick deés er-
sten Auftretens von Chlorophyll, sondern iiberhaupt das Vorhandensein desselben
feststellen zu kdnnen. Dazu diente das freie Auge, indem dann zur genaueren An-
garte die OSTWALDsche Farbentabelle herangezogen wurde. Soweit es miglich war, wur-
- den auch spekroskopische Nachpriifungen der Verasuchsobjekte angestellt.

Die Farbentabelle wurde nach ihrem Einteilungsprinzip derart verwendet, dass
ich den VWeiss-Schwarz-Gehalt der Versuchasobjekte ungefihr annahm, dann die ent-
sprechende Abteilung aus der Tabelle vergleichsweise heranzog. In dieser Abteilurg
wieder konnte der Farbenton gesucht und vergleichend bestimmt werden. Der Farbbe-
stimming geht also die Feststellung des Weiss—Schwarcz-Gehaltes vor. Die mit dem
Keimling iibereinstirmende Farbentafel fiihrt die Kennziffern. 00 - 100 gibt den
Farbton an, und zwar ist 00 = gelb, 25 = rot, 50 = kornblumenblau, 75 = griin, 100
= geldb. Der erste Buchstabe der Kernziffern a -~ p gibt den Weissgehalt an, und
zwar von Maxirmum a zum Minimum p. Der zweite Buchstabe kennzeichnet den Schwarz-
gehalt vom Kinimum a zum Maximum p.

Den SORBY-BROWITINGschen Mikrospektral-Apparat beniitzte ich nach KRAUS' (24)
Anleitung, vor allem, wenn ich das Etiolement sicher bestimmen wollto, wenn also
die Versuchsobjekte dem Auge keine Spur von griinem Farbstoff zeigten. Hier geniige
te denrn die Feststellung des Fehlens des scharf begrenztcu Atsorpticnsstreifens
im Rot, zwischen B und C des Spektrums gelegen. '

Gut liess sich das Mikrospektroskop.zur Untersuchurng dea Chleororhylls der
Dunkel - Lichtkeimlinge verwenden. Es hat in einem Gesichtsfeld zwei Spektren, ei-
nes von unten durch das Linsensystem vom Spiegel des Mikroskops erzeugt, das ande-
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re durch seitlich einfallendes, gleichfalls von einem Spiegel hingelenktes Licht
arzeugt. '

" Der Auszug des Chlorophylls geschah kalt mit 85% Aceton nach WILLSTATTERs
(13) Angaben. Die ergriinten Imbryonen wurden mit einer Scheere zerkleinert und
im Dunkeln in Aceton stehen gelassen. Der ungefiihr gleiche Verdiinrungsygrad, der
bei Vergleich zweier Chlorophyllausziige beobachtet werden muss, wurde srreicht
durch Zugiessen von Aceton und dann Umschiitteln, bis beide Ausziige don gleichen
Intensititston der griinen Farbe aunnahmen.

III. EIGENE VERSUCHE UND ERGEBNISSE.

I. VORVERSUCHE.,
a. Sichtung des Materizls.

Das Sawernmaterial, das mir Herr Prof. KARSTEN durch Mittel der PAREY-Stiftung
zur Verfiigung stellte, sichtete ich zunidchst darguf hin, ob die Embryonen farb-
los sind oder schon einen + deutlichen Stich ins Griin zeigen. Die Angaben BUR-
GERSTEINs hieriiber konnte ich beniitzen und bestiitigt finden. Ein Chlorophyllaus-
zag z.B. mit 85% Aceton, von Abies Pinsapo-Embryonen zeigte auch die Absorption
im Rot des Spektrums. Fir meinen 2Zweck, die Bedingungen der Chlorophyllbildung
ausfindig zu machen, ergaben sich daher gls einzig geeignet die vélliyg farblosen
Embryonen. - Ein weiterer Gesichtspunkt bei der Wahl der Coniferensamen zu Ver-
suchszwecken war der, ob sie keimfihig sind, ferner {iberhaupt in dem wohl ausge-
bildeten Endosperm einen Embryo bergen. BURGERSPEIN hatte auch die Beobachtung
genacht, dass die 4bies-Samen mit relativ dicker und harzreicher Testa meist kei-
nen Embryo enthalten. Ich halbierte die schalenbefreiten Coniferensamen mit dem

-Messer und fand folgende Embryonen viollig farblos in dem mattweissen Endospe:m,
die sich auch bei den Keimversuchen als gesund und kriftig erwiesen: Pinus sil-
vestris, R Strobus, R Pinaster, P. Jeffreyt, Picea excelsa, Biota orientalis
Von griinem Chlorophyllfarbstoff ist in diesen Samen mit freiem tuge sowie uuch
spektioskopisch nichts wahrzunehmen. Sie wurden daher auch in meiner Untersuchung

dauernd verwendet.

b. Versuche mit Samen.

Durch {lberlegung und beim Experiment wurde es mir klar, dass es schwierig
sein wiirde, bei den Versuchen, der Beobachtung und Deutung derselben, also bei
den sichtbaren Ver{nderungen des keimenden Samens die Keimmungsbedingungen und
ihre Wirkungen von den Ergriinungsbedingungen und ihren sichtbaren Spuren unter-
scheiden zu lernen. Dieser grundlegendsn Fragestellung dienten die ersten Versuche

Ich machte BURGERSTEINs und HAACKs (26) Versuche teilweise nach und richtete
dabei das Hauptaungenmerk auf die Chlorophyllbildung. Ich sidte R silvestrisin
Erde, setllte eine Keimschale davon dunkel. Innerhalb 18 - 20 Tagen waren einige
Keimlinge hervorgegangen mit gekriirmtem Hypokotyl, das im Dunkeln nach weiteren
30 Tagen 2 - 3 cm lang wurde, wihrend die Hypokotyle der am Licht wachsenden Keim-
linge gar nicht verlingert kurz iiber dem Boden blieben. Die Griinfiarbung war bei
Licht- und Dunkelkeirlingen deutlich unld mit freiem Auge unterscheidber und ent-
sprach folgenden Tafeln der 0STWALDschen Farbentabelle: Keimlinge im Dunkeln:

96 1 c; Keimlinge im Licht: 88 1 e.

KNach weiteren 8 Tagen, einen Monat seit dem Aussien, hatten die Kotyledonen
die Samenschalen noch nicht abgeworfen. Die Firbung wies folgende Unterschiede
auf: Die Dunkelkeimlinge zeigten dem Boden genihert weisse Hypokotyle, die Licht-
keimlinge rotgriine. Morphologisch unterschieden sich die Keimlinge ganz so, wie
BURGERSTEIN es beschrieben hatte. Die Kotyledonen der Dunkelkeimlinge niimlich wa-
rev Wiirzer, die der Lichtkeimlinge llnger, miteinander vergl-ichen. Die Aussage
COUPINs, dass die Kotyledonen der Dunkel- und Lichkeimlinge gleichlang seien, ist
also falsch. BURGERSTEIN hat seine Beobachtung an zahllosen Objekten durch Messung
‘gewonnen, ich kann sig mur bestitigen. Die Hypokotyle sind im Dunkeln linger ge-
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worden als im Licht.

Meine Versuche sind vom Frilhjahr an bis Ende November angestellt. Niemals konn-

te jedoch ein Einfluss der Jahreszeit auf das Ergebnis des Ergriinens im Licht wie
im Dunkeln festgestollt werden. HAACK hat fiir die Keimung dasselbe konstatiert,
denn unter gleichen optimalen Bedingungen erfolgte die Keirmng dor Kiefern- und
Fichtensamen in allen Jahreszeiten ganz gleiclmiissig. HAACK hatte den Binfluss der
Wirme auf das Keimungsergebnis studiert. Die Regel, die er aufstellte, dass die
Keimung um so schneller vor sich geht, je hohor die Temperatur des Keimraumes ist,
kann ebenso fiir die Chlorophyllbildung gelten, denn bei allen von mir angestellten
Versuchen und Beobachtungen der Einwirkung verschiedener Temperaturgrade auf das
Ergriinen war es nicht méglich, Keimungs- und Ergriimmgsbedingungen voneinander
getroennt zu beobachten. A asilvestrie bei 16° brauchte auf Fliesspapier gestichtet
lénpgere Zeit, um auszukeimen und mit dem Ausbruch des Wirzelchens zugleich Chlo-
rophyllbildung zu zeigen, als Kiefernssmen in einer Temperatur von 259 gehalten.

In HAACKs Versuchen zur Priifung des Kiefaernsamens, insbesondere was den Ein-
fluss des Lichtes guf die Keimung anlangt, suchte ich nach Versuchsanstellungen,
die trotz verschiedenen Keimungsbedingungen eineri nennenswerten Unterschied im
xeimuxgsverlauf nicht zeigten. Ich konnte vielleicht gerade durch diese verschie-
denen Bedingungen eine Verschiedenheit fiir das Zrgriinen erzielen. In dieser Ab-
sicht machte ich aunch Versuche HAACKs nach, um die Einwirkung verschiedener che-
nischer Stoffe anf die Keimmng zu studieren. Es kem darauf an, Bedingungen irgend
einar Art zu stellen, die nicht so sehr den heimungsvorgang, wohl aber die Chlo-
rophyllbildung modifizierten, evtl. hinderten. Diese Versucho wurden mit ‘R gil
vestris unternormen, welche durch kurze Keimzeit der Samen ausgezeichnet und der
experimentellen Becbachtung dadurch entgegenkommend ist. Es gault zu untersuchen,
inwiewgit Verschiedenheiten der Lichtfarbe von Einfluss sind auf die Chloraphyll-
bildung der Goniferenkeimlinge.

Ich liess Kiefernsamen auf Keimbriicken ankeimen und zwar unter einer Glas-
glocke, die zerstreutes Tageslicht zuliess, ferner unter einer SACHSschen Doppel-
glocke mit dappeltchromsaurerEalildsung gefilllt. Ein dritter Keimapparat stand’
unter einer Noppelglocke nit Kupferoxydammoniak. Endlich ein vierter im vdlligen
Dunkal unter einom Pappdeckelzylinder. Die gleiche Luftfeuchtigkeit herrschte in
den gleichgrpssen Keimapparaten (c), dieselbs Temperatur T = 18 - 220, da die Ver-
suche im gleichen Rpum gemacht wurden. Die Ergebnisse stimmten mit denen HAACKs
iberein; vorwiegend die hellen, gelben und roten Lichtstrahlen fdrderten die Kei~
mung., Was die Chlorophyllbildung betrifft, so trat sie unter allen Bedingungen
éin, also i.Tageslicht, in Rot-Orango-Gelb-Criinlicht.unter der doppeltchromsanren
Kalilbsung, im Criin-Blau-Indigo-Violett-Licht unter der Kupferoxydemmonisakldsung,
.8owie in v6lliger Finsternis; und zwar war dem unbewaffneten Auge die Criinférbung
deutlich erkemnbar in dem Augenblick, wo das Wiirzelchen die Samenschale ein klein
‘wenig durchbrochen hatte. Das Wiirzelchen war je nach dem, ob die Keimung durch d.
Lichtart gefdrdert oder gehemmt war, frither oder spdter ausgetreten, entsprechend
die Chlorophyllbildung frither oder spiéter zustande gekommen. - Versuche, Kiefern-
samen gasformigen Stoffen amszusetzen, stellte ich derart an, dass die Keimbriick-
en auf Glasplatten standen, iiber die eine Glasglocke luftdicht gestiilpt werden
konnte. In einem Schiflchen unter der Glocke verdunsteten je 2 ccm Kther, Chloro-
form, Perpentin. Die Kulturen waren im Dunkel in Ather 24 Stunden und dann an der
Luft gesiichtet nach 6 Tagen ausgekeint und zeigten griine Kotyledonen. Im Terpen-
tindaops im Dunkeln bei T = 18 - 220 gezogen, wobei auch Luft durch ein Glasrohr
zutreten konnte, waren die Kiefernsamen orst nach 9 Tagen susgekeimt, ibkre Koty-
ledoren waren ergrint. In Alkohol und Chloroform war es garnicht zur Keirung ge-
kormen, Jdi2 Samen waren allmihlig zugrunde gegangen.

Die Sanen im Dunkeln auf Lisungen wie KlIOPsche Nihrldsung, Rohr-, Trauben-
zucker, Kalisalpeterlisung geziichtet, brachten auch keine Abweichngen von dem
gewbthnlichen Verhalten inbezug auf das Ergriinen der Keimlinge, Die gleichen Erfab-
rungen machte ich, als ich Kiefernsamen in Keirk$lbchen nach DETHERs (23) Angaben
in Wasserstoff-, Smuerstoff-, Kohlensiure-itmosphaere ziehen wollte. In Sauerstoff
allein waren die Samen ausgekoimt, die Keimlinge griin geworden.

Di2 Ergebnisse der Vorversuche besteher zusammengefasst darin, dass durch &us-
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sere, an den keimenden Samen her ngebr achte physikalische oder chemsc 16 Beding-
ungen keinerlei experimentelle Eingriffe in die 1i‘v-grunu.ngssféi.h1gke-11; des Keimlings
getan werden kinrnen derart, dass sie die Keimung zulacssen, zugleich aber die Chlo-
rophyllbildung irgondwie storen, hermen, férdern oder gar hintanhalten.

II, VERSUCHE IIIT NACKTEN HIBRYC&VEV.

Dicse Vorversuche konnten in der vorgefassten Meimng bestirken, dass nur
eine stoffliche Eigenschalt, ein chemisches Agens, wie LUBIMENKO sagt, ein stoff-
licher Kotalysator nach LIRO, im Samen selbst die Ergriimung hervorruft. Hier muss-
ten {berlegung und Bxperiment einscetzen. Die natiirliche Beschaffenheit des Coni-~
forensamens bot die oben beschriebene Methode geradezu an, die Exstirpation des
Keimlings, da sich ja Embryo und Endosperm trennen lassen. :

Ich legte exstirpierte Embryonen von R gilvestris, die matiwoeiss und durch-
schnitilich ungofdihr 3 mm lang waren, auf Fliesspapier-bezogene Keimbriicken; der
Keinmaprerat, also diec Krlsta.lhsmrschale mit der Keimbriicke, stend in einem Ther-
nostaten bei. einer Temporatur von 27° im Dunkelzimmer. Nach 4 Tagen hatten sich
dis Embryomen auf 6 mm gestreckt und waren farblos sowohl dem Auge als auch spek-
troskopisch war absolut kein Farbstoff festzustellen. Nun blieben die Dunkelkeim-
linge in zerstreutem Tageslicht, waren dem Wechsel von Teag und Nacht ausgesetzt.
Nach 3 Tagen waren sie leicht, nach 5 Tagen deutlich wahrnelmbar ergriint, und
zwer Kotyledonen und Hypokotyl. Ein anderer Versuch in gleichon Bedingungen wie
zuvor, bei einer Pemperatur von 22 - 25° angestellt, ergab nach 6 Tagen véllig
farblose Dunkelkeimlinge, die ans Licht gebracht nach 3 Tagen einen Stich ins
Griin hatten.Das Woeiss der Dunkelkeimlinge entsprach der Farbentafel 0 8 b a. Das
Griin nach 3 Tagen Tagesbeleuchtung der Farbentafel: 92 g b. - Beim Gegenversuch
blieben u.a. exstirpierte Kiefernkeimlinge bis 30 Minuten in Licht, wurden dann
dunkal gehalten waren nach 4 Tagen farblos. - Plcea cxcelaa-Embryonen wurden
nach S5-tlégigam Quellen herausgeldst, standen eine Stunde ir: Licht und warden
dann inm Dunkeln bei ? = 22 - 25° gezogen. Nach 3 Tagen war ein Stich ins Griine
zu kongstatieren. - Ein solches Btiolement der Keimlinge ir: Durkeln ergeb sich
auch nit Imbryonen von Pinus Strobus, P. Jeffreyi, P Pinaster, Biota orientaltis.
Die im Dunkeln weiss gebliebenen aber gewachsenen Keimlinge zeigten keine Spur
von Farbstof{ weder dem Auge noch der spektroslkopischen Prdfung.

Es ist somit gelungen, ein Etiolement einiger Coniferen-Keimlinge durch en-
dospernfreie Ziichtung im Dunkeln herbeizufiihren. Es verhalten sich so die Dunkol-
keimlinge solcher Coniferenarten, deren Samen schon vor der Keimung einen farb-
losen Embryo anrfweisen.

Ich stellte mir dic Auf{,abe Coniferenembryonen in Tagesbeleuchtung oiner-
seiss, bei vdlligem Dunkel andercrseits, unter sonst gleichen Bedingunge: zu zich-
ten, ihr verscihiedenes Verhalten irbezug auf Wachstun und vor sllem Ergrinung zu
becbachien. Die Keimapparate wurden gleichmissig eingerichtet, immer die gleichen
Kristallisierschalen in den Darallelversuchen verwendet, ferner die gleiche Keim-
rounm-Tenperatur beobachtet. Eine solche T = § - 14° hatte ich im ungeheizten
"'"mhe.us T = 14 - 18° fand ich im Laboratoriwa vor durch die Versuchszeit, 16 -
23° im gnhel"ten Arveitszimmer des Instituts, T = 25 - 30° wurde in Thermostaten
erczielt, wvon denen der eine inm Dunkelziumer swzd der andere im Arbeitszimmer
frei lem Tageslicht exponiert.

Aus R gilvestrisSenen, die 5 Tage lang in Quellwasser gelegen batten war-
den Lmbryonen herausgelost und hei einer Temperatur, die durcih Tag und Nacht
zwischen 2 = 14° schwankte, im Licht und im Dunkel gezogen. Die Embryonen, 3 mm

- lang vor der Kultur, erreichten nach 4 Tagen eine linge von 4 rm im Licht, 4 - 5
rm im Dunkel und weren forbles. Nach wieder 4 Tegen woren die Lichtkel .lm' 4,5
nm long, hatten einen Stich ins Griin (92 € b). Die Dunkelkeimlinge waren schon
5,6 - 6,5 mm leng, farblos. Ilach weiteren © Tagen, 13 Tege nach der Aussaat der
Embz“.,ronen worer die Lichtkeinmlinge § mm lang, deutlich griin (94 g a). Die Dunkel-
Yeirlinge , 7 rm lang, waren volllg etioliert, . farblos. Zine Reihe solcher Ver—
suchsteobechtungen wurden auch nit anderen Coniferen-Embryonen abgestellt (siehe



270. Schmidt, Chlorcphyllbildung im Coniferen -Fmbryo.

Tabelle 1). Bine Kultur bei der Temperatur T = -4 bis +5° gelang nicht, es war
keine Verdnderung bei Picea excelsa und Pinus Strobus auch nach 9 - 10 Tagen zu
beobachten, die zarten Keimlinge waren erfroren.

- Das Ergebnis dieser Versuchsreihe ist erstens: Die Dunkelkeimlinge werden l&n-
ger (rur Blota orienialis macht eine Ausnahme), als die am Licht gezogenen Fmbry-
onen. Lichte und Dunkelkeimlinge wachsen mit hSherer Pemperatur schneller heran.

Zweitens: Die Dunkelkeimlinge der im Versuch gebrauchten Coniferen bleiben
bei aller Temperaturen farblos, die Lichtkeimlinge ergriinen, und zwar umso schnel-
ler, je hdherer Temperatur sie ausgesetzt sind. '

Bine andere Versuchareihe sollto das Verhalten der Coniferen-Embryonen in den
weniger gebrochenen Spektrumsfarben Rot-Orange-Gelb-Griin und in den stidrker ge-
brochiener Griin-Blau-Indigo-Violett im Vergleich zum zerstreuten Tageslicht zeigen
(siehe Tabelle 2).

Die Versuche lassen darauf schlieseen, dass sich farblose Coniferenkeimlinge
so wie die etiolierten Keimlinge mir am Licht ergriinungsfihizer Pflanzen verhal-
ten. Im stirker gebrochenen Teil des Spektrums wurd das Wachstu: zuriickgehalten,
das Ergriinen erfolgt langseamer als im weniger gobrochenen Farbenbezirk.

Bei P, gilvestris erfolgte die Chlorophyllbidlung im Rot-Orarge-Celb-Giiin
ebenso wie im Tageslicht am 7. Tage der Kultur, im Griin-Blau-Indigo-Violett war
Ergriinung erst em 12. Tegs zu bemerken. -

Eine Reihke von Versuchen stellte ich an, um den Einfluss verschiedener BGase
auf die im Dunkeln etiolierendon Embryonen zu studicren: Alkohol- und Chlorofoim-
dimpfe wurden nicht versucht, weil sie .schon die ganzen Samen getdtet hatten. In
Ather, welcher Samen unversehrt gelassen hatte, konnten die Keimlinge nicht ge-
deihen. Durch 7 Tage Beobachtung faulten sie nicht, verinderten il.e Gestalt
nicht, blieben mattweiss, sie waren dem Starretod erlegen. - In Terpentinatmos-
phire gediehen die Dunkelkeimlinge (siehe Tabelle 3). Das Ergebnis ist, dass ter-
rentinheltige Luft rmur Wchstums-hermenden Einfluss hat. 2. gilvestris Z.B. ist am
7. Tege der Kultur in Terpentin-Atmcsphiire 5§ mr: lang, P. Strobus 4 und 5 mm
lang. Im zerstreuten Tageslicht ergriinten diese Keimlinge in der Terventin-Atmos-
phaere. .
~ Terpentin hat demnach keinen Einfluss auf die Chlorophyllbildung der Conifa-
ren-Keinlinge.

III. MMWGSPHYSIOLOGISCWE VERSUCHE MIT EMBRYONEN,
a. Auf organischen Losungen.

I Verlauf der Untersuchung konnte man durch ihre Frgebnisse immer mehr in
der vorgefassten Meinung von der Chlorophyllbildung im Dunkeln ale eines nur
stofflich bedingten VYorganges bestédrkt werden; alle Versuchsbeobachtungen wiesen
auf den erniihrungsphysiologisch-experimentellen Weg. ‘

Ich begann mit ldinstlicher Erniihrung der Embryonen in organischen Losungen.
Auf Glaswolle lagen die exstirpierten Embryonen im Thermostaten bei einer Tempe-
ratur T = 25 - 320 im Dunkelzimmer. Féulniserscheimungen, die iibrigens nur leicht
durch Geruch festgestellt wurden, taten den Ergebnissen keinerlei Abbruch. Auch
diesnel wurden Embryonen von R gilvestris als die keimkriftigsten und in grosse-
ren Mengen wegen der Billigkeit verwendbaren gebraoucht. Die Konzentratioren der
Losungen wurden nach Vorversuchen endgiltig verwendet (siehe Tabelle 4). Es or-
gaben sich die organischen Ldsungen als ziemlich neutral, fordernd oder tdtend
fiir die nackten Keimlinge.

Die Keimlinge waren in Nihrldsungen stets farblos gehlieben.

b. Versuche mit Embryonen auf Endospermen.

Aussichtsreich wurden die Untersuchungen, inwieweit Ernihrungsmassnotmen der
Embryonen mit Endospermen des Wachstum, vor allem aber das Etiolement der Conife-
ren-Embryonen beeinflussen. Denn, sind die Embryonen bei vdlligem Entzug des En-
dosperus im Dunkeln farblos geblieben, dagegen im ungestorten Zusammenhang mit

R



Scnnidt, Chlurophyllbildung im Coniferen-Imbryo. 271.

demselben bei Llcht—Absohluss an Kotyledonen und Hypokotylen ergriint, so sind die
Bedingungen der Chlorophyllblldung im Dunkeln bei den Coniferensamen also entwe-
der im ungestodrten Zusammenhang, in der ungeatérten Symbiose von Embryo und Endo-
sperm oder zweitens in einer stofflichen Beeinflussung. zu suchen, wonack eine Lcs-
15sung dos Embryo aus dem Endosperm und ein Wiedéreinsetzen in die alte Lage als

. Storung der nat-urgegebenen Symbiose gedacht ist, und der Einfluss dieser Opera-
tion auf das Lrgriinen zu untersuchen wire. Ich traf die im II. Teil beschriehbenen
Versuschanordmungen zur Untersuchung der nunmehr soweit gediehenen Aufgabe.

Zunichst durfte der natiirliche Zusammenhang von Keimling und Néhrgewebe nicht

gestdrt werden. Ich liess den Bmbryo mur mit den Kotyledonen im Endosperm, das.

nackte Radikularende lag auf dem feuchten Substrat. Aber es konrte auch das Wiir-
‘'zelchenende des Embryo im unversehrten Kontakt mit dem Endosperm gehalten werden,
dann besorgten die entbliissten Kotyledonen die zun Wachstum nStige Aufnahme trop“-
“bar f{liissigen Wagssers. Die Kulturen derart operierter Coniferensamen won Pinus
stlvestris, P, Jeffreyl, P. Pinaster und Picea eéxcelsa wurden im Dunkeln bei op-
timaler 'I'emperatur gehalten. ‘Die kleineren Samen, P. gilvestris und Picea excel-
sc, faulten sehr bald, nur einzelme Objekte hielten sich mehrere Tage lang, die
grossen Samen, vor allem P. Jeffreyi,vertrugen alle Operationen. Es gab irmer mur
leichtan, Ortlich beschriinkten Féulnisanflug am Endosperm, der irmer wieder abge-
hoben und abgewaschen in fliessendem Leitungswasser die Kultur der Versuchsobjek-
te weiter nicht hermte. Es wurden immer mur die FXlle in Tabelle 5 angegeben, wo
der Rontakt zwischen Embryo und Endospem in keineér Weise durch Fédulnis gestort
worden war. Dgs Ergebnis ist:

Erstens war es nun mdglich geworden, auch die grosseren Coniferensaren P.
Jefsfreyi, P, Pinagter zu Versuchen zu verwenden, indem der Embryo teilwezpe ent-~
blosst, eben dadurch schneller das gur Keimung notwondige wasser aufnehnmen, nit -
den-Cotyledonen im Endosperm steckend, normal auskeimen, Wurzel. bilden, wachsen
kann. Ganze Samen der grossen Coniferen brauchen aonat wonatlang, um unter giin-
stigsten Bedingungen auszukeimen.

Zweiters ist nun experimentell festgestellt, dass die angefiihrten Coniferon~
Keimlinge im ungestdrten Kontakt, wie er von Natur aus ist, sowohl der Kotyledo-
nen ni} den Endosperm als auch des Radikularendes mit dem _.ndospe"u die Beding-
ungen, dic zum Ergriinen erforderlich sind, erfiilllen. Ein Unterschied der verschie-
denen 3chandlung dor Embryonen zeigt sich doch 4n den beobachteten Wirkungen,
indem die Dunkelkeimlinge, deren Kotyledonen im Kentakt mit den Endospermen ge-
standen haben, ein rascheres und vollstdndigeres Ergriinen der Kotyledonen und des
Hypokotyls aufweisen, wiithrend die Dunkelkeimlinge mit dem Radikularende im Endo-
sperm verbleibend sich nmur langsam .griin fidrben, wie bei P, Jesffreyi beobachtet
wurde zuerst gelb, allmihlig griin werdend.

Wdhrend meiner Versuche konnte ich vor allem an dem gan=z vortrefflichen Yor-
suchsobjekt von P. Jeffreyi die Beobachtung machen, dass -exstirpierto Embryorcr
im Tunkeln nach einigen Tagen gelblich wurden, am 19. Tag z.B. der Xultur ganz
gelb (94 e a) geworden waren. Sie waren am 21. Tage griin gefirbt, bei einem ande-
ren Keimling schon am 6. Tage der Kultur. P. Pinaster-Embryonen zeigten dieselbe
Erscheinung auch schon nach 6 Tsgen. Wieder andere nacizte Fmbryonen ven P. Jeff-
rel und P. Pinaster waren vollig farblos geblieben unter den gle.chen 3edingung-
en und gewachsen. Bei genauerer Untersuchung und dem Vergloich der farbiosen und
gelb gefiirbten nackten ¥gbryonen, die unter ganz gleichen Bedingunpen sich Im -
Dankeln 3¢ verhalten hatten, stellte sich heraus, dass dir gelben Keimli.ge am
Radicularcnde durch die VWurzelhoube mit daran haftendem Endosper.: ein klein we-
nig anpgeschiwollen erschienen. Dis farblosen Keimlinge hatten diese Anschwellung
niciit, ihnen fehlte Vurszelhaube und Lndosperm an der Radicula, scdesds dercn hnde
spitz auslaufend deutlich von dem plumpen Erde golber Embriyronen zu unterscheiden
war. Bei dem Exstirpieren war an den gelb gewordenen Kc mlm:ren mehr odc¢r wenige~
Zndosperm nmit der Wurgelhaub hiingen geblieben, dies allein konnte gelb-gmm-—l"&r-
bung bewirkt haben.

Folgender Gedanke war auch nicht abzuweisen und forderte drugeun genauere
Einsicht durch das FExperiment in dic beobachtete Erscheimung. D=2r Gelanke l-am bei
der NDwrchsicht der Quellzeit~ingaben der Versuche. Ob nicht noch vor der Exstir-
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pation der Embryo wihrend der Quellung die fragliche Substenz aus dem Endosperm
sufgenommen hatte, die die Chlorophyllbildung nach der hier vertretenen vorge-
f{assten Ansicht hervorruft sodass mun diese Substanz, dies chemische Agens, im
vom Endosperm befreiten Embryo weiter wirkt, indem derselbe sich gelb, dann griin
fdarhbt, Denn die in den Versuchen angewandten Embryonen von P, Jesffreyihatten 2-4
Page, die von P. Pinaster 4 Tage im Quellwasser gelegen. Diese Beobachtung, dass
schon die kleinsten Mengen von Endosperm am Embryo haftend, ihn im Dunkel sur
Chlorophyllbildyng veranlassen (Lichtmrkung anzunehmen verbot die Tatsache, dass
im Keimapparat auch véllig farblose Embryonen vorhanden waren), hiess mich, der
Brscheimng experimentell auf den Grund zu gehen. Folgende Fragen mussten also
durch den Versuch zuniichst beantwortet werden: 1. Geniigt der am Radikularende be-
findliche Fundospermrest, der beim HerauslSsen des Embryo an diesem haften bleibt,
das Ergriinen herbeizufijhren? 2. Erfolgt schon wihrend der Quellung die ;ransloka—
tion des chlorophyllbildenden Stoffes aus dem Endosperm in den Bmbryo?

Es wurde mit Samen von R Jeffreyi gearbeitet. Dieselben lagen 2 oder mehre-
ra Tage im Brunnenwasser, sie schwammen an der Oberfléche. Ibre sowie die Emb
nen ungequallener Semen wurden exstirpiert, das Radikularende abgeschnitten, oder
denn die herausgeldsten, sonst unveraehrten Embryonen mit der Wurzelhaube und dem
daran haftenden Endosperm belassen, alle auf Keimbriicken in v¥lliger Du.nkalheit
unter zwei Pappzylindern geziichtet. Die Versuche gingen im Warmhaus bei T = 18 -
26° und stets guter Luft vor sich. TPabelle 6 bringt die angestellten Versuche u.
beantwortet die zwei Fragen folgendermassen:

1. Die goringe Menge von Endosperm, die bei der Extirpation d.es Embryo an -
diesem haften bleibt, ist imstande, die Ch.loroptwllbildu.ng im Keimling im Dunkeln
zu bewirken.

. 2. Der natiirliche Kontakt zwischen Embryo und Endosperm im Koniferensamen,
physiologisch hergestellt durch Quellung von 1 bis mehreren Tagen, geniigt’ schon
die Ergriinungsbedingungen im Embryo zu erfiillen. Je linger der Kontakt dauert,
um 80 intensiveres Ergriinen ist festzustellen.

Ich wollte mir ferner durch das Experiment auf die schon oben angedeutete
PFrage antworten lassen, ob es zur Chlorophyllbildung im Koniferenembryo notwen-
dig sei, dass er jim ungestdrten naturgegebenen Kontakt mit dem Endosperm bleiba.
Ich lbste Fmbryonen aus ihren Endospermen herams und tat sie damn sofort wiedér
in das 1. eigene (Replantation), 2. arteigene, aber individuell fremde Endosperm
(Transplantation). Im Anfang experimentierte ich mit den kleinen Semen von R
8tlvestrie u.s.w., diq sich als nicht kriftig gemag ergaben. Durchaus agnders,
vortrefflich, bewiihrten sich die grossen Samen mit kréiftigem Keimling und viel
Nidhrgewebe. Nach S-td.giger Quellung wurden Embryonen von R .Jeffreyi nach obiger
1l.-Methode bshandelt und in dem Keimepparat bei 10 - 20° im Dunkeln gezogen. Am
6. Tage konnte man die Chlorophyllbildung mit freiem Auge feststellen. Die Koty-
ledonen, die der eigenen Endospermhilfte anlagen, waren griin und linger als die
nicht urmittelbar das Endosperm beriihrenden, die aunch noch farblos waren. Am 7.
Beobachtungstage war das Ergriinen such an den andern Kotyledonen schwach zu er-
kennen, deutlich an dem Hypokotyl. Der Verglaich mit der Farbentafel ergab fur
den- vorwiegenden Farbenton des Griins 92 i d. - Andere Embryonen waren am 2. Tage
gequollen, dann wie oben zur Keimung ausgelegt, bei 17 und 22°, am .5, Tage be-
reii);s zeigten sie an den dem Endosperm angelegenen Kotyledonen Griinfarbung (95
e .a L

Ich énderte die Versuchsanstellung, indem ich nun schon gekeinte, d.h. ge-
wachsene farblose Embryonen von R Jeffreyi in arteigenes Endosperm eines ande-
ren Samen cinsetzte, in welchem bereits der eigene Embryo mit den Kotyledonen er-
grint und dann herausgelést war. Embryo und Endosperm waren schon 19 Tage alt,
als ich den Embryo mit den Kotyledonen in das fremde Eiweiss setzte, transplan-
tierte. Nach 2 Tagen war schon Griinfirbung im Embryo zu beobachten. Dasselbe komn-
te auch an einem transplantierten 6 Tage alten Embryo am 6. Tage nach der Opera-
tion festgestellt werden. Hier war aber das Radikularende in fremdes Endosperm
gesteckt. Unter den vielen Versuchen nit Picgawar mir ein Stiick zur Beobachtung
geeignet geblieben. Es bestitigt die bisherigen Ergebnisse. Das Endosperm von
Picea wurde am 8. Tage nach der Aussaat des Samens bei 22 - 25° im Dunkeln von
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Samenschale und dem bereits ergriinten Keimling beireit. In seine Stelle schob ich
"einen eben exstirpierten Piccao-Embryo mit dem Radikularende hinein. Nach 7 Tagen
konnte man an dem Embryo Waehstum und Griinféirbung deutlich wahrnehmen. Das Ergebh-
nis dieser Versuche der Transplantationsmethode ist eindeutig so zu fassen:

Ein kiinstlich wiederhergestellter Kontakt von Embryo und Endosperi aus artei-
genem Samen geniigt, um den Xeimling zur Chlorophyllvildung in seinen eigenen Ko-
tyledonen und im Hyrokoty) im Dunkeln zu befahigen.

_Ps war mbglich, die Methode der Trasnplentstion amszuwerten, wm noch einiges
dber den Ergrilmungsprozess im Coniferenembryo zu erishren, - Bisher konnte fast-
gestellt werden, dass der Embryo auch im Dunkeln ergriint, wenn aer. mit arteigenem
Endosperm in Kontakt sich befindot. Berithren sich Embryo mit seinen Kotyledonen
oder seinar Radikule und tniosperm infolge natiirlichér Beschaffenheit des Samens
-ode> durch infolge Replantaiion, Transplentation ldinstiich hergestellten Kontakts
beider, so bjldet sich im BEmbryo der Chlorophyllfarbstoff im Dunkeln, wihrend der
Embryo ohne Endospern im Duuxeln farblos bleibt. Daraufhin kenn behcuptet werdep,
dass diese Wirkung des Endusperms auf den Embryo durch einen Stoff, nennen wir
ihn "Chlorophyll-Agens® (es kinnen auch mehrere Stoffe sein) auagveubt wird, der
hinitberwaniert, transloziert. Es fri#gt sich nun, konnen wir keine nihren Daten
der "‘ranslokation bestimmen. -~ Zunichst folgende Prage: Besteht zwischen BEmbryo
und. Endosperna arteigoner und artfremder Samen eine Abhlngigkeit, insofern beide

dieselbe, zeitmissig zu messende Entwickelung durchmachen miisgen, sodzss nur ihre -

Parallele Augbildung von dem Zeitpunki an, da sie in den Keimapparat getan werdea,
die Translokation des Chlorophyllagens moglich macht.. Es kinnte ja der blosse
Kontakt geniigen, der die physikalisch-~chemischen Bedingungen zur Chlorophyllbil-
dung im Embryo heretellt. Das Endosperm, zu irgend einem Zeitpunkt in der Entwi-
ckelung des Embryo diesem angelegt, bildet nmur den Stoffvorrat, der immer auch
das Chlorophyllagens liefert. |

Zur experimentellen Beantwortung wurden ungequollene Embryonen von P, Jeffre~
ye ‘verschi edenen Pedingungen unterworfen und zwar auf Endospermen von P. Jeffre-
yt (Tabelle 7) und solchen von P. Lambertiana (Tabellq 8). Der Embryo und der
ganze Coniferensgmen wurden einige Tage mit Wasser in Beriihrung gebracht, der Em-~
bryo saf eine Keimbriicke; der Samen schwamm im Wasser der Keimschale. Der Keimap-
parat stand dauernd inm Du:nkelu in der Temperatur des Warmhauges = 18 - 26°. Nach
dieser Zeit exstirpierte ich den Keimling sus dem gequollenen Samen, setzte in
die hergestelltd Endospermmiitze oder in das Endospermlager den farblosen, sben-
soviel Tage alten oder einen eben erst exstirpierten Embryo ein (1, 3 auf Tabel-
le 7, 8). Eine andere Versuchsart geschah so, dass der friseh exstirpierte Embryo
auf die noch ungequollene Endospermmiiitze ode* das EndOSpermlager transplantiert
wurde (2 auf Tabelle 7/8). Ein anderer Versuch sollte zeigen, ob das Chlorophyll--
agens und iiberheupt die Stoff~Verwandlung im embryolosen Endosperm auch vor sich
gehe. Ich exgtirpierte die Embryonen, legte die Endospermmiitzen und -lager dann
gleich auf die Keimbriicke zur Quellung. Die Transplantetion von Embryonen geschan
erat n Page nach der Quellung des Frdnsperms, und dann von frischen oder von n T.-
gen kultivierten Embryonen (4/5 der Tabellen 7, 8). - Zun Verlauf der Versuche
muss gesagt werden, dass 8ie nur an den a.ngegebenen Beobachtungsterminen im zer-
streuten Tageslicht des botan. Laboratoriums kurze Zeit offen lagen. Sonst stan-
den dje Keimapparate unter 2 Pappzylindern. Nur ausnahmsweime wer auch Fiulnis
eingetreten, welche Objekte auf die Nachbarversuche, die in 3 - 5 cm Abstand la-~
gen, keinen schidigenden Einfluse hatten. Waven die Endogperme faml, so konnten
die Fmbryocren noch erhalten werder und ergaien normales Wachstum und Ergriinen,
denn die mehrere Tege lange stoffliche Binwirkung; des Endosperms hatte jz geniigt,
um auch das Chlorophyll-Agens dem Embryo mitzuteilen. Je grossere Beriihrungsfliu-
chen von Embryo und Endosperm den Kontakt herstellten, umso intensiveres Ergriinen
war festzustellen. Lagen die Embryonen mit Kotyledonen oder der Radicule in ei-
ner Endospermmiitze, war der Embryo an den Kotyledonen allseitig griin. Lagen die
Embryonen auf Endospermlagern, also nur einseitig, so war diese Beriihrungsf{léche
des Fmbryo besonders intensiv gefirbt, wahrend die abseits befindlichern Kotyle-
donen mur eiven griinen Hauch aufwiesen. Streng geachtet wurde daramf, nur vollkom-
men vom Endosper befreite Embryonen zu transplantierern, sie also az Radikular-
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ende von demselben vdllig zu reinigen.

Die Tabellen 7 und 8 bringen die Versuche. Die Arbeiten waren reinlich und
wiescn eindcutige Ergsbnisse auf. Es ergaben sich, ob die Transplantationen anf
arteigenes oder artfremdes Coniferen-Endosperm ausgefiihrt waren, die gleichen Re-
sultate.

Ganz beliebige Zeit kultivierte Embryonen und Endosperme arteigener und art-
fremder Coniferensamen (P Jessreyi, P. Lambertiana) in Kontukt gebracht, sodass
die Stoffe von einem zum andern transloziercn kdnnen, erfiillen die Bedingungen
der Chlorophyllbildung in Coniferen-Embryonen im Dunkeln. Zwischen Embryo und En-
dosperm arteigener und artfremder Coniferensamen ist keine Psrallelentwickelung
beider notwendig, die das Ergriinen der Embryonen bei Lichtabschluss bedingen wiir-
de. - Das Endosperm, embryo-befreit, wasseraufsaugend, ist imstande, das Chloro-

phyll-Agens zu liefern.
c. Ernllhrungsversuche auf zerstdrten Endospermen.

'Schliesslich war noch der Versuch zu mgchen, ob ein Embryo auf zerstdrtem En~
dosperm ergriinte. Es wurden Endosperme von P. Jeffreyi und P. Lambertiana as nach
3 Tagen Quellung, b. frisch, steril zerrieven. In den Nihrbrei, der auf diq Keim~
briicke aufgelegt war, stiess ich Zmbryonen von P, Jefsfreyt mit den Kotyledanen-
Spitzen hinein. Nach 2 Tagen waren die Embryonen aufgequollen und farblos. Auch
im weiteren Verlaufa zeigte sich keine Firbung, weder gelb noch griin, weder bei
den Versuchen a noch bei denen b. - Das Ergebnis ist also:

Zerstortes Coniferen-Endosperm ist nicht imstande, in den Embryonen Ergriinung
zZu bewirken. Es gehdrt allem Anschein nach die natiirliche Organisation des Endo-
sperms, d.h. seiner Zellen dazu, das Chlorophyllagens zu erzeugen und in den Em-
bryo translozieren zu lassen.

IV. SPEKTROSKOPISCHE CHLOROPHYLLUNTERSUCHUIGEN.

WILLSTATTER und STOLL mahnen in ihrem Werk {iber das Chlorophyll (13), den
Nutzen der spektralanalytischen Methode zur Untergughung des Chlorophylls nicht
zu iiberschiitzen, was oft geschehen ist und zu schweren Irrtiimern gefiibrt hat. Man-
che bedeutendq Verinderung des Chlorophylls und seiner Derivate ist nimlich ohne
Einfluss auf das Absorptionsspektrum, wilhrend andererseits gewisse konstitutionell
geringfiigige Anderungen unverhiltnismissig grosse Anderungen im Spektrum hervor- ‘
rufen. Zeigt uns daher die spektroskopische Beobachtung von Dunkel- und Licht-Chlo-
rophyll Unterschiede, so sind sie wohl die Wirkungen verschieden gearteter Farb-
stoffe.

COUPIN will ja tatefichlich zweierlei ChlorOphylle in Licht- und Dunkelkeim-
lingen von Coniferensamen beobachtet haben. Wihrend es scheinbar mur von dem fHr
das Ausge auffallenden Farbtonunterschied auf zwei Chlorophyllarten schliesst
(denn eine lMethode seiner Untersuchung gibt er i{iberhaupt nicht an), sollte hier
die spektralanalytische Methode angewandt werden. Ich ziichtete Coniferensamen un-
gefihr 20 Tage lang am Tageslicht und im Dunkeln. Aus den ergriinten Keimlingen
machte ich Aceton-Ausziige in glexchem Grad der Verdiinnung. Die Schichtendicke ei-
nes Reagenzglaso- untersuchte ich auf Absorption. Ich hatte beide Sprktra gleich-
zeitig im Gesichtsfeld und arbeitete nur bei direktem Sonnenlicht. Vergleichswei-
8@ 30g ich auch Aceton-Ausziige von Haferkeimlingen heran. Bei dem nicht zu starken
Verd innungsgrad der Ausziige waren vor allem die Absorptionsstreifen im Rot deut-
lich sichtbar. Diese, doch auch die anderen Absorptionslinien und Verdunkelungen -
der chloropgyllspektren unterschieden sich gar nicht voneinander, wenn ich die -
Aceton-Ausziige von liaferkeimlingen und Coniferen-Licht- und Dunkelkeimlingen. im
Spektroskop beobgchtete. Das Ergebnis war demnach:

in Dunkel- wie in Lichtkeimlingen haben wir das gleiche Chlorophyll vor uns
wie 21 den nur am Licht ergriinungsfihigen Pflanzen, soweit dies spektralanaly-
tisch zu entschgiden ist.
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IV. ZUSAIZZENFASSUNG DER ERGEBNISSE UND SCHLUSSERURTERUNG.

1. Zur Untersuchung des abweichenden Verhaltens von Coniferensamen, auch im
Dunkeln ihre Keimbléitter und Stengelglieder ergriinen zu lassen, eignen sich mr
solche Samen, deren Embryo vdllig farblos ist, so: Pinus silvastrta, P. Strobus,
P, Pinaster, P. Jeffreyi, Picea excelsa, Biota orientalis.

2. Die Keimungsbedingungen sind amch zugleich Ergriinungsbedingungen: Wasser,
Sauerstoff der Luft, Wirme sind erforderlich.

3. Andere an dle Coniferensamen herangebrachte Bedingungen, wie die mehr oder
weniger stark gebrochenen Lichtstrahlen des Spektrums, Tempereturverschiedenheit,
Einwirkung von L&sungen oder von gasfdrmigen Stoffen (Kalisalpeter, Rohrsucker,
KNOPsche Lisung, Ather, Terpentin) beeinflussen die Chlorophyllbildung mur indi-
rekt durth ibhre Einwirkung auf die Keimmng.

4. Die Bedingungen zur Chlorophyllbildung sind durch Exstirpatjion der Embryo-
nen aus dem Endosperm aufgehqben, es ergibt sich bei diesen ein vollkommenes Etio-
lement, Farblosigkeit. Bei A silvestris, R Strodbus, Picea excelsa und Biota
oriental is geniigt schon die Exstirpation, bei A Jefsreyi, P. Pilnaster muss cusser-
dem das Radikularende von dem nach dem Herausldsen stets noch anhaftenden Endo-
sperm befreit werden, um sicher Farblosigkeit zu erhalten. '

5. Etiolierte Keimlinge verhalten sich so wie solche mur an Licht ergriinungs-
féhiger Pflanzen, sie strecken sich im Dunkeln, und zwar nur die Hypokotyle, stir-
ker als im Licht, ergriinen bei jeglicher Beleuchtung. Wurzelbildung bleiht aus.

6. Kleinste Mengen von Endosperm, wie sie bei der Exstirpation' von P Jesfp
reyi, P. Pinagster-Embryonen an der Radikula haften bleiben, sind imstande, Chlo-
rophyllbildung .im Dunkelkeimling zu bewirken.

7. 24-stilndiges Quellen dar Samen von P Jeffreyi in Brunnenwasser gentigt, um
die Entstehung und die Translokation des Chlorophyll-igens herbeizufiihren. Mehr-
tidgige Quellung bewirkt ein intemnsiveres Ergriinen.

8. Die Chlorophyllbildung tritt ein, wenn der Embryo mit irgend einem Teil =
seines Gewebqs, jiregnd einem Organ, Kotyledonar— oder Radicular-Ende im natiirllich
gegebenen Kontaekt verbleibt, oder wenn kiinstlich durch Replantation auf das eige-
ne Samenendosperm oder durch Transplantation auf arteigenes oder artfremdes Endo-
spern von Coniferensamen der Kontakt von Embryo und Endosperm hergestellt ist.

9. Die Beding.ngen der Chloropgylibildung im Coniferen-Embryo sind unabhiingig
von Entwickelungs"ustﬂnden des Embryos und des Endosperms gegeben. Ein n Tage ge-
siichteter Embryo wird durch ein n oder x Ta.ge kult:w:.ertes Endosperm befahigt,
seine Plastiden ergriinen zu lassen.

10. Zerstortes ndosperm erfiillt die Bedingungen der Chlorophyllbilddng im En-
bryo nicht.

11. Das Chloroph ;11 der Dunkel- und der Llchtke;mhnge von Coniferensamen
zeigt die gleichen absorptionslinien im Spektrum wie das Chloroplwll der mur am
Licht ergriinungsfihigen Pflanzen.

Es erhebt sich hier noch sofort _die Frage, ob mit den hier versuchtep Metl.oden
der durch Re~ und Transplantation modifiziertem Ernihrungsweisen weiter geforscht
und eine eindeutige Lidsung des Problems der Chloropgyllbildung im'Dunkeln herbei-
gefihrt werden kann. Denn es ist noch nicht durchsichtig geworden, ob ein oder
mehrere Stoffe des Endosperms das Ergriinen der etiolierten Bumbryonen herbeizufiih-
ren imstande sind. Zur Ldsung dieser Frage, ob wir es mit einem oder mehreren
Chlorophyllagentien zutun haten, werden die hier angewandten Methoden nicht zu ge-
brauchen sein. Es ist ja bekannt, wie schwer Jtoffe, welche die Rolle eines Kata-
lysators in der Pflanze spielen, chemisch-analytisch zu gewinnen sind.

- Bedenkt man weiter die Tatsache, dass die Coniferensamen mit Ausnahme der hier
verwendeten farblosen Arten sonst fast durchweg einen schon gelben oder sogar gri-
ner. Exbr;o enthalten, wie es gn besten z.B. Abies Pinsapo zeiglt, so hat hier zwei-
fellos das schon in der Entwickelung der Samen stattgefunden, was bei den unter-
suchten Pinus-Arten u.s.w. erst mit der Koimung beginnt und sich vollzieht, die
Chlorophyllbildung unter dem Einfluss des Endospems d.h. der hy:mthetisciien Sub-
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stanzen, Agentien. Nicht nach'exsba.r ist die Annahme einer Chlorophyllbildung bei
den _ achon gefdrbten Embryonen infolge Lichteinflusses wihrend der Entwicklung der
Samen der betreffenden Coniferen. Es ist ja in der Einleitung schon von scheinba-
ren Ausnahmen (SACH.;) der Chlorophyllbildung im Licht die Rede gewesen. Es wire
zu untersuchen, wie die Dinge sich hier tatséchlich verhalten. Da wiirde das Pro-
blem entwickelungsphysiologisch aufzufassen sein, ©s miissten, un dem hier gestell-
ten Thema gerecht su werden, vor allem Dunkeslversuche anzustellen sein.

Es bleibt iibrig, die im Verlaufe dieser Untersuchungen gemachten Erfahrungen
und. Ergebnisse mit den in der Pachliteratur aufzufindenen Angeben der bisgherigen
einschliéigigen Arbheiten, wie ich.sie in der Einleitung susammenzustellen versucht
habe, zu vergleichen. Ferner is} die Aufstellung giner Theorie der Chlorophyll-
bildung aufgrund der hier gemachten Beobachtungen und Ergebnisse im Coniferenem-
bryo bei Licht-Abschluss zu versuchen.

Die hier vertretene ARsieht iiber Chlorophyllbildung im Dunkeln schligsst sich
eng an die von MONTEVERDE unu LUBIMENKO an. Es wird versucht, diese Ansicht zu ei-
nsr Arbeitshypothesg zu erweitern,ausgestattet mit den Erfahrungen dieser Unter-
suchungen. Es wiire also zu sagen:

Es bilden sowohl die am Licht als auch im Dunkeln ergriinungsfihigen Conife-
ren-Embryonen zuniichst ‘ein #usserst labiles Pigment, einen farbigen Stoff, das
Chlorophyllogen. Dieses Chlorophyllogen, ein Durchgangszustand zum griinen Chlo-
rophyllfarbstoff, gibt dem Embryo die gelbe Farbe und verwandelt sich im Dunkeln
durch Bibwirkung des Chorophyll-Agens, eines chemischen Stoffes der lebenden Zel-
1e. (unentachjeden bleibt es, ob es nicht mehrere chemische Stoffe sind) in aine
stabile Form, das Chlorophyll. Das Chlorophyll-Agens, welches durch Lichf-Zutritt
ersetzt werdan kann, bBefindet sich nachgewiesen im Endosperm der Coniferen-Samen,
wird in demselben durch die normalen Keimungsbedingungen, tropfbar fliissiges Was-
gor, Saumerstoff der Luft, Wirme zur Entatehung veranlasst, tranloziert in defi
Embryo, in welchem Entwickelungszustand, immer sich derselbe befinden mag, wenn -
nur der Kontakt zwischen ihm und dem Endosperm hergestellt 1st und bewirkt Chio-

Diese Hypothese eines chemischen Agens als Hauptbedingung der Chlorcphyll-.
bildung bei Lichtabschluss fanden wir ja schon zu Anfang in den Erklérungsversu-
chen WIESNERs, LIROs und MONTEVERDEs und LUBIMENKOs. Sie waren ja auch vor allon
wegweisend fiir diese Untersuchungsn. SACHS' Annahme, einer ozonisierenden Wirlung
der 0le und Fette, dann BURGERSTEINs Ansicht, das Chlorop!wll sei friiher irdu-
ziert, sind somit hinf&llig. Von BOEHM kdnnen wir awch nur behalten, dass das
Chlorophyll ein Produkt der gesunden, normal fungierenden Zelle des Embryos, und
freilich amch des Endosperms, sei. Die Wiirme ist ypur insofern von Einfluss, als
sie die Bildung des Chlorophyll-Agens mit bedingt. Gegen PFEFFERs Ansicht, dass
die Chlorophyllbildung im Dunkeln auch von den mur am Licht ergriinenden Pflanzen
angestrebt werde, sje aber durch die pathologischen Verhiltnisse des Etiolements
im Dunkeln vorhindert wirde, miissen wir geltend machen, dass wir bei den Conife-
renkeimlingen im Dunkeln ein susgesprochenes Etiolement, was morphologische Ge-
staltung anlangt, vorfanden, bei vom Endosperm befreiten Embryonen auch ein Eti-
olement die Pirbung.betreffend, also Farblosigkeit. Zu STAHLs Ausserung, im Ver-
haglten der im Dunkeln ergriindenden Pflanzen, auch der Coniferenkeimlinge, einen
konservativen Zug zu sehen in der natiirlichen Entwickelung von den niederen Pflan-
zep an, kann keine Stellung genommen werden. Es miisste zuerst fostgestellt werden,
ob auch die anderen im Dunkel ergriinungsfihigen Pflaenzen dazu infolge eines Chlo-
rophyll-Agens oder chemischer Stoffe imstande sind.

Folgende Frage ist amch zu beentworten: Wie sich die Erscheinungen und Tat-
,sachen des Chlorophyllbildungs-Prozesses in den Coniferenembryonen im Lichte der
hier augfestellten Theorie ausnehmen, und ob diese als Arbeitshypothese weitere
Untersuchungsmdglichkeiten auftut.

Es konnte mit BURGERSTEIN i{ibereinstimmend bei der. Sichtung des Samenmaterials
festgestellt werden, dass die reifsn Coniferensamen neben mattweissen schon gelb
oder griin gefidrbte Embryonen enthalten, Mit den gelben Embryonen konnte kein
FParbloswerden oder Gelbbleiben erreicht werden, vielmehr ergaben die vom Endospsrm
befreiten Fmbryonen bald eine Griinférbung, sobald aie den ~eimungsbedingungen
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zusgesetzt waren. Also enthalten die im Samen gelb geidrtten Embrycnern z.B. von

P, Lambertiana schon das Chlcrophyll-Agens, das die farblesen, mettweissen Embry-
onen erst nit den Keimungshedingungen vom Endosperm bekommen. Ich hatte im Verlauf
der Arbeit, wo ich'viele Embryonen zu exstirpieren hatte, sehr selten gelbe Embry-
oren von P gilvestria gefunden, ebenso wenig von R Strodbus Diese ausnshmsweise
gelb gefiirbten P sflvestris-, R Strodus-Lubrycren wurden exstirpiert abweichend
von der Regul griin. Auch Wiesuner hutte spektroskopisch nacliweisen kinnen, dass in-
folge Keirmng im Dunkeln golb gofirbte Keimlinge schon Chlorophyll enthslten. Das
a.lles aber heisst in der Sprache unsaerer Hypothese: Das gofirbte Chlorcpihylliogon
(KOKTEVERDE) bildet sich im Dunkeln, also im Embryo innuerhalb des Endosperns, der
Samenhiillen. Die GelbfHrbung zeigt aber auch schon die geschehene Tronslokation
des Chlorophyll-Agens in den Entryo an. Bei den. Versuchen BOEHK:s und WIESNERs,
nack denen die Coniferenizcinlinge im Dunkeln gelb gewcrden warer, oder nur einen
Sticli ins Griin hatten, muas man annehmen, dass, wie auch WIESNLR zugesteht, das
Poemperaturminirnm fir die Chloroph llb:.lc LN (e1n solches givt es, wie WIESNER
fiir alle Pflanzen nachgewiesen hat) hoher als die von BOEHM e.ngewandte Tenperatur
gelegen habe, oder zweitens die Entstelung des Chlorophyll-igens unterblieben sei.

Eine auffallende Erscheinung ist es, dass die Dunkelkeimlinge, wenr sie die
Samentiillen abgeworfen haben, ein lichteres, mehr gelb getdntes Griin in ihrer Far-

_bung zeigon, widhrend die Lichtkeimlinge dunkel griin gefirbt sind. Dies hatte ja
COUPIN zur Annahme-zweier Arten von Chlorophyll veranlasst. s kornten tatsiichlich
bei den Arbeiten die verschiedenasten Tdme der Gelb - Grinfiartung der Dunkel - Licht-
keimlinge und der transplantierten ergriinten Embryonen wphrgenormen werden. (Es
ist deshalb auch nicht irmer die QSTWALD'sche Farbentabellnwumer angegehen, sond-
ern die Angabe "ergriint" oder "griin® genucht worden.) Es konnte spektroskopisch
kein Unterschied swischen dem Licht~ und Dunkel-Chlorophyll festgestellt, werden.
Wir wenden hier am hoaten den von MONTEVERDE ~ LUBIMENKO - LIRO gepriégten Begriff
*Ergriiming”, "ergriint® an und verastehen darunter die Anhiiufung ven Chlorophyil in
den Plastiden, die smch die Verschiedenheit im Farbton eines jeden Versuchsobjckts
bedingt. Es ist selbstverstindlich, dass der Ergriinung die Chlorophyllbildung vo-
rausgeht, worunter wir die Ume.ndlung des farblosen Chromogens in Chlorophyllogen
und schhesshch durch das Chlorophyll-igens im Dunkeln, oder durch das licht, in
Chlorophyll versteken. Es translozieren eben unkontrolher‘oare Xengen von Chlovo-
Phyll-Agens und bewirken mehr oder weriiger rasches upd intensives Ergriinen. Bei
Lichtkeimlingen addiert sich da,nn noch die Wirkung des Chlorophyll-Agens mit der
des Lichtes.

Wurden Embryonen von R Jeffreyi 2 Tage im Kontakt mit dem ¥ndosperm gehalten,
was z.B. bei Quellung der Fall war, dann frei kultiviert, ergriinten sie mur lang-
sam, wihrend solche, die dauernd mit dem Endosperm in Beru.lu‘ung standen, viel ra-
scher und 1ntens‘ver gefirbt wurden. Oder lag ein Embryo einseitig mit den Koty~
ledonen einem Endospermlager auf, so waren die anliegenden Kotyledonen intensiv
griin, die andern nur blass griln-gelb, nach und nach chlorophyllreicher werdend.

Alle diecse Erscheimingen vercchiedenen Tones, verachiedener Intensitét in der
Criinfiirbung erklédrt die Theorie einfach so, dass da: Chloivpsyli-Agens in kleinon
oder grosseren Juantitiéten vom Embryo aufgeno.ax.en worden ist.

Die %“.tsache, dass Transplantationen gelangen, .ist nichits neues. Hier warer
die Com.eren-hnbryonen auf arteigenen wic artfremden Erndous em gut gedlehei, mu-
mal in Endosperrmiitzen, bildeten sogar Wurzeln. Sicher und regelmiissig war die
Thtigkeit des Endosperms, was die Abgabe von Chlorophyll-Agens mit den Stoffen an
den Embryo anlangt. Das Chlorophyll-Agens scheint ja ein Erzeugnis der lebendon
Zelle zu scin. Das Coniferen-Endospern erwacht bei den Keirmungsbedingungen zur Ti-
tigkeit. Sclbstiindig erzeugt es in seinem Zeilen mit den Ndhrstoffen auch das
Culorophyll-Agens. Des Coniferen-Indosperm ist, wie das aller 8l- fetthaltiger Sa~
rmen, nicht nur ein Stoffspeicher, sonderrn ein sktives Crgan, sclbstindig chemischo
Vorgdnge in deinen Zellen einleitend und dauernd vollziehend. - Weiter ergab die
Brfahrurg, dass das Chlorophyll-Agens in artfremden Em‘.ospermen von Finus Lamber-
tiana auf den Embryo von R Jeffreyt wirken kan:. Dies is% in doppelter Hinsicht
bemerkensweri. 1. Lisst sich daraus auf das Verhandensein des gleichen Chlarophyll-
Agens 1n allen Endospormer von Coniferen-Samwsn, 2. auch in solcihen Samen schlies-
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sen, deren Embryonen bereits das Chlorophyll-Agens. enthalten. Ein solcher ist ja
der Samen von Pi{nus Lambertiana, der einen gelb gefirbten Empbryo mit deoxr Phhigkeit
birgt,im Dunklen frei zu ergriinen. Hen karm vor dieser letzten Erscheinyng auf d.
Entastehungsweise des Chlorophyll-Agens schliessen, dass es nidmlich von dem Endo-
spern dauernd in den Stoff-Umwandlungsprozessen der lebenden Zelle erzeugt wird.

Der Wert einer Arbeitshypothese wird danach bemessen, ob sie zuniichst iiber-
haupt, dann aber gengbare, schon vorbereitete Wege weist, die zur Erforschung des
gosteckten Zieles beschrittert werden kbnnen und niher an die Losung des Problems
heranfijhren. Dann verlangt man mit Recht von einer Arbeitshypothese, dass sie
gleichsam Schlaglichter werfe auf die Mittel, die aufgefunden zu Methoden fithren,
die weiter bringen in dem Wissen iiber den zu untersuchenden Gegenstand.

So betrachtet steht die hier aufgestellte Arbeitshypothese sehr anfiinglich da,
Sie weist, zunlichst sicher suf den chemisch-analytischen Weg. Es muss versucht wer-
den, des Chiorophyll-Agens oder der Agentien als chemischer Stoffe ‘habhaft zu wer-
den. Haben sie Enzymcharakter, so ist dieser Gedanke, dieser Weg nicht aussichts-
los. . o '
Auf die ermilhrungsphysiologische Methode wird auch hingewiesen. Das. Chloro-
phyll-Agens im Coniferenendosperm kdnnte an charakteristischen, experimentell ge-
fundenen Merkmalen gewinnen, wenn es z.B. gelinge, Embryonen nur am Licht ergriiv
mungsfihiger Pflanzen auf Coniferen-Endospern zu ziichten und sie im Dunkeln zur
Chlorophyllbildung zu bringen. Fdllt der Versuch auch negativ aus, so kamm man
doch sagen, es liegt nicht an dem Chlorophyll-Agens allein, sondern es muss ein
Faktor guch im Coniferen-Erbryo mit gegeben sein, der sich der Wirkung des Chlo-
rophyll-Agens addiert, oder erst mit der Substanz aus dem Endospem vereint die
Chlorophyllbildung hervorruft, die wir vorlédufig dem Chlorophyll-Agens im Endo-
sperm allein zuschreiben. .

Somit heben diese Untersuchungen dazu gedient, der alten, wiederholt von Bo-
tanikern vertretenen Ansicht experimentelle Unterlegen zu schaffen, dass in der
Tat in den Coniferenkeimlingen, und zwar vom Endosperm iibernommen, ein chemischer
Stoff vorhanden sein mmss, der das Chlorophyll-Agens genannt wird, den wir ferner
in seiner Wirkung und seiner Bildungsweise kennen gelernt habon als einen das
Licht als aktiven Faktor im Chlorophyll-Bildungsprozess ersetzenden Stoff.
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Pabelle 1. Qoniferenkeimlinge nackt im Licht- und Dunkel gezcgen.

Embryo ven Quellzeit| Beobacht. FTemperatur- Liehtlmin- ‘, Dunkelkeim-
in Tagen | am n-ten nossung linge linge
Tag in © Cels.

Pinus silves- 5 ¢, 5 - 14 4 mm, farblos |4-5 m, farblos
tris (3 mn 8. 1-8 4-4,5 mm, griin| 5-6,5m,
lang}q 110 1‘- 8 5 - 6 mm, " 6-7 mq, "

13. 2 - 1C 6 mm, grin 7 mm, "
| (94 g a)
2. Pinus sil- 2 2. 14 - 18 4 mu, farblos |4 mm, farblos
Vestriﬂn 5' ’ 14’ - 18 5 m’ " 5—5,&3‘, "
7. 12 - 16 5,0mm, grin 6-6,5m, "
, (92 gb)
3. Pimus sil- 2 3. 25, ~ 30 7 mm, gritn |7 mm, farblas
vestris. 5. 25 - 28 7 mm, griin ‘
(94 g a) _7-@,‘ "

4. Pices -ex- 4 10. 14 -'19 5 mm, griin 5 mm, farblos

celsa (5 sm 13, 12 - 16 ° 6 mm, griin 7 mm,: "
1ang) » (92 g b)
Pinue Stra- 2 6. 14 < 18 5,5mm, farbl, | 6~7 nm, farblos
bus (5 mm 9. 12 - 16 ,bmm, " 6~7 mm, "
lang).' 13. 12 - 18 58 mm, griin |7 mm,’ "
' 16. 12 - 18 6 rm, ¢ 7 mn, "
(92 g b)
! o . —de -

6. Biota or- 25 7. 18 - 23 12-15 mm, 6~7 m, Farblos
iontalis ' griin (92 g b) ' '
'(4mn lang)o
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Pabelle 2. Plrms-sllvestrisd}nbryonen in verschiedenfarbigem und zerstreutem Te-
geslicht geszogen. ? = 12 - 180..

Beohacht.- Tageslicht Kal iunbichronat Kupferoxydarmoniak

tog. - '

1. 3 um, farblos 3 mm, farblos 3 rm, farblos

7. grin .griin ' farblos

9. griin griin fardlos

12. griin _ griin griin

16. 6~7 m, griin 4~-5 mn, grin 4 mm, griin.
:::::::z=====>===t=z:=====éés‘===L::m’ct::nn:-':szs:zz:i::s::::zz:::::::::::::::
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Tabelle 3. Coniferen-Embryonen verdunstendem Terpentin ausgesetzt Dunkeln ge-

zogen.

Art Beoba.chtung am n. Tag Temperaéur 1" Verhalten
Pinus silvestris _ 1. , 18 - 220 3 mm, farblcs

9. 6 mm, "
Picea excelsa 1. 3 - 100 3 mm, fa.rblps

7. 4 mm, .

9. , 4 mm, "'
Pinus Strobus 1. 18 - 200 6 mn, farblos

7- l 6 mm' "

========E=========1==:========::::::::::=================:=-=======8=====I======S

Tabelle 4. Pinus-silvestris-Embryonen im Dunkeln bei T = 25 - 320 in organischan
Ldsungen nach 2-té.giger Quellung gezogen.

Nihrldsung: auf 0,5 L Wasser n gr Nihr- Enbryonen beobachtet am n—ten Tage

substang. o = =mm

5. ‘7.

Asparagin: 0,5 gr tot
Rohrzucker: 0,9 gr farblos S mm, farblos
Kalisalpeter 0,1 gr farbles 4 mm, farblbs
Pepton: 1 gr ' tot ‘
Traubenzucker: 2,5 gr farblos 5 mm, farblos
Dextrin: -1,5 gr farblos 4~5 mn, farblos
Albumin: 1 gr tot ‘
Casein: 1 gr _ tot
Mannit: 5 gr ’ farblos "6 mm, farblgs
Calactose: 1 gr _ farblos € mm, farblos
Laevulose; 1 gr , : farblos - 5 mm, farblos
Maltose: 1 gr . |- °~ farblos . ] 7-8 mm, farblcs
=EExzm====caz=t ====:=====:=:===2=========1;::::::::::::::::::-==F=:==============='

TPabelle 5. Coniferen-Embryonen im organischen Zusammenhang mit dem Endospeim: 1.

das Radikularende; 2. das Kotyledonarende; 3. vom Endospernm ganz befreit; 4. et-

was Endospern im Verband mit der Wurzelhaube an der Redicula belaasen, im Dunkeln
bei P = 17 - 26° gezogen.

Art beobachtet 1. 2. 3. " 4.
. | em n. Tag ’ :

P. silvestris 3. - - farblos : -

6. 6 mm, farbl.| 5 mm, griin | farklos -

P. silvestris 7. 5-6m,farbl. | - 5 mm, farbl -

P. silvestris g. 8 mm, farbl. - . - T -

Picea excelsa 6. 6-7Tm, griin | - - farblog : -
Pinus Pinaster 6. 14mm,griin grin _farblos griin

1c. [ Grin %9611&) griin farblos L -
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Pabelle 5 cont.

Art beobachtet 1. 2. 3. 4.
° m no T% .
P. Jeffreyi 11. 20 mm,griin | 6Cmm, grin | 16 mm, -
(Wurzel) farblos | .
16. 30-40mm , " grin farblos -
19. " griin " " geld (94 e a)
21. L " n griin .
P. Jeffreyi | = 6. - - farblos | geld (94 o a)
10. grin - - " gelb
14. griln (00eb) - "
P. Jeffreyi 2. - - farblos geldb
' 8. gelb - -~ l griin
::883::88======'.‘.==£=========ﬁ==z=3=:;s==:a:sz====:=========8===zs =TTz TSSES=Ss

Tgbelle 6. Pimus Jeffreyi. - Embryonen exstirpiert und Wurzelhaube derselben ent-
fernt. 1. Ohne vorherige Quellung; 2. nach n tagen Quellung. -—— P. Feffreyi, Xm-
bryonen exstirpjert, mit Wurezlhaube und daran haftendem Endosperm belassen; 3.

ohne Quellung; 4. nach n Tagen Quellung. — Im Dunkeln bei 1' = 18 - 25° geziichtet.

Vers. |Beod.] 1. | Beod. 2. | Beop.| 3.  [Beon. 4.
.Tag Tag . Tag Tag
1. ‘4, | farblos 2. Exstirpaticn 4, 12-14 mm | 2. Exstirpation
farblos
9. " - 90 gﬂm 6- grﬁn
- 110, 15 mm lang,
. grin
2l. griin
2. 7. | farblos 3. Exstirpation| 7. grin 3. Exstirpation
' 8. gelb 8. gelb
13. griin . 13. | grin
19. L
3. | 14. |farblos 3. Exstirpation| 14. grin
10. grin
4, F 13. Exstirpation ‘ 13. |Exstirpation
17. griin . 17. griin
19. LA 19. "
28. griin, 10mm 28. Jgrlin 20 mm
2.33-.8‘:3838'=88===,=$=’=.=£ E=T ==-======='—J===¢:========:=========-=====—==B=====

Tabelle 7. Pinus Jeffreyi. Samen niclit gequollen. Ihre von Endospem und 'urzelhau-—
be befreiten Embryonen inm Dunkéln bei T = 18 - 25° auf P. Jeffreyi-Endospermen ge-
‘ziichtet. — 1. Kehrere Tege alter Embryo auf die gleiche Anzahl von Tagen im Samen
gequollenes Endosperm trangplantiert; 2. eben exstirpierter Embryo auf eben pripa-
riertes, Endosperm transplantiert; 3. eben exstirpierter Embryo auf mehrere Tage
in Samen gequollenes Endosperm transplantiert; 4. eben exstirpierter Embryo auf
mehrere Tage ohne Samephiillen und eigenen Embryo quellendes Endosperm transplantiert;
5. n Tage alter Embryo auf n Tage ohne Samenhiille und Embryo quellendes Endospernm

) transplantiert.
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Pabelle 7 cont. »
Vers|Beob| 1  |Beo] 2 |.Beob| 3 Beob| 4 |Beob. 5
Teg Tag Tag Tag Tag
1. | 3. |Transpi.| 3. |Pavlend.| 2. |Trenspl.| 3. |Transpi.| 3. | ®ranspi.
Endosp. :
abgehob.
gelbv.
10. grin 6. | griin 10. | geld 9. | griin 13. grin
2. 3. |Transpl.| 3. | Pranspl. 3. | Transpl.| 3. |Pranspi.| . Trenspl.
9. | grin 'Q.Flbgﬁm 9. | grin 6. |gellgriin 6.] grin
S 3. |Embryo 3¢ S.Iranapl. 3. | Transpl.| 3. |Transpl. 3.| Pranspl.
Tage alt ' .
auf Endo
sperm =
€ Tage
transpl.
6. |grin 6. | griin C. grin 13.| grin 6. griin
J (Wurzel) -
=== e Y Y L L =:::::ﬁ:::::::::E:::::::::é=:=== STt cTESTERSRES

!'a'belle 8. Pinus Jeffreyi-Dnbryonen auf P. Lambertiana-Endosperme transplantiert,
Operationen wie Tabelle 7. ,

Vers|Beob 1 Beot 2 Beob 3 Beobd 4 Beol| - 5
Tag Tag Tag Tag Tag '
1 4. | Endosp. | 7. grin 3. | Transpl. 3. |Transpl.| 3. Transpl.
entfernt ‘ : '
8. grin 13. | griin G. gelr 9. griin
(Wurzel)
2. 3. | Embryo .| 4. {Endosp. 3. |Transpl.| 14. griin 3. | Transpl.
' auf ‘En- ‘entfernt ' '
dosp. 6 Embryo
Tage alt gelb
transpl.
6. | -gelb 6. |griin 6. | grin 6. | grin
: (Wurygel)
3e 3. | Pranspl.| 3. |Pranspl. 3. | Transpl. 3« | Transpl.
6. grin 6. grin 6. | griin 6. | grin.
:::::z::::::::z::::!b::::L:::::::::::==:====:==========2===:::::i:::::‘.:::z::tt.z’.

Die vorliegende Arbeit wurde im Botanischen Institut der Universitdt Halle
ausgefiihrt. Herrn Prof. Dr. KARSTEN, auf dessen Anregung sie unternommen wurde,
sowie Herrn Dr. G. SCIMIDT danke ich fir die mir suteil gewnrdene Anregung und

Hilfe.
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