Zur Messung der Stoffpermeabilitat
pflanzlicher Protoplasten II.
Von Eduard Stadelmann
Aus dem Botanischen Institut der Universitit Innsbruck
Mit 5 Textabbildungen
(Vorgelegt in der Sitzung am 5. Juni 1952)

II. Die experimentelle Priifung des Permeabilitéits-
mafies K.

I. Einleitung.

Im ersten Teil dieser Arbeit (Stadelmann 1952) wurde
ausgehend vom Fic k schen Diffusionsgesetz, die Gleichung

) L2~Li—%-1n%
K=-. 13 (Mt

4 (Lo — %) - (b — t,)

zur quantitativen Bestimmung der Protoplasmadurchléssigkeit aus
Permeabilititsversuchen nach dem Totalverfahren berechnet und
aus jhr zwei Forderungen fiir den Riickdehnungsverlauf abgeleitet:
Die Zeitproportionalitit (1. c., p. 782) und Konzentrationsabhingig-
keit der Riickdehnung (. c., p. 783). Es ist hier nun zu zeigen, wie

Die Nummern der Gleichungen sind aus dem ersten Teil dieser Arbeit
iibernommen,
* Darin bedeutet:

b die innere Breite der Zelle in cm;

K MaB fiir die Protoplastenpermeabilitidt in cm/sec;

Lo die nach einer der beiden Methoden fiir einen Plasmolyseversuch in
isotonischer AuBenlosung ermittelte Lénge des Protoplasten von Kuppe
zu Kuppe in cm;

L, b?W. L> Linge des Protoplasten von Kuppe zu Kuppe zur Zeit t: bzw. t,

in cm;

ti und t. die Zeiten der Messung in sec.
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weit diese Forderungen experimentell bestitigt werden, woraus
sich auf die allgemeine Zulédssigkeit des Faktors K als MaB fiir die
Protoplasmapermeabilitit urteilen 148t

2. Methodik der Versuche.

Zu den Versuchen wurde eine Durchstromungskammer (Stadel-
mann 1951 b) benutzt, so daB stets ein definiertes Milieu vorhanden war
und die Zellen auch wéihrend des Wechsels der Milieufliissigkeiten beob-
achtbar blieben.

Als Objekte dienten hauptsidchlich Tarazacum officinale (bereits mehr-
fach zu Permeabilititsuntersuchungen herangezogen: Hofmeister 1935,
Schmidt 1936, Kreuz 1941. Rottenburg 1944. Collander 1949,
Ur!l 1951) und wihrend des Fehlens dieses Freilandmaterials Sonchus
laciniatus und Sonchus fruticosus aus dem Gewiichshaus. wobei die Epider-
miszellen der Blattrippenoberseite untersucht wurden. Einige Versuche
waren mit Alliwm cepa (AuBen- und Innenepidermis der Zwiebelschuppe)
und Zebrina pendula (Epidermis- und Parenchymzellen an Stengellings-
schnitten) ausgefiihrt. Die Schnitte wurden bei den meisten Versuchen un
mittelbar nach ihrer Herstellung in einen Tropfen Leitungswasser in den
Objektraum der Durchstromungskammer gelegt. Nur einzelne Schnitte
kamen zur Wisserung vorher in ein Fldschchen mit destilliertem Wasser.

Die Losungen waren auf etwa fiinf Prozent genau und wurden fiir
jeden Versuch frisch hergestellt. Von den benutzten Reagenzien war Harn-
stoff chemisch rein, wihrend die anderen chemisch reinst verwendet wurden.
Die Konzentrationen lagen zwischen 0.7 mol/Lit und 1,3 mol/Lit und waren
so gewihlt, daB noch eine ausreichend starke Kontraktion entstand. um
die Riickdehnung geniigend lang zu protokollieren.

Wird der Schnitt zur Bestimmung von Lo (vgl. unten) vorplasmolysiert,
s0 beschickt man die Durchstrémungskammer zunéichst mit dem Plasmo-
Iytikum, miBt an der betreffenden Zelle die Protoplastenlinge Lo und priift
nach einiger Zeit. ob ithr Wert konstant blieb, was das osmotische Endgleich-
gewicht anzeigt. Hernach leitet man die Losung des Diosmotikums ein und
beginnt so mit dem eigentlichen Permeabilititsversuch. In geeizneten Zeit-
abschnitten (etwa 30sec bis 10 min) werden dann die Protoplastenlingen
mittels eines Okularmikrometers gemessen nnd mit der Zeit der Messung
notiert. Beriihrt eine Plasmakuppe die Zellquerwand und wird von dieser
deformiert, so bricht man einen solchen. hier als Einfachversuch
bezeichneten Versuch, ab.

Durch die Anwendung der Durchstromungskammer entstehen betréicht-
liche technische Erleichterungen, und es 148t sich ein Einfachversuch in zahl-
reichen Varianten abindern, von welchen hier zwei angewandt wurden:

Beim Mehrfachversuch werden an der gleichen Zelle nachein-
ander zwei oder auch mehrere Permeabilititsversuche mit demselben Dios-
motikum ansgefiithrt und bei diesen wahlweise entweder die gleiche oder
verschiedene Konzentrationen benutzt. Dabei muB vorerst das wihrend des
jeweils vorangegangenen Permeabilititsversuches eingedrungene Diosmoti-
kum aus der Vakuole exosmieren. Dies geschieht, sobald das Diosmotikum
im AuBenmedium in einer niedriceren Konzentration vorliegt als in der
Vakuole. Soll dem Zellsaftraum die gesamte eingedrungene Diosmotikum-
menge wieder entzogen werden, darf die AuBenlésung kein Diosmotikum
enthalten. An sich wire hiezu schon reines Wasser ausreichend. doch wurde
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qur Schonung des Protoplasten vor osmotischen Druckunterschieden meist
eine #quimolare Glukoseldsung gewdhlt, Der Protqp1a§t kontrahiert sich
wieder, und die Exosmose® gilt als beendet, sobald sich innerhalb geniigend
janger Zeitabstinde die Protopl@stenliqge L nicht mehr merklich indert;
die Vakuole befindet sich dann hinsichtlich der Gesamtmenge der osmotisch
wirksamen Substanz wieder im Anfangszustand, was durch die Bestimmung

2
der Menge mu nach der Formel muy = % -C- (Lo— %) und den Vergleich

des Wertes von L mit jenem von Lo iiberpriifhar ist. Nun wird der
neue Permeabilititsversuch durch Einleitune des Diosimotikums he-
connen. Ist dieses mit der Glukoselosung Hdquimolar, schlieft unmittelbar
die Riickdehnung an. Bei Konzentrationsverschiedenheit liegt noch, je
nachdem, ob die zweite Konzentration stirker oder schwicher ist, eine Art
partieller Plasmolyse oder Deplasmolyse dazwischen, bis das neue osmo-
tische Gleichgewicht entsteht. Nach einer solchen zweiten Riickdehnung kann
durch Exosmose das Diosmotikum wieder aus der Vakuole entfernt werden.
eine dritte Riickdehnung anschliefen usf.

Der Doppelversuch setzt sich zusammen aus zwei Einfachver-
suchen mit voneinander verschiedenen Konzentrationen ohne dazwischen-
liegender Exosmose. Um die Riickdehnung beim zweiten Versuch noch
beobachten zu konnen, bricht man den ersten ab, sobald er hinreichend lang
protokolliert wurde und leitet sofort die zweite Konzentration durch den
Objektraum der Durchstromungskammer. Bei Konzentrationserh6hung wird
durch die zunichst einsetzende partielle Plasmolyse der Abstand zwischen
Plasmakuppen und Querwand vergroBert, wihrend er bei Konzentrations-
erniedrigung durch die Deplasmolyse verringert wird. Fiir eine ausreichende
Beobachtung des zweiten Teilversuches ist demnach ein Wechsel auf eine
hthere Konzentration vorteilhafter.

3. Die Zeitproportionalitit der Riickdehnung.

Die Riickdehnung wurde an mehreren Objekten sowie bei ver-
schiedenen Konzentrationen von Harnstoff und Glyzerin unter-
sucht, um das allgemeine Auftreten der Zeitproportionalitit deut-
lich zu erkennen. Insgesamt waren 55 Einfachversuche, 34 Mehr-
fachversuche (bei vier von diesen unterbliecb die Messung der
ersten Riickdehnung) und sieben Doppelversuche ausgefiihrt wor-
den. Bei den beiden letzteren ist die erste Riickdehnung den Ein-
fachversuchen gleichwertig, so dab 92 erste Riickdehnungen zur
Beurteilung vorliegen®. Als Beispiel soll das folgende Protokoll
zeigen, wie durch zahlreiche Einzelmessungen die Anderungen der
Protoplastenléingen aufgenommen wurden, um den Riickdehnungs-

verlauf moglichst genau zu erkennen.
Permeabilititsversuch V 37; 12. 9. 1946: )
Objekt: Zebrina pendula.Léngsschnitt an einem Internodium, gemessen

® Die Ableitung eines Mafles fiir die Exosmose und seine experimentelle
Anwendung bleibt einer spdteren Arbeit vorbehalten,
. " Ausfiihrliche Details iiber Versuchsmaterial und Diosmotikum sind
bei Stadelmann 1951 a, p. 68 ff., ersichtlich.
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wurde je eine anthokyanhaltige und eine anthokyanfreie Zelle der Epider-
mis, Das Lumen war stark genihert zylindrisch.

Vorbehandlung: Der Schnitt lag vor dem Einbringen in die Glukose-
lésung etwa 24 Stunden lang in Aqua dest. Nach dieser Wisserung lag der
Schnitt dann 81 min lang in der 0,5-molaren Glukoselosung, wihrenddessen
an einigen Zellen der osmotische Grundwert bestimmt wurde,

Losungen: 0,5 mol Glukose, wasserfrei zu 1000 ccm Aqua dest. 0,5 mol
Harnstoff pur. zu 1000 cem Aqua dest.
Objektiv 7, Okular 4; 1" = 2,78 u;

1. Teilversuch: Bestimmung des osmotischen

Zelle 1:

Zelle 2:

Zelle 3:

Zellen:
h = 90,5 — 87,
L—173,0—
b = 66,0 — 53,
h == 90,0 — 47,
L =768 — b
b = 54,0 — 40,
h = 47,0 — 05,
L = 34,2 — 186,
b = wie obe

=1

Grundwertes von drei

2. Teilversuch: Riickdehnung in der Harnstofflosung.

Gemessen wurde diese an Zelle 2 und 3 gleichzeitig, da beide Zellen
mit einer Querwand aneinandergrenzten. Zelle 2 ist anthokyanhaltig und

Zelle 3 anthokyanfrei.
TZ?: etwa 1 sec—1;

00°00”: Wechsel auf die Harnstofflosung.
0045”: Die Kuppen schrumpfen noch etwas zusammen.

Zeit

01’ 00"
01’ 30"
02’ 00"
02’ 30"
03’ 00"
03" 30"
04’ 00"
04’ 30"
05’ 00"
05’ 30"
06" 00”
07" 00"
08" 00"

75,0
75,2
75,7
76,0
76,0
6.1
76,4
6.7
76,8
77,0
71,0
77,0
77,0

Zelle 2°

58,0
57.8
58.0
58,0
58,0
58,0
58,0
58,0
58,0
58,0
58,0
58,0
58.0

17,0
174
177
18,0
18,0
18,1
18,4
18,7
18,8
19.0
19.0
19,0
19.0

33,0
33,0
33,2
333
33,3
33,3
33,3
333
333
333
333
333
33,3

Zelle 38

Kuppen
wieder schon

16,9 {
17,0
174
177
18,0
18,1
181
18,2
18,3
18,3
18,3
18,3
18,3

Y e Y vy gurg ey
Q1 Ot O Ot O DY Ot O Ot Ot Ot S O
OO OCOOHMNMNWSDO =

5 TZ bedeutet ,,Tropfenzahl®, d. h. die Anzahl der Tropfen pro Sekunde,
die vom Ableitungsrohr (vgl. Stadelmann 1951 b, p.622) in die Saug-
flasche fallen. Sie ist ein MaB fiir die Stromungsgeschwindigkeit der Milieu-

fliissigkeit.

® Die ersten beiden Zahlenkolonnen geben die abgelesenen Teilstriche
(Zehntelteile geschitzt), die letzte als deren Differenz den Wert L der Proto-

plastenlinge in ” an.
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Zeit

09’ 00"
10° 00"
11° 00"
12° 00"
13’ 00"
14' 00"
15° 00"
16’ 00"
1700
18 00"
19 00"
207 00"
21 00"
22° 00"
23/ 00!!
24’ 00"
25’ 00"
26° 00"
27 00"
28' 00
29° 00"
307 00"
32’ 00"
34[ OOII
36" 00"
38" 00"
40’ 00"
42° 00"
44' 00"
46’ 00"
48' 00"
50" 00"
52’ 00"
54’ 00
56" 00"
58' 00"
60’ 00"
62’ 00"
64’ 00"
66’ 00"
68' 00"
70" 00"
72°00”
74 00"
76" 00"
78’ 00"
80" 00"
82’ 00”

713
75
7.6
78
78,0
78,0
78,0
78,1
78,2
8.3
78,4
78,6
78,8
78.8
788
78,9
79,0
79,0
79,0
79,0
791
79,2
79.3
79.7
79.8
80,0
80,0
80,0
80,1
80,6
80,7
80,9
80,9
80,9
80,1
80,0
80,0
80,0
80,5
80,7
81,0
81,0
81,0
81,0
81,3
81,6
81.8
81,8

Zelle 2¢

58,0
58,0
57,9
57,8
57,7
57,7
57,4
57,4
57,3
57.2
57.2
57,1
57,0
57,0
56,9
56,8
56,6
56,4
56,3
56,2
56.0
56.0
56.0
56.0
55.8
55,7
55,4

52,7
52,3
5211
52,0
52,0
52,0
52,0
51,8
51.7
51,4
51,1

19,3
19,5
19,7
20,0
20,3
20,3
20,6
20,6
20,9
211
21,2
215
21.8
21,8
21,9
22,1
22,4
22,6
227
22,8
23,1
932
233
23,7
24,0
24,3
24,6
24,8
25,0
25,6
25,7
26,1
26.7
26,9
26,9
27,0
27,1
27,3
28,2
28,6
29.0
29,0
29,0
29.0
29,5
29,9
30,4
30,7

33,3
33,3
333
33,4
33,6
33,7
338
338
339
33.8
33,8
33.9
33.9
34,0
34,0
34,0
34,0
34.0
34,0
34,0
34,0
34.0
34,0
34.0
34,0
34,0
34,2
34,3
34,6
34,8
34.9
35,0
35.1
35.2
35,5
35,6
35,8
35,9
36,0
36,0
36,0
36,0
36,0
36.1
36.2
36,4
36,6
36,6

Zelle 3¢

14,8
14,6
14,7
14,7
146
14,6
14,6
144
14,3
14,2
14,1
141
14,1
14,0
14,0
14,0
14.0
13,9
139
138
13,7
13,6
135
133
13,1
13,0
13,0
13,0
13,0
13,0
130
13,0
13,0
13,0
12,8
12,7
124
12,3
12,1
12,1
12,0
12,0
12,0
12,0
12,0
12,0
11,9
11,8

185
187
18,6
18,7
19,0
19,1
19,2
194
19,6
196
197
198
19.8
20,0
20,0
20,0
20,0
20,1
20,1
20,2
20,3
20,4
20,5
20,7
20,9
21,0
21,2
21,3
21.6
218
21,9
22,0
221
222
22,7
22,9
23,4
236
23,9
23.9
24,0
24,0
24,0
24,1
24,2
24,4
24,7
24,8

1

Protoplasma von

Zelle 2 hat sich

nach d. Messung
verschoben

° Die ersten beiden Zahlenkolonnen geben die abgelesenen Teilstriche
(Zehntelteile geschiitzt), die letzte als deren Differenz den Wert L der Proto-

plastenlanoe in “ an.

Sitzungsberichte d. mathem.-naturw. KL,

Apt. I, 161, Bd., 6. Heft.

26
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Zeit Zelle 26 Zelle 3°

84'00" 82,0 51,1 30,9 368 11,7 251
86'00” 820 51,0 310 370 115 255
88'00” 820 51,0 31,0 370 11,3 257
90’ 00" 825 50,6 31,9 37,0 11.2 258
92'00” 828 503 325 370 111 259
94'00” 830 50,3 327 37,3 11,0 26,3
96'00” 830 50,0 830 372 11,0 26,2
98'00” 832 498 334 815 110 265

100'00” 831 49,3 338 374 108 266
102°00" 83,8 49,1 34,7 318 10,6 27,2
104'00”  83.3 480 8538 37,9 102 277
106’ 00" 840 480 360 380 10,0 280
108 00" 84,3 480 36,3 380 10,0 280
110’ 00" 849 480 369 380 10,0 280
112’ 00" 850 475 375 382 10,0 282
114'00” 852 47,3 87,9 383 97 286

116’ 00" rechte Kuppe 38,7 94 293
118 00" nicht mehr 388 92 296
123" 30" 7zu erkennen abgebrochen, da

linke Kuppe
viell. gequollen

Mit diesen MeBwerten wird ein Zeit-Protoplastenlingen-Dia-
gramm (Abschnitt R in Abb. 4 [I. Teil]) gezeichnet und zwischen
die einzelnen Punkte eine Gerade (Rilekdehnungsgerade)
derart gelegt, daB ihre Abweichung von den MeBpunkten ein Mini-
mum ist. Weicht ein groBerer Teil des Riickdehnungsverlaufes
erheblich von dieser Geraden ab, wird die betreffende Riick-
dehnung als nicht zeitproportional beurteilt., An Abb. 1 sind sechs
solcher Diagramme mit den Riickdehnungsgeraden fiir Harnstoft
und in Abb. 2 vier weitere fiir Glyzerin wiedergegeben. Die gering-
fiigicen Streuungen der Einzelwerte liegen meist innerhalb der
Fehlergrenzen. Nur am Beginn der Protokollierung treten manchmal
groflere Abweichungen auf: War nimlich die Zelle nicht vorplas-
molysiert und bildeten sich die Plasmakuppen geniigend rasch aus,
so wurde noch das Ende der Kontraktionsphase aufgenommen, und
die ersten Werte von L sind noch zu hoch. War die Zelle aber vor-
plasmolysiert und waren die Losungen von Plasmolytikum und
Diosmotikum nicht isotonisch, so folgte vor der Riickdehnung
eine partielle Plasmolyse (Abb. 1e und Abb. 2 b) oder Deplasmo-
lyse (Abb. 1 d). Bei einzelnen vorplasmolysierten Zellen findet man
noch eine durch ungenaue Isotonie nicht erklirbare Kontraktion
der Vakuole (Abb. 1f). Auf diese Erscheinung und auf das

5 Die ersten beiden Zahlenkolonnen geben die abgelesenen Teilstriche
(Zehntelteile geschitzt), die letzte als deren Differenz den Wert L der Proto-
plastenlidnge in ‘ an.



Zur Messung der ‘Stoffpermeabilitét pflanzlicher Protoplasten IL. 379

Abb. 1. Riickdehnungen in Harnstoff.

Diagramm a: Zebrina pendula, Stengel;
Parenchymzelle; h — 75,5"; b = 23,0';
Harnstoff 0,5-molar mit Vorplasmolyse in 0,5-molarer Glukose,
Diagramm b: Taraxacum off., Blattrippenoberseite;
Epidermiszelle; h = 24,5"; b =5,0;
Harnstoff 1,0-molar ohne Vorbehandlung.
Diagramm ¢: Taraxacum off., Blattrippenoberseite;
Epidermiszelle; h — 50,0"; b =9,0";
Harnstoff 1,3-molar; vorher 15 min gewassert.
Diagramm d: Taraxacum off.. Blattrippenoberseite;
Epidermiszelle; h — 46,0"; b =8,5;
) Harnstoff 1,3-molar mit Vorplasmolyse in 1,3-molarer Glukose.
Diagramm e: Zebrina pendula, Stengel;
Parenchymzelle; h — 44,0"; b =15,5";
. Harnstoff 0,7-molar mit Vorplasmolyse in 0,7-molarer Glukose.
Diagramm f: Sonchus laciniatus, Blattbasisoberseite;
Epidermiszelle; h — 86,0’; b =17.5";
Harnstoff 1,0-molar mit Vorplasmolyse in 1,0-molarer Glukose.
Abszissen: Zeit in Minuten; Ordinaten: Protoplastenlinge in 1" =278 u;

h —innere Zellinge; b — innere Zellbreite.
267
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Abb. 2, Riickdehnungen in Glyzerin.

Diagramm a: Allium cepa, Zwiebelschuppe;
Zelle der AuBenepidermis; h — 35,5"; b = 13.0';
. Glyzerin 1,6-molar ohne Vorbehandlung.
Diagramm b: Taraxacum off., Blattrippenoberseite:
Epidermiszelle; h = 33,0"; b =6,7';
. Glyzerin 0,8-molar mit Vorplasmolyse in 0,8-molarer Glukose.
Diagramm ¢: Taraxacum off., Blattrippenoberseite;
Epidermiszelle; h =275"; b=4,7";
. Glyzerin 0,8-molar mit Vorplasmolyse in 0,8-molarer Glukose.
Diagramm d: Taraxacum off.. Blattrippenoberseite:
Epidermiszelle; h = 10,7; b = 3,0’;
Glyzerin 0,8-molar ohne Vorbehandlung.
Abszissen: Zeit in Minuten; Ordinaten: Protoplastenlinge in 1’ = 2.78 /:
h — innere Zellinge; b — innere Zellbreite.

Vorkommen von Knickungen der Riickdehnungsgeraden (Abb. 2 a)
wird spiter zuriickgekommen. Bei der Beurteilung, ob eine Riick-
dehnung als zeitproportional gelten kann, bleiben daher die Ab-
weichungen am Beginn der Riickdehnungskurve unberiicksichtigt.
Ebenso werden Riickdehnungen mit einem Knickpunkt als zeit-
proportional gerechnet, da eine plotzliche Anderung der Riick-
dehnungsgeschwindigkeit die Zeitproportionalitit als solche nicht
betrifft. Das Ergebnis ist fiir die ersten Riickdehnungen (das heifit
Einfachversuche und erste Riickdehnungen der Mehrfachversuche)
getrennt nach dem Diosmotikum in der Tabelle 1 angegeben,
wihrend die Tabelle 2 die Zusammenfassung aller Riickdehnungen
der Einfach-, Mehrfach- und Doppelversuche zeigt.
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Tabelle 1. Beurteilung der ersten Riickdehnungen.

e

Zahl der

" Zahl Zeitpropor-
) ) Ges.am.t‘zahl Z ei?}if‘gg or- der_ zeitpro- ti'onal in
Diosmotikum der Riick- tionalen portionalen | Prozenten
dehnungen Riick- Riick- der Gesamt-
dehnungen dehnungen zahl
Harnstoff 86 13 73 85
Glyzerin . 6 1 5 83
Tabelle 2. Gesamtbeurteilung aller Riickdehnungen.
Zeitpropor-
Wievielte Riick- Gesamtzahl Nicht Z,eitoronor- iiloglacl)piﬁl
levielte fuck der Riick- | zeitpropor- ti%na?l Prozenten
dehnung dehnungen tional der Gesamt-
zahl
erste 92 14 78 85
zweite 3 3 31 91
dritte 16 3 13 81
vierte und folgende 10 0 10 100
Summe 152 20 132 87

Wegen dieses hohen Anteils an der Gesamtzahl konnen die
zeitproportionalen Rilckdehnungen f
mometrierbare Zellenals normal angesehen werden,

womit die erste aus der Formel

K=—-

b

b

LZ—:Li—;‘]n

L,

1

4 (Lo—§>'(tz—t1)

abgeleitete GesetzmiBigkeit bewiesen erscheint,

ir plas-

4. Die Ermittlung der Permeabilititskonstanten K.

Zu einer genauen Permeabilititsmessung sollte der Wert von
L so0 oft bestimmt werden, daB in einem Zeit-Protoplastenlingen-
Diagramm ein normaler Riickdehnungsverlauf erkannt werden
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kann. Fir grofere Versuchsreihen mogen, wie bei den bisherigen
Methoden, zwei Messungen von L und t sowie die Bestimmung der
Zeit to, des Versuchsbeginnes geniigen; damit wird nach For-
mel (8) (siehe unten) L, errechnet und schlieBlich der Wert von
K ermittelt.

Die Bestimmung von L, erfolgt nach der Extra-
polationsmethode (vgl. Stadelmann 1952, p. 776).
indem aus der Riickdehnungsgeraden fiir die Zeit to des Ein-
legens des Schnittes in das Diosmotikum der Wert von L, abge-
lesen wird. Da nun die Zeitproportionalitit gesichert ist, kann man
diese Gréfe auch rein rechnerisch ermitteln, denn es gilt allgemein:

La—Lb

— — Const.
ta— tb

Es ist daher auch:
L1 — Lo _ Lz - L1

t, — to t,—t,
Hieraus folgt:
L,—1L,

Darin bedeutet:

L1 und L. die Protoplastenlinge zur Zeit t1 und t: wihrend der Riickdeh-
nungsphase.

to Die Zeit des Beginns des Permeabilititversuches.

Lo Die extrapolierte Protoplastenlinge von Kuppe zu Kuppe fiir den
Beginn des Permeabilititsversuches.

Dabei wird der Fehler vernachlissigt, der sich aus den Unter-
schieden der Protoplastenoberfliichen ergibt. wie diese einerseits
in der Anfangs- und Kontraktionsphase tatsichlich vorliegen und
andererseits bei der Extrapolation angenommen werden. Eine
weitere Unsicherheit entsteht mdglicherweise aus den isotonischen
Koeffizienten, wie sie de Vries (1899) fiir Harnstoff und Fit-
ting (1919) fiir Glyzerin und Harnstoff fand und sie nach H o f-
meister (1948, p. 86) bei rasch permeierenden Diosmotika all-
gemein vorkommen, Zum Beispiel wiirde sich ein in Rohrzucker
perfekt plasmolysierter Protoplast in der dquimolaren Harnstoff-
l6sung auf 10/9 des fritheren Volumens ausdehnen, ohne daf noch
Harnstoff permeiert ist. Ob auch zwischen Glukose und Harnstoff
der isotonische Koeffizient von eins abweicht, ist nicht bekannt.
Da diese Verhiltnisse allgemein keineswegs vollig geklirt er-
scheinen, wiren weitere Untersuchungen erwiinscht. Findet man
dabei die isotonischen Koeffizienten bestitigt, so sind diese bei
den extrapolierten Werten von I, entsprechend zu beriicksichtigen,
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damit die Beziehungen zwischen Teilchenzahl und Konzentration
richtig angewandt werden.

Bei der Methode der Vorplasmolyse gelangt der
Qchnitt zundchst in eine &dquimolare Zuckerlosung (vgl. auch
Bogen 1937 ff.)), verbleibt darin bis zur perfekten Plasmolyse
und kommt erst dann in das Diosmotikum. Damit ist die An-
fangs- und Kontraktionsphase bereits iibersprungen, und der
Protoplast dehnt sich sogleich zuriick. Wenn auch nach diesem
Verfahren der Wert fiir L, eindeutig bestimmbar ist, bestehen
doch Bedenken wegen einer moglichen Herabsetzung der Permea-
bilitit durch die Vorplasmolyse (vgl. Huber und Schmidt
1033, Schmidt 1936), so daB es allgemein giinstiger erscheint,
der Extrapolationsmethode den Vorzug zu geben.

Als Berechnungsheispiel fiir den Faktor K wird der
in Abb. 3 dargestellte Doppelversuch mit der Riickdehnung des ersten Teil-
versuches in 1.0-molarer Harnstofflosung gewihlt.

Objekt: Sonchus laciniatus, Epidermiszelle der Blattrippenoberseite.

Gemessen wurden: Innere Zellinge h =—24,0"; Innere Zellbreite b —
=55 b =18; b_ 1,4".

3 4

Es sind zunichst, wie bei den bisherigen Permeabilitidtsbestimmungen
iiblich, die Mikrometerwerte selbst eingesetzt und erst K in cm/sec umge-
rechnet (1" = 2,78 u).

Lo,’ wird nach der Extrapolationsmethode aus der interpolierten Riick-
dehnungsgeraden (vollausgezogene Linie) fiir to1 — 8 min 00 sec bestimmt.

Lo, = 11,75 Lo, »——g =99,

Man wihlt nun zwei Zeiten ti1, tes und liest die zugehdrigen Werte Luy,
L2 auf der Riickdehnungsgeraden ab (vgl. Abb. 8):

t,; = 19 min = 1140 sec; L, =124,

t,; = 55 min = 3300 sec; L,, = 14,1

tyy — tyy = 2160 sec; L,, —L,, =17,

L _ 1,14; 1gﬂ: 0,0567; In Loy 0,131; g—-lnﬁzo,%.

11 11 1 11

Das Glied % In Lo betrigt demnach mehr als 10 Prozent der Differenz
11
L,, —L,, und kann nicht vernachlidssigt werden.

Ln_‘]-'u_l;"lnh

Diese Werte in die GleichungK, =—- Ly eingesetzt:
4 (L DY (b — )
oO— —|" 21
3 ) 21 11

Die zweite Ziffer im Index gibt den Teilversuch an, in welchem die
betreffende GroBe liegt.



L22--
L3 oo

| | | 1 B N N
10 + : —D
] 120 40 | 60 !
v - i
to t1g t21 te ti2 ta2

Abb. 8. Zeit-Protoplastenlingen-Diagramm eines Doppelversuches
(Versuch Nr. 90).

Abszisse: Zeit in min.

Ordinate: Protoplastenlinge in (1" = 2,78 x).

Diosmotikum: Harnstoff.

Erster Teilversuch (to bis te): Konzentration C:= 1,3 10—3 mol/ccm,
Zweiter Teilversuch (nach te): Konzentration C: = 1,0 - 10—3 mol/ccm,

Nach den Einzelmessungen (°) der Protoplastenlingen wihrend des Ver-
suches interpolierte Riickdehnungsgerade.

Riickdehnungsgerade interpoliert zwischen den durch Berechnung ge-
fundenen Werten (.) der Protoplastenlinge. Vel. p. 387 {f.

to = to, Anfang des Permeabilititsversuches — Beginn des ersten Teil-
versuches.

te = to, Ende des ersten und Anfang des zweiten Teilversuches.

Lo = Lo, Fiir den Beginn des Permeabilititsversuches extrapolierte Proto-
plastenlinge.

Lo = Tiir den Beginn des zweiten Teilversuches extrapolierte Proto-
plastenlinge.

Le = Protoplastenlinge am Ende des ersten Teilversuches.

Las, Let. ti1, tor bzw. Lie, Los, tis, tee die fiir die Berechnungen von p. 383 hzw.
p. .385 gewidhlten Wertepaare von I, und t.

L;, = Protoplastenlinge fiir t — 73 nach den fiir beide Konzentrationen be-
rechneten Geraden.

1,7—024
9,2 2160

Der Faktor K besitzt die gleiche Dimension wie eine Geschwindigkeit,
und seine Mafeinheit ist im C.G.S.-System ein Zentimeter pro Sekunde
(cm/sec). Collander und Badrlund (1933) und Héfler (1934) benutzten
als andere Linheit gleicher Dimension ein Zentimeter pro Stunde (cm/h),
welehe sich demnach um das 3600fache von der C. G. S.-Einheit unterscheidet.

K, =14 =1,0-10—%/sec = 2,8 - 10—8 cm/sec.
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Die Genauigkeit des Zahlenwertes ist abhingig von den in die Be-
stimmungsgleichung eingesetzten GroBen und wird im giinstigsten Falle so
hoch wie bei dem am wenigsten genau bestimmten Faktor. Obwohl alle
GroBen auf drei Stellen genau mefibar sind, geht durch die Differenzhildung
meist eine Stelle verloren, und K kann nur auf zwei Dezimalstellen berech-

net werden. B R .
Die GroBe von K #ndert sich nur unwesentlich, wenn an derselben

Riickdehnungsgeraden andere Wertepaare von t gewahlt werden, ist aber
stark abhiingig von der Steigung (vgl. das Beispiel bei Stadelmann
1951 a). Letzteres hindert aber die Anwendbarkeit von K als Permeabilitits-
maB nicht, da im gleichen Verhdltnis auch die Unterschiede der Plasma-
durchlissigkeit verstirkt zum Ausdruck kommen.

5. Die Konzentrationsabhéngigkeit der Riickdehnung.

Im ersten Teil dieser Arbeit (p. 783) wurde aus der Gleichung
(7) abgeleitet, daB die Riickdehnung konzentrationsabhingig ist:
Sie soll sich bei Erhohung der AuBenkonzentration derart ver-
langsamen, dafl das Produkt (LZ—L1 —%-ln %) C fiir gleiche Zeit-

1
abschnitte (t,—t,) konstant bleibt. In beiden Konzentrationen
folgt dann fiir K der gleiche Wert. Um dies zu priifen, berechnet
man getrennt aus den ersten und zweiten Teilversuchen von
Doppelversuchen den Faktor K. Am Grad der Ubereinstimmung
beider Zahlen kann man die Bestiiticung des obigen Zusammen-
hanges beurteilen,

Die Berechnung von K- fiir den zweiten Teilversuch erfolgt analog
wie oben fiir K1 gezeigt, da sich die Zelle so zuriickdehnt. wie wenn sie von
vorne herein nur in der Konzentration C: gelegen hitte (vgl. p. 396). Dabei
ist zu beachten, daB Lo auf die neue Konzentration umgerechnet wird, da

diese GroBe ja fiir einen isotonischen Plasmolyseversuch einzusetzen ist.
Die Umrechnung ergibt sich aus der Volums-Konzentrations-Beziehung:

b b
e =]

Im obigen Beispiel wurde fiir den ersten Teilversuch mit der

Konzentration C, = 1,3 mol/Lit Lo, — g =19,9" gefunden.

Fir C, = 1,0 mol/Lit ergibt sich demnach Lo, —%)— =18'. Wihlt man

t, = te = 56 min, t,, = 76 min, so findet man an der Riickdehnungsgeraden
des zweiten Teilversuches (vgl. Abb. 3) L, =Lo' =17.7 und L,, = 19,1°.
Mit diesen Werten wird nach Gleichung (7):
K,=1,4- 24701 o j0-0/sec.
13 - 1200

Der Unterschied zwischen Ki und K- betriiet hier 20 Prozent.
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Bei den sieben Doppelversuchen war fiir vier Zellen die
zweite Konzentration hoher als die erste, wihrend bei dreien auf
eine schwichere Konzentration gewechselt wurde, wobei dann die
Riickdehnung nur in einem Falle ausreichend zu protokollieren
war. Es verbleiben somit insgesamt fiinf Doppelversuche zur Be-
urteilung und betrégt bei diesen der Unterschied beider K-Werte
hochstens 31% des jeweils ersten Wiertes. Erscheint auch die Zahl
der gepriiften Zellen relativ gering, so zeigt sich doch eine fiir
diese Verhiltnisse sehr gute Ubereinstimmung, so daBl eine unzu-
lissige Vergroferung des Unterschiedes auch bei weiteren Ver-
suchen nicht zu erwarten ist.

Damit erscheint auch die zweite Gesetzm#Bigkeit, die aus der
Gleichung (7) folgt, in zun#ichst beschrinktem Umfange experimen-
tell bestitigt.

Eine einfache Kontrolle fiir die richtige Lage der im zweiten
Teilversuch eingetragenen Riickdehnungsgeraden kann durch
deren Extrapolation bis zur Zeit t. (Beginn des zweiten Teilver-
suches) erfolgen, indem man dort einen Wert Lo’ fiir die Proto-
plastenlinge bestimmt (vgl. Abb. 3). Aus diesem Wert kann die
Gesamtmenge m,’ der osmotisch wirksamen Substanz, die zu die-
sem Zeitpunkt bei der Auflenkonzentration C. in der Vakuole vor-
handen ist, nach Gleichung (4) ermittelt werden:

m-b? b
mu, — 1 . (Lol—g) 'Cg.

Die Gesamtmenge my 148t sich aber andererseits auch am Ende
des ersten Teilversuches aus dem Wert L. und der Konzentration

C, errechnen: m, == bz.(Le by, C,.Stimmen beide Werte fiir m,’
iiberein, so sind auch die Produkte (L ——) C, und (L %) -G,

/

gleich. m,’ ist die Summe der Menge mu der urspriinglich vor-
handenen osmotisch wirksamen Substanz und der wihrend des
ersten Teilversuches endosmierten Menge ms des Diosmotikums,
die aus den Gleichungen (4) und (3) fol;:en: m,’ =my + mg=
—c . b\, m-b L) R by =
=0 (Lo ) G (Lo — Lo 5= 0y (Le—)- ™

Fiir obiges Be1echnungsbeispiel folgt zun#chst aus Abb. 3:
Le=14,2"; L,/ = 17,7" Ferner 1st =1,8’, C,=1,3 mol/Lit, C, =
= 1,0 mol/Lit. Mit diesen GroBen zelgt der Wert von (Le — E) G,

eine Abweichung von etwa 1 Prozent gegeniiber demjenigen von
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b ) .. . . .
Lo’-—g) -C,, was eine sehr gute Ubereinstimmung kennzeichnet

und die Lage der gewihlten Riickdehnungsgeraden bestitigt.

Um die Zahlenwerte von my, ms oder m,’ anzugeben, muB
L und b zundchst in em umgerechnet werden; mit 1’ = 2,78 u
wird b=1,5-10"% em, L,=32,5-10"* em und L = 39,510~ c¢m;
¢, =1,3-10"3 mol/eem, C, =1,0- 103 mol/cem. Damit wird nach
obiger Formel: my= 6,4 -10~'2 mol; ms = 1,6 - 10~*2 mol. Gibt man
letzteren Wert fiir das benutzte Diosmotikum (Harnstoff, 1 mol =
—=60gr) in Gramm an, so folgt, da wihrend des ersten Teil-
versuches 0,000.000.096 Milligramm Harnstoff in die Vakuole per-
meierten; my’ ergibt sich als Summe beider Werte zu 8,0 - 10—!2 mol.
Berechnet man diesen Wert aus dem zweiten Teilversuch mit
Lo =49,2-10~* ¢m, so folgt m,’ = 7,9 - 10~2mol, welcher Wert um
die bereits oben erwihnte Differenz von 1% vom zuerst errechneten
abweicht.

6. Die Berechnung einer Riickdehnungskurve.

Ist bei einer Zelle fiir ein bestimmtes Diosmotikum der Wert
von K ermittelt, die Zellbreite b und die Menge m, bekannt, so
konnen die Riickdehnungen in verschiedenen Konzentrationen
dieses Diosmotikums berechnet werden. Im folgenden Beispiel wer-
den die Daten des Doppelversuches von Abb.3 benutzt, so daB
schlieBlich die im Versuch gefundene Riickdehnung resultieren soll.

Man geht von der durch eine unbestimmte Integration folgen-
den Endgleichung aus, die sich mit der Formel (7) ergibt, wenn
man dort L, =L,, L, =1L, t; = 0 und t, = t setzt:

L—TLo—2.Int
3 Lo

4 (LO—E)-t
3

Diese Gleichung wird nach t aufgeldst und fiir eine Reihe von
angenommenen Werten fiir L die Zeiten t berechnet:

p—— D — (L—Lo — 2+ In 7).
4. K. (Lo —'é') 3 Lo
Dabei folgt der Wert fiir L, aus der umgeformten Gleichung (4):
—Mu 4 b
L= mn T3
Die Berechnung soll fiir die Konzentration C, =— 1,3000 - 10—
mol/eem und C, = 1,0000 - 10— mol/cem gezeigt werden. Dabei ist
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die Genauigkeit der Zahlen willkiirlich um zwei bzw. drei Stellen
erh6ht, damit fiir die spiteren Betrachtungen geniigend exakte
Werte folgen.

a) Berechnung der Riickdehnung fiir die AuBen-
konzentration C,.

Es ist gegeben: 1’=2,7800 - 10~* ¢m; m, = 6,4000 - 10~"* mol;
b=5,5000’=1,5289 - 10—* cm; K=1,0000 - 10—*’/sec=6,0000-10—*
’/min.

Nach obiger Formel folgt zunéchst fiir Lo:

— 6,4000 - 10—12 4,0000 : _I_ 0,50966 - 10—3 —
1,3000-10—3  3,1416 - 2,3378 - 10—6

=28,1910-1072% cm = 11,479’

Die Abweichung dieses Wertes gegeniiber dem im Versuch gefun-

denen (11,7) betrigt etwa 2% und entsteht aus den Rechen-

operationen.

Damit wird, wenn man K in ’/min und b und L, in einsetzt,
in der obigen Gleichung fiir t der Quotient

o

= 23,760 min
4.K- (Lo——b—)
\ 3
und man bekommt schlieBlich:
t=28,760- (L — Lo—% In L) min.
(]

Die weitere Berechnung erfolgt in Tabellenform, indem man fiir L
aufeinanderfolgende Werte wihlt:

Gewihlter
Wert Ig L R—lni L—Lo L—Lo—£~lnL t
von L Lo 8 Lo 3 Lo
11,479 0,00000 0,00000 0,000 0,000 0,000
11,700 0,00830 0,0350 0,221 0,186 4,42
12,000 0,01929 0,08143 0.521 0,440 10,5
12,5600 0,03702 0,1563 1,021 0,865 20,6
13,000 0,05405 0,2282 1,521 1,293 30,72
13,500 0,07044 0,2974 2,021 1,724 40,96
14,000 0,08624 0,3641 2,521 2,157 51,25
14.500 0,10148 0,42839 3,021 2,593 61,61
15,000 0,11620 0,49053 3,521 3,030 72,01
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p) Berechnung der Riickdehnung fiir die AuBen-
' konzentration C,.

Mit C, = 1,0000-10—* mol/cem und den iibrigen Daten wie
ohen folgt nach der gleichen Formel I, =3,9954-10—°cm =
14,372 und damit
t:18,277-(L—L0—§-1n L

A o]

)min.

QehlieBlich wird wieder in Tabellenform weiterberechnet:

Gewihlter
Wert lgL bon L L—Lo L—Lo——ﬂ-lni ¢
von L Lo 3 LO 3 Lo
14,372 0,00000 0,00000 0,000 0,000 0,000
14,600 0,00683 0,0288 0,228 0,199 3,64
15,000 0,01857 0,07839 0,628 0,550 10,1
15,500 0,03281 0,1385 1,128 0,989 18,1
16,000 0,04660 0,1967 1,628 1,431 26,15
16,500 0,05996 0,2531 2,128 1,875 34,26
17,000 0,07293 0,3079 2,628 2,320 42,40
17,500 0,08552 0,3610 3,128 2,767 50,57
18,000 0,09775 0,4127 3,628 3,215 58,76
18,500 0,10965 0,45970 4,128 3,668 67,04
19,000 0,12123 051175 4,628 4,116 75,22
19,500 0,13251 0,55939 5,128 4,569 83,50

Die so ermittelten Werte fiir beide Riickdehnungsgeraden sind
in das Diagramm der Abb. 3 (als Punkte .) eingetragen (wobei be-
achtet wird, daB to =3 min ist) und ergeben den berechneten
Rickdehnungsverlauf (unterbrochene Linie), dessen an-
tingliche Kriimmung (vgl. I. Teil, Abb. 6) bei beiden Konzentratio-
nen kaum noch zu erkennen ist. Seine Abweichungen von dem im
Versuch beobachteten Riickdehnungsverlauf sind sehr gering, und
die Kurven fiir C, = 1,0000 . 10— mol/cem stimmen nicht nur in
ihrer Steilheit, sondern sogar in ihrer Lage iiberein, was auf p. 396 ft.
noch zu diskutieren ist.

7. Die Menge und Partialkonzentration des Diosmotikums
berechnet fiir aufeinanderfolgende Zeitintervalle.

. Zur eingehenderen Analyse der Riickdehnung sollen zunichst
die folgenden GroBen fiir gleich lange Zeitintervalle aus dem be-
rechneten Verlauf ermittelt werden:
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Dms, die wihrend des Intervalls Dt in die Vakuole permeierte
Substanzmenge in mol/Intervall;

mg, die Gesamtmenge des Diosmotikums, die in der Vakuole
am Ende des Intervalls vorhanden ist, in mol;

Zm, die pro Einheit der Protoplastenoberfliche wihrend eines
Intervalls Dt permeierte mittlere Menge in mol/qem-
Intervall;

ke, die Partialkonzentration des Diosmotikumsin der Vakuole

am Ende des Intervalls in mol/ccm.

Man teilt die Zeit von t =3 min (Beginn der Riickdehnung)
bis t="73 min in sieben Intervalle von je 10 Minuten Dauer. Um
die L-Werte fiir das Ende bzw. den Anfang der Intervalle genauer
anzugeben, wird nur L., aus dem Diagramm der Abb. 3 abgelesen.
Wenn man unter Vernachlissigung der Anfangskriimmung den
Riickdehnungsverlauf als ideal zeitproportional auffaBt, kann man
den siebenten Teil der Differenz L;;—L, als die Zunahme der
Protoplastenlinge L pro Intervall betrachten:

tiir C, =1,3000 - 10—3 tiir G, = 1,0000 - 10—3
mol/cecm mol/ccm
L., 14,90° = 4,142 10—3 cm 1867 = 5,191 10-3 cm

L, 11,48 = 3,191 10—3 em 14,37 = 3,995 10—3 cm
(=Lo von p-16 bzw.17)
L,, — L, 3,42" = 0,951 10—3 em 430" = 1,196 10—3 cm

Zunahme von L . _ o _
pro Intervall 0,489'= 0,135, 10—3 cm 0,614'= 0,1708. 10—3 cm

Als Beispiel wird nun die Berechnung obiger GroSen fiir das erste
Intervall bei C; gezeigt. AbschlieBend sind diese Zahlenwerte fiir alle Inter-
valle in zwei Tabellen zusammengefaBt.

2

G- (L, — Ly

dabeiist (L,—L,) die oben errechnete Zunahme von L. Mit b = 1,529 - 10—3 cm;
C=C, =1,3000 - 10—3 mol/ccm und (L, — L,) = 0,135, - 10—3 ¢m wird schlieB-
lich Dms = 3,24, - 10—13 mol/Intervall.

ms erhilt man durch Summierung der Dms-Werte der einzelnen Inter-
valle bis einschlieBlich des betrachteten. Beim ersten Intervall ist ms gleich Dms:
ms = 3,24, - 10—13 mol.

zm ergibt sich aus Dms und der mittleren Protoplastenoberfliche qm:
Zm = _lzms , dabei ist qm = $—9 ; 92 ynd wird nach Gleichung (6) aus den

m

L-Werten am Beginn und Ende des Intervalls berechnet: gm=wx-b L;_g—li

Dms wird nach Gleichung (3) ermittelt: Dms == b
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L+ 1L,
2
= 3,24, -10—13 mol, so wird: zm = 2,07, - 10—8 mol/qcm - Intervall.
ke errechnet sich aus ms und Ve, dem Vakuolenvolumen am Ende des

fiir das erste Intervall wird = 3,259 - 10—3 cm. Setzt man fiir Dmgs =

petrachteten Intervalls: ke =%; dabei gilt wieder (vgl. I Teil, p. 775 oben):
e
2
Ve=1" Ly (Le— %) ; Am Ende des ersten Intervalls wird fir Le =
4

—3,327-10—3 ¢cm und ms = 8,24, mol der Wert von ke = 6,27, -10—5 mol/cem.

Tahelle 8. Die Werte von Dms, ms, Zm und ke, berechnet
fiir die einzelnen Intervalle:

a) In der AuBlenkonzentration C; = 1,3000 - 10— mol/ccm.

Grofie von L Dms Zm
Intervall a;laﬁ;l:e;l;.fael: mol/Inter- ms mol/gem - In- ke
em vall mol tervall mol/cem
1. WA g o4, 10—18| 3,24,.10—18| 207, -10-8| 6,27, -10—5
2, :z: 3,24, 6,48, 1,98, 11,9,
3. 3’599 3,24, 9,73, 1,91, 17,2,
4. ’ 3,24, 12,97, 1,84, 21,91
5. ::’j 3,24, 16,22, 1,77, 26,28
6. 41006 3,24, 19,46, 1,71, 30,32
7. oo 3,24, 22,70, 1,65, 34,04

b) In der Auflenkonzentration C, = 1,0000 - 10~% mol/ccm.

Grofie von L Dms Zm
Intervall “&ﬂ;ﬁ-‘eﬂnz?xf' mol/Inter- s mol/gem - In- ke
em vall mol tervall mol/cem
1. 5995107 | g 196.10—13 | 3,136.10—13| 1,600.10-8| 4,672.10—5
2, 4166 3,136 6,272 1,536 8,926
3, % 3,136 9,408 1,476 12,82
4. 4007 3,136 12,544 1,422 16,39
5. 678 '3,136 15,680 1,371 19,68
6. 4849 3,136 18,816 1,323 29,79
7. 2,00 3,136 21,052 1,279 25,54
5,191
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8. Diskussion des Riickdehnungsverlaufes.

Die oben bei einer als Beispiel gewiihlten Zelle errechneten
Werte charakteristischer GroBSen fiir aufeinanderfolgende Zeit-
intervalle sollen nun einen tieferen Einblick in die Zusammenhiinge
des Riickdehnungsvorganges ermoglichen. Dabei ist jedoch zu
beachten, dafl die Riickdehnung an sich ja kontinuierlich verliuft
und die Einfiihrung von Zeitintervallen nur als Behelf zur Berech-
nung der Zahlenwerte und Darstellung ihrer Anderungen dient.

Wegen der zeitproportionalen Zunahme der Protoplasten-
lange L vergrofert sich auch die Vakuolenoberfliche g, das Vaku-
olenvolumen V und mit diesem die Menge ms in gleichlangen
Zeitintervallen um denselben Betrag. Da das osmotische Gleich-
gewicht gewahrt bleibt, permeiert die Menge Dms in dem ihr ent-
sprechenden Volumsanteil Vy der AuBlenlésung (Dmg = C - Vy,) in
die Vakuole, die sich um dieses Volumen vergroBert: Der Proto-
plast dehnt sich zuriick. Besitzt die Vakuole am Anfang des ersten
Intervalls das Volumen V,, so ist dieses dann am Intervallende
Vo + V. Die Menge Dm; (die in dem Volnmen Vy die Konzen-
tration der AuBenlosung besitzt) verteilt sich daher im Volumen
Vo + Vw und ihre Konzentration erniedrigt sich auf den Wert k.
Bis zum Ende des zweiten Intervalls permeiert wieder eine gleich
grofle Menge Dm;s unter derselben Volumszunahme der Vakuole,
wie dies dann auch bei allen folgenden Intervallen eintritt. Zwar
erhoht sich hiedurch immer die Konzentration des Diosmotikums

Legende zu Abb. 4:

Schematisches Vakuolenvolumen-Konzentrations-Diagramm fiir drei aufein-
anderfolgende Zeitintervalle, dargestellt fiir den gleichen Protoplasten in
zwei verschiedenen AuBenkonzentrationen (Ci—= 1,5-C,).

Abszisse: Vakuolenvolumen.

Ordinate: Konzentration.

Tliche: Menge der osmotisch wirksamen Substanz.
Vo Vakuolenvolumen fiir den Versuchsbeginn.
Vw  Volumszunahme der Vakuole pro Intervall.
Ci: und C» AuBenkonzentrationen des Diosmotikums.

c Partialkonzentration der urspriinglich vorhandenen Substanz in der
Vakuole,
k Partialkonzentration der permeierenden Substanz in der Vakuole.

mun  Menge der urspriinglich vorhandenen osmotisch wirksamen Substanz
in der Vakuole.

ms  Menge der permeierten Substanz in der Vakuole,

Dms die pro Intervall permeierende Menge des Diosmotikums.

Weitere Erklirungen siehe im Text.
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im Zellsaftraum, doch erreicht sie nie (d. h. erst fiir t ==oc0) den
Wert der AuBenkonzentration (vgl. die Kolonnen von k. in
Tabelle 3).

Um diese wichtigen Zusammenhéinge klarer zu zeigen, sind in
der Abbildung 4 die Riickdehnungen in den Konzentrationen C,
und C, (C; = 1,5. C,) schematisch dargestellt. Als Abszisse wurde
das Vakuolenvolumen gew#hlt und auf der Ordinate die Konzen-
trationen der urspriinglich vorhandenen Substanz und der dios-
mierenden Substanz aufgetragen. Daher gibt die durch die beiden

C
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Abb. 4.
Sitzungsberichte d. mathem.-naturw. Kl., Abt. I, 161. Bd., 6. Heft, 27
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Koordinaten bezeichnete Fliche (nach der Beziehung Volumen X
X Konzentration = Menge) die Menge an, Flichengleiche Recht-
ecke reprisentieren dieselbe Menge: Sie kann in einem kleinen
Volumen bei hoher Konzentration (kurze Grundlinie und grofle
Hohe des Rechteckes) oder in einem grofen Volumen bei geringer
Konzentration (lange Grundlinie und geringe Hohe des Rechteckes)
enthalten sein. Es werden die Verhiltnisse fiir den Beginn und das
Ende von drei aufeinanderfolgenden Intervallen gezeigt. Die Menge
my der urspriinglich vorhandenen Substanz und die der dios-
mierenden Substanz mg bzw. Dms) werden durch verschiedene
Schraffierung ihrer Flichen gekennzeichnet.

Man erkennt, daB trotz der pro Intervall gleichbleibenden Auf-
nahme von Dmg die Partialkonzentration k wegen der VergroBe-
rung des Vakuolenvolumens immer langsamer ansteigt: Eine
zeitproportionale Riickdehnung des Proto-
plasten bedeutct, daB sich in gleich langen
Zeitintervallen die Zunahme der Partial-
konzentration des Diosmotikums in der Vakuole
verkleinert.

Dieses Verhalten ist bereits aus Gleichung (5) ersichtlich. Die Partial-

konzentrationszunahme Dk bei einer Zunahme der Protoplastenlinge L, =L
um DL auf L, =L -+ DL ist nach dieser Gleichung:

L—|—DL—Lo_L—Lo)

Dkqu—k1=0-(

N b b

L+DL—— L ——

i 3 3

und hieraus: (Lo—g) DL
Dk=C-

]

Da C, Lo, b und fiir gleich lange Intervalle wegen der Zeitproportio-
nalitiit auch DL konstant ist, so folgt: Dk nimmt mit grofler werdendem L ab.

Der Wert von Dmg ist bei beiden Konzentrationen annghernd
gleich (bei C, 3,24 -10-1 mol; bei C, 3,13 -107!3 mol; Unter-
schied etwa 4%). DaB diese Differenz klein bleibt, kann aus
Formel (1) abgeleitet werden, wenn man fiir k und q nach Glei-
chung (5) und (6) einsetzt:

c- (Lo - 3)

L S W 2

dt L — =~
3
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Das Produkt K = b C (Lo—%) ist konstant, und die

Anderungen des Quotienten fL—b sind verh&ltnismiBig gering
L ——
3
(tiir die betrachtete Zelle mit j = 0,5 etwa bis 10% ), so daB die
bei Konzentrationséinderungen auftretenden Unterschiede von L
nur wenig ins Gewicht fallen: Dmskann in guter Nihrung
als konzentrationsunabhingig aufgefalit werden. Um

die geringe Ver#inderlichkeit von ;&—b allgemein zu zeigen, wird

IJ—_

3
wieder (vgl. I Teil, p. 780) L =i Lo und b= L, eingefiihrt
und die GroBe des Quotienten Q =—1—j— fiir einige Werte von i

] — =

3
bei verschieden grofem Parameter j in der folgenden Tabelle 4 an-

gegeben. Neben Q wird die prozentuale Abweichung A= Q"T_Q -100
angefiihrt, wobei Q, der Wert von Q fiir i = 1 (L = L,) ist.

Tabelle 4. Anderungen von Q:—i—j-

j—2

3

j=1,0 j=0,75 j=0,50 j=025
Q | 4 Q | 4 Q | 4 Q 4

1,000 | 1,500 00,0 1,333 00,0 1,200 00,0 1,091 0,00
1,500 | 1,286 13,7 1,200 10,0 1,125 6,2 1,059 2,9
2,000 1,200 20,0 1,142 14,5 1,091 9,1 1,044 43
2,600 | 1,154 23,0 1,111 16,6 1,071 10,7 1,035 52

3,000 1,125 25,0 1,001 ' 18,3 1,059 11,7 1,029 5,7

Da sich also Dms mit der Konzentration und der Protoplasten-
linge nur wenig dndert, kénnte diese Grofe als relatives MaB fiir
die Permeabilitit von Zellen gleicher innerer Breite b und gleicher
Menge m, urspriinglich vorhandener Substanz dienen. Bei der
hdheren AuBenkonzentration C, ist die gleiche Menge Dms in einem
geringeren Losungsvolumen V. enthalten als bei der niedrigeren
Konzentration C,, das Vakuolenvolumen nimmt daher in ersterem
Falle in gleichen Zeitintervallen um ein geringeres Volumen zu:
Bei Konzentrationserhdhung der AuBenlésung

27+



396 Eduard-Stadelmann

verkleinert sich die Zunahme des Vakuolen-
volumens fiir gleich lange Zeitintervalle (vgl
auch Fitting 1919, p. 118, der erwéhnt, dal aus verhiltnis-
méfBig geringen Glyzerinkonzentrationen mehr Glyzerin aufge-

nommen wird als aus hoheren).

Die weitgehende Konzentrationsunabhingigkeit von Dms 188t es zu-
niichst gleichgiiltiz erscheinen, in welcher Auflenkonzentration die Zelle
liegt, um nach gleichen Zeitriumen angenihert die gleiche Menge Dms bzw.
ms aufgenommen zu haben: Nach einem Konzentrations-
wechsel folgt die Riickdehnung in guter Niherung
stets derjenigen Geraden die sich ergibt, wenn die
Zelle in einem Einfachversuch unmittelbar in der
neuen Konzentration gelegen hitte®

Wegen der geringen Varianz kann Dms zu einer einfachen Methode
fiir die Transformation einer Rickdehnungsgeraden
benutzt werden, wobei unter Transformation die Ermittlung der Riickdeh-
nung einer bestimmten Zelle bei einer AuBenkonzentration C: aus der be-
kannten Riickdehnung bei C: desselben Diosmotikums verstanden sein soll,
Man postuliert zunichst die Gleichheit der wihrend der Zeiten to und ti
permeierten Mengen Dmg, so daB} gilt:

) 7 2
Dms‘:n—f—-ci'(L“——LoJ:Tb

: Cz (Ln - LOg)-

Substituiert man nach der Volums-Konzentrationsbeziehung fiir Lo, (d.i. die
Protoplastenliinge Lo in der Konzentration C,) analog Gleichung (4):
by C , b
Loy = (Lo, — —| =+ —
02 ( 0y 3) Cz+ 3

b b
G, (Lu - E) =G (Ln - E)

Die Transformation einer Riickdehnungsgeraden
folgt der einfachen Volums-Konzentrationsbezie-
hung. Es geniigt, fiir zwei Werte von L diese Berechnung durchzufiihren,
deren GroBe in das Zeit-Protoplastenlingen-Diagramm einzutragen und
durch eine Gerade zu verbinden, Diese stellt dann die durch Transformation
aus der Riickdehnung in C: gefundene Riickdehnungsgerade bei der Kon-
zentration C: dar. Fir die als Beispiel gewdhlte Zelle ist bei Ci—=
= 1,300 10~* mol/ccm bei t, =3 min L,, = 11,48 und fiir t, = 75 min L,,=
=15,00" (vgl. Abb. 8); mit b = 5,500" wird fiir C2 — 1,000 - 10—3 mol/ccm nach
obiger Beziehung L,, — 14,4" und L,, = 18,9". Der Unterschied der zwischen
diesen Punkten einzutragenden Geraden und der nach p.389 tabellarisch
berechneten ist derart gering, daB er in Abb.3 nicht mehr erkennbar ist:
Die beiden Geraden iiberdecken einander. Damit ist die Zuldssigkeit dieser
einfachen Methode zur Transformation bewiesen, und es kann ihr wohl stets
der Vorzug gegeniiber der langwierigen Berechnung iiber den Wert von K
gegeben werden; sie ist fiir Versuche mit Konzentrationswechsel von beson-
derer Bedeutung.

Diese Uberlegungen kénnen am Doppelversuch gepriift werden. Es
148t sich dort aus der Riickdehnung des ersten Teilversuches eine Riickdeh-

% Wobei man die Storungen durch das vorerst nach dem Konzentrations-
wechsel noch fehlende osmotische Gleichgewicht vernachlissigt.

so folgt schlieBlich:
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pungsgerade fiir den zweiten Teilversuch durch Tl'ansfoymation ermitteln,
der die Riickdehnung des zweiten Teilversuches (nach Wiedererreichen des
osmotischen Gleichgewichtes) folgen muB. Aus dem Beispiel der Abb. 3
erkennt man, daf der experimentell gefundene Riickdehnungsverlauf (inter-
polierte Riickdehnungsgerade) des zweiten Teilversuches gut mit der durch
‘Transformation gewonnenen (= berechneten) Geraden iibereinstimmt. Das
AusmaB dieser Ubereinstimmung erméglicht eine eingehendere Beurteilung
eines Doppelversuches, als es der auf p. 386 gezeigte Vergleich von mu' mit
der Summe my + ms darstellt.

Die pro Intervall und Oberflicheneinheit eindringende Menge
zq it nach Gleichung (1) von der Konzentrationsdifferenz der
diosmierenden Substanz zu beiden Seiten des Protoplasten

Dms

abhiingig: zZm= = =K (C—Xk). Fir C —k folgt mit dem
Wert der Gleichung (5):
b b
Lo —_— E‘ Lo—g
C—k=C—0C-|1l————|=C-——
L2 L_X*
3 3

Das Produkt C - (Lo — g), ein relatives Mal} fiir die Menge der

urspriinglich vorhandenen Substanz, und der Faktor K sind
Konstante. Gelinge es, eine Zelle ohne Verdnderung ihrer Per-
meabilititseigenschaften bei getrennten Permeabilititsversuchen
in verschiedenen Konzentrationen desselben Diosmotikums zu
priifen, so wiirde einer gleichen Protoplastenlinge nach obigem
Zusammenhang bei allen diesen Konzentrationen stets der gleiche
Wert fiir C—k und zm entsprechen. Die Konzentrations-
differenz eines Diosmotikums zu beiden Sei-
ten des Protoplasten und die pro Oberfliichen-
einheitdes Protoplastenund Zeitintervall per-
meierende Substanzmenge sind fiir dieselbe
Zelle bei gleicher Protoplastenlinge in jeder
beliebig hohen AuBenkonzentration gleich groB8.

Diese Aussage 4Bt sich an den obigen Tabellen iiberpriifen, indem
man C—k bei gleichem L fiir beide Konzentrationen errechnet: Am Ende
des ersten Intervalls ist bei Co L —4,166 10—2cm; bei G, am Ende des
7. Intervalls: L =4,142 10—3cm; es ergibt sich dann C, — k, =
=1,3000 - 10— —0,3404 - 10—3 = 0,9596 - 10— mol/ccm; C, — k,==1,0000 - 10— % —
—0,0467 -10—2—0,9533 10— mol/ccm. In gleicher Weise stimmen auch die
Werte fiir zm gut iiberein (1,65,-10—8 bzw. 1,600-10—8 mol/qem).

Am Beginn des ersten Intervalls ist in der héheren AuBenkonzen-
tration die Konzentrationsdifferenz C—k (bei k — 0) groBer, und es dringt
daher wihrend des Intervalls pro Oberflicheneinheit mehr Sub-
Stanz in die Vakuole ein, da die von der Konzentration fast unabhingige
Menge Dms bei der stirkeren Konzentration durch eine kleinere Proto-
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plastenoberfliiche permeiert. Auch fiir den Beginn des zweiten Intervalls
bleibt C—k bei der hoheren AuBenkonzentration gréfer, und dieser Vor-
sprung erhilt sich wihrend des ganzen Versuchsablaufes: Nach gleichenp
Zeiten, gerechnet vom Beginn der Permeation wiirde
dieselbe Zelle in einer hoheren AuBenkonzentration
stets einen hoheren Wert ihrer Konzentrationsdiffe-
renz zu beiden Seiten des Protoplasten zeigen als bei
einer niedrigeren Aulenkonzentration.

Fiir jede AuBenkonzentration gilt, daB sich wihrend der Riickdehnung
die Konzentration k in der Vakuole erh6ht, wodurch C — k und damit auch
zm immer kleiner werden. Die pro Oberflicheneinheit und
Intervall durchtretende Menge zm verkleinert sich, in-
dem die gleichgroB bleibende Menge Dmswegen der Aus.
dehnung des Protoplasten durch eine immer groBer
werdende Protoplastenoberfliche permeiert.

Die Kenntnis dicser Zusammenhinge zwischen den Mengen, Konzen-
trationen und Protoplastenliingen sowie der Anderungen dieser GroBen ist
tiir das Verstindnis eines Permeabilititsversuches von besonderer Wichtig-
keit. Es gelang hier ohne Schwierigkeiten die Beobachtungen am Versuch
und die aus der berechneten Riickdehnungsgeraden abgeleiteten Ergebnisse
durch die Grundgleichungen (1) bis (7) zu erkldren.

IIl. Weitere Ergebnisse.

1. Einleitung.

Die hier behandelten Versuche waren zur Priiffung der Zeit-
proportionalitit und Konzentrationsabhiingigkeit unternommen
worden. Aus der Benutzung der Durchstromungskammer und der
héufigen Messung der Protoplastenléngen resultiert der Riickdeh-
nungsverlauf der einzelnen Zelle mit einer wesentlich gréBeren
Genauigkeit als bisher iiblich, und es konnten so noch zusitzliche
Beobachtungen erfolgen, deren Beschreibung von Interesse zu sein
scheint. Eine eingehendere Analyse dieser Ergebnisse bleibt weite-
ren Untersuchungen vorbehalten.

2. Die Knicke der Riickdehnungsgeraden, die Anfangskontrak-
tion und die Zwischenkontraktion der Vakuole.

Innerhalb der Riickdehnungen, die von einer einfachen Zeit-
proportionalitit abweichen, nehmen diejenigen, die in ithrem Ver-
lauf eine Knickung besitzen, eine besondere Stellung ein: Die
zeitproportionale Rickdehnung &dndert bel
einem gewissen Wert von L unvermittelt und
ohne irgendwelche merkbaren Verdnderungen
an der Zelleihre Geschwindigkeit, so daB die inter-
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polierte Gerade an dieser Stelle einen Knick aufweist (vgl
Abb. 2 a). Die MeBpunkte liegen dabei derart, dah sich auch kaum
eine andere gemeinsame und stetige Kurve zwischen ihnen inter-
polieren liefe. Meist tritt der Knick im Riickdehnungsverlauf
«elbst deutlich hervor (vgl. Abb.5 a), und nur selten findet man
einen allm#hlichen Ubergang auf den geinderten Wert der Riick-
dehnungsgeschwindigkeit. Die Haufigkeit dieser Erscheinung ist,
wenn man die ersten Riickdehnungen (vgl. p. 381) betrachtet, dort
geringer (5 von 92 der zeitproportional beurteilten Riickdehnungen)
als bei den zweiten und folgenden Riickdehnungen von Mehrfach-
versuchen (von insgesamt 60 zeigen 13 Riickdehnungen einen
Knick). Auch iiberwiegen bei letzteren die Fille, in welchen sich
die Riickdehnung nach dem Knick verlangsamt (11 von den ins-
gesamt 13 Riickdehnungen), wihrend bei den ersten Riick-
dehnungen dieses Verh#ltnis etwa gleich zu sein scheint (2 Er-
niedrigungen gegeniiber 3 Erhshungen).

Vielleicht deutet dieses Verhalten an, daB eine intensivere
Einwirkung des Milieus, wie sie wihrend eines Mehrfachversuches
vorliegt, das Auftreten plotzlicher Anderungen der Riickdehnungs-
geschwindigkeit begiinstigt. Eine ausreichende Erklidrung dieser
Erscheinung kann noch nicht gegeben werden, doch liBt sie sich
am leichtesten aus entsprechenden Anderungen der Protoplasten-
permeabilitit ableiten. Das iiberwiegende Auftreten einer Ver-
kleinerung der Riickdehnungsgeschwindigkeit bei den Mehrfach-
versuchen wiirde dann eine plotzliche Erniedrigung der Per-
meabilitit anzeigen. Eine Verringerung der Permeabilitit durch die
Versuchseinwirkungen wurde auf breiter Basis schon mehrfach
untersucht (vgl. Huberund Schmidt 1933, Schmidt 1936)
und lieBe sich auch hier, zwar fiir einen nur relativ geringen Teil
der untersuchten Zellen, zeigen. Immerhin scheinen diese sprung-
haften Anderungen der Riickdehnungsgeschwindigkeit geniigend
experimentell belegt, um sie nicht als sekundér entstanden aufzu-
fassen.

Nach Vorplasmolyse mit einer dquimolaren Glukoseldsung
kann man oft eine Eindellung der prallen Protoplastenkuppen und
manchmal sogar deren plotzliche Kontraktion erkennen, die un-
mittelbar nach dem Milieuwechsel in der Losung des Diosmotikums
(Harnstoff) einsetzt (vgl. Abb.1f und Abb. 5 b).

Die Dauer dieser als Anfangskontraktion bezeich-
neten Erscheinung betrigt meist nur wenige Sekunden, und der
Protoplast dehnt sich dann wieder zuriick; dies erfolgt anfangs
sehr schnell, wird spiter aber immer langsamer und geht nach etwa
3 bis 8 Minuten (selten spiter) in eine zeitproportionale Riick-
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Abb. 5. Beispiele fiir atypische Riickdehnungen,

Diagramm a: Knickstelle im Riickdehnungsverlauf.

Taraxacum off., Blattrippenoberseite;

Epidermiszelle; h = 43,0'; b —=5,0;

. Harnstoff,0,8-molar;Zweite Riickdehnung eines Mehrfachversuches.

Diagramm b: Anfangskontraktion der Vakuole.

Sonchus laciniatus, Blattrippenoberseite;

Epidermiszelle; h — 40.5’; b — 4,5";

. Harnstoff, 1,0-molar; Vorplasmolyse mit 1,0-molarer Glukose.

Diagramm c¢: Zwischenkontraktion der Vakuole.

Taraxacum off., Blattrippenoberseite;

Epidermiszelle; h = 42,5"; b =5,3';

Harnstoff, 1,3-molar; vorher 40 min gewéssert.
Diagramm d—f: Permeabilitdtserhohung durch Athylenglykol.
Diagramm d: Zebrina pendula, Stengel;

Epidermiszelle; h = 585 b =10,5";

Athylenglykol, 0,5-molar: Vorplasmolyse mit 0,5-molarer Glukose.
Diagramm e: Zebrina pendula, Stengel;

Parenchymzelle; h = 80,0’; b=19,5;

Athylenglykol, 0,4-molar; Vorplasmolyse mit 0,4-molarer Glukose.
Diagramm f: Allium cepa, Zwiebelschuppe;

Zelle der AuBenepidermis; h —61,5’; b = 10,0';

Athylenglykol, 0,5-molar; Vosplasmolyse mit 0,5-molarer Glukose
Abszissen: Zeit in Minuten; Ordinaten: Protoplastenlinge in ’; 1" = 2,78 p;
(fiir Diagramm e¢: 1’ —=2,1 x); h—=innere Zellinge; b —innere Zellbreite.
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Jehnung iiber. Manchmal war dies auch bei den spédteren (d.h.
sweiten usf.) Riickdehnungen von Mehrfachversuchen zu bemerken,
wobei die Kontraktion erfolgte, sobald von Glukose (vgl. p.404)
quf die dquimolare Harnstofflosung gewechselt wurde.

Eine Erklirung dieses Verhaltens als partielle Plasmolyse.
entstehend aus einer ungeniigenden Isotonie zwischen Plasmo-
lytikum und Diosmotikum, ist nicht moglich, da die Riickdehnung
nicht unmittelbar zeitproportional einsetzt und der aus ihrem
spiteren Verlauf extrapolierte Lo-Wert gut mit dem aus der Vor-
plasmolyse gefundenen iibereinstimmt. Wie mir Herr Professor
Hofler in dankenswerter Weise mitteilte, hat auch Herr
Casari dieses Phinomen beobachtet und erklirt es mit einer
gegeniiber der Glukose rascheren Permeation
des Harnstoffes durch die Zellwand. Dadurch erhoht sich
unmittelbar nach dem Milieuwechsel im Vorraum zwischen Zell-
querwand und Plasmakuppen die Konzentration der AuBlenlésung
und entzieht dem nunmehr hypotonischen Zellsaft Wasser: Der Proto-
plast kontrahiert sich. Ist alle Glukose durch die Zellwand in die
AuBenlosung ausgetreten, so dehnt sich der gegen seine Umgebung
nunmehr hypertonisch gewordene Protoplast schneller aus, als der
Harnstoffpermeation entspricht, und beginnt die zeitproportionale
Riickdehnung erst, wenn das osmotische Gleichgewicht zwischen
AuBlenlésung und Vakuole wieder hergestellt ist.

Wechselt man umgekehrt vom Diosmotikum auf eine dquimo-
lare Glukoselosung, so miifite das inverse Verhalten beobachtet
werden, da wegen des schnelleren Austritts des Harnstoffes aus
dem Vorraum dort die Grofe der AuBBenkonzentration vorerst nicht
erreicht wird: Der Protoplast dehnt sich fiir ganz kurze Zeit aus,
und die anschlieBende Kontraktion erfolgt zunéchst schneller, als
dem Exosmosevorgang entspricht. Dieses Phinomen war bei den
Mehrfachversuchen aber nicht beobachtbar, weil stets abgewartet
wurde bis der Protoplast das gesamte Zellumen ausfiillte.

Unter den 14 Zellen, deren erste Riickdehnung nicht zeit-
roportional beurteilt wurde, zeigten 6 Zellen zwar anfangs Zeit-
proportionalitit, doch kontrahiert sich plotzlich und ohne sicht-
bare Verinderungen der Protoplast. Spiter setzt dann die Riick-
dehnung meist zeitproportional und langsamer wieder ein (vgl.
Abb. 5 ¢). Diese hier als Zwischenkontraktion bezeich-
nete Erscheinung konnte durch eine spontane Exosmose
von im Zellsaft urspriinglich vorhandener osmotisch wirksamer
Substanz entstehen, wobei durch die Kontraktion das osmotische
Gleichgewicht zwischen Zellsaft und AuBlenlésung erhalten bleibt.
Wegen der Exosmose verlangsamt sich bei gleichbleibender GroBe
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von K die Riickdehnung, wie dies auch aus Gleichung (7) hervor-
geht, wenn der Wert fiir (Lo— %) kleiner wird.

Bei den iibrigen 8 Zellen nimmt die Ruckdehnungsgeschwmdlrr-
keit meist stetig ab, doch ist in einzelnen Fillen auch ein stufen-
formiger Verlauf zu erkennen, was sich beides durch eine ent-
sprechende Exosmose ursprﬁnglich vorhandener Substanz wéihrend
der ganzen Dauer der Riickdehnung erkliren lieBe.

3. Die Mehrfachversuche.

Durch Mehrfachversuche ohne Konzentrations-
vechsel (zur Beschreibung ihrer Technik vgl. p. 2 u. 3) sollte
ein allfilliger EinfluB des Versuchsgeschehens auf die Permeabili-
tét zu erkennen sein: Wird durch das Experiment die Protoplasten-
permeabilitdt tatsichlich gedndert, so sind bei den zweiten, dritten
und folgenden Riickdehnungen UnregelmiBigkeiten oder Ge-
schwindigkeitséinderungen zu erwarten, die um so ausgeprigter
auftreten miiBiten, je linger der Versuch dauert.

Von den insgesamt elf untersuchten Zellen zeigten nur zwei
je eine unregelmiBige Riickdehnung. Bei einer weiteren war die
erste Riickdehnung noch nicht protokolliert. so dafl bei insgesamt
acht Zellen der Faktor K fiir die einzelnen Riickdehnungen be-
rechnet werden konnte. Seine Andelungen sind aus der Tabelle 5
ersichtlich. Wo ein Knick auftrat (bei je zwei zweiten und dritten
Riickdehnungen), wurde fiir den vor und den nach dem Knick-
punkt befindlichen Teil der Geraden je ein Wert fiir X berechnet.
Ersterer ist mit dem des vorangegangenen und letzterer mit dem
des nachfolgenden Permeabilititsversuches verglichen.

Tabelle 5. Anderungen von K bei Mehrfachversuchen
ohne Konzentrationswechsel.

. Anzahl der Zellen, bei welchen
Vergleich der Gesamtzahl sich K #ndert um

Riickdehnungen der Zellen
0—10% |11—31% | 32—80% | iiber 80 %

1 und 2 8 2 3 2 1
2 und 3 8 3 4
Jund 4. 1 0 1 0 0

Summe 13 4
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Da wegen der starken Abhingigkeit des Faktors K von der
Steigung der Riickdehnungsgeraden noch Anderungen bis 31%
quliissig erscheinen, so zeigen kaum ein Viertel der
Permeabilitdtsversuche stirkere Abweichun-
genvom Verlaufdesjeweilsvorangegangenen.

Von Interesse ist auch eine analoge Gegeniiberstellung der

Werte fitr (Lo — %) als mittelbares MaB der Menge der urspriing-

lich vorhandenen Substanz (vgl. Formel 4): Ihre am Beginn des
Permeabilititsversuches gefundene Grofle mufl auch am Schluf} des
nachfolgenden Exosmoseversuches erreicht werden. Ist dieser
zweite Weert hoher bzw. niedriger, so konnte Unvollstindigkeit der
Exosmose oder Anatonose bzw. Exosmose urspriinglich vorhan-
dener Substanz oder Katatonose als Ursache in Betracht kommen.
Es zeigte sich nun. daB bei 14 von den insgesamt 17 Vergleichen
die beiden Werte um hochstens 10% voneinander abweichen und
demnach eine sehr gute Ubereinstimmung aufweisen. Bei fiinf

Fiillen stieg der zweite Wert fiir (Lo —%) leicht an, wihrend er

in den iibrigen zwolf den ersten Wert nicht mehr erreichte. Dies
beruht sehr wahrscheinlich auf der Exosmose geringer Mengen
urspriinglich vorhandener Substanz, die demnach relativ hiufig
auftreten wiirde.

Nach diesen Resultaten beeinflussen die Mehrfachversuche
ohne Konzentrationswechsel (in welchen neben den relativ rasch
verlaufenden Permeabilititsversuchen die wesentlich lingerdauern-
den Exosmosen inbegriffen sind) die Protoplastenpermeabilitit
meist nur wenig, und auch die Menge der urspriinglich vorhandenen
Substanz zeigt keine wesentlichen Verdnderungen.

Aus obigem Verhalten 14Bt sich ein fiir die Einfachversuche
wichtiger Hinweis ableiten. Die Versuchsdauer, das heit die Ein-
wirkungszeit des fremdartigen Milieus, ist dort noch wesentlich
kiirzer als bei den Mehrfachversuchen, so daf mit um so groBerer
Sicherheit fiir das hier benutzte Diosmotikum (Harnstoff) ange-
nommen werden kann: Durch die beim Einfachver-
suchauftretendenexperimentellen Einwirkun-
gen wird die Protoplastenpermeabilititinder
Regel nicht verdndert.

Weitere Mehrfachversuche wurden mit Konzen-
trationswechsel ausgefiihrt. Diese erfolgten alternierend, so
daf z. B. die erste Riickdehnung in 1,0 molarem Harnstoff, die
zweite in 1,7 molarem, die dritte in 1,0 molarem, die vierte in 1,7
molarem usf. beobachtet wurde. Bei den dazwischenliegenden
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Exosmosen wurde die partielle Plasmolyse bzw. Deplasmolyse ent.
weder direkt an die Riickdehnung angeschlossen (Milieuwechse]
unmittelbar auf die der nichsten Harnstoffkonzentration Hqui-
molare Glukoselésung) oder erfolgte erst nach der Exosmose
(Milieuwechsel auf dquimolare Glukose, in welcher die Exosmose
abgewartet wurde und erst dann Konzentrationswechsel auf die
fiir die nichste Riickdehnung dquimolare Glukoselgsung). Die Er-
gebnisse dieser Versuche sind wieder in der folgenden Tabelle
zusammengefat.

Tabelle 6. Anderungen von K bei Mehrfachversuchen
mit Konzentrationswechsel.

. Anzahl der Zellen, bei welchen
Vergleich der Gesamtzahl sich K #ndert um

Riickdehnungen der Zellen

0—107% |11—319% |32—80% ! iiber80¢
1 und 2 18 2 3 12 1
2 und 3 4 0 1 2 1
3 und 4
. } 9 0 2 5
und weitere

Summe . 8 23

Fast zwei Drittel (23 von 31) obiger Vergleiche zeigen somit
Abweichungen der K-Werte fiir aufeinanderfolgende Riickdehnun-
gen, die 31% iibersteigen. Demgegeniiber streuen die Werte von

(Lo_g) C als relatives Maf} fiir die Menge der urspriinglich

vorhandenen Substanz etwa im gleichen Ausmaf} wie bei den Ver-
suchen ohne Konzentrationswechsel.

Die starken Schwankungen des Faktors K sind offenbar durch
die Konzentrationswechsel ausgelost, die hier zu den bisher be-
schriebenen Versuchseinwirkungen neu hinzukommen, Sehr wahr-
scheinlich sind sie der Ausdruck entsprechender Anderun-
gender Protoplasmapermeabilitét selbst’. Das Zu-
sammentreffen von Konzentrationswechsel und Milieuwechsel im
gleichen Versuch scheint demnach den Protoplasten bereits derart

® Die Moglichkeit, daB die dem Berechnungsgang zugrunde liegende
Konzentrationsabhingigkeit der Riickdehnung (vgl. p.385) unrichtig wire,
ist durch die Ergebnisse der Doppelversuche, die diese Beziehung quanti-
tativ bestitigen, wohl auszuschlieBen.
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anzugreifen, daB Verinderungen seiner Permeabilitit ausgelost
werden. Immerhin ist diese GroBe von einem alleinigen
Wechsel des Milieus oder der Konzentration nur wenig beeinfluft,
wie aus der guten Ubereinstimmung der aus den verschiedenen
Riickdehnungen abgeleiteten K-Werte bei den Doppelversuchen
und bei den Mehrfachversuchen ohne Konzentrationswechsel her-
vorgeht.

4. Versuche mit Athylenglykol.

Eine kurze Priifung dieser Substanz erschien von Interesse, da
hereits Hofmeister (1935) auf ihre permeabilititserhohende
Wirkung hinwies und sie unléingst zu Versuchen verwendet wurde,
bei welchen es sich um die experimentelle Bestéitigung eines mathe-
matisch abgeleiteten MaBes fiir die Wasserpermeabilitit handelt
(Bochsler 1948).

Es wurden insgesamt 13 Einfachversuche (Objekte Allium cepa
und Zebrina pendula) ausgefiihrt, von welchen nur drei einen
zeitproportionalen Verlauf aufwiesen, wihrend sich bei den iibri-
gen die Riickdehnungsgeschwindigkeit im Laufe der Zeit mehr oder
weniger unregelmiBig erhoht (vgl. Abb. 5d, e und f). Die Ver-
suche bestidtigen somit die Permeabilitidts-
erhdhung und zeigen, dal zur Ermittlung der Permeabilitit
fir Athylenglykol, wenn iiberhaupt, so nur der Anfangsteil der
Riickdehnung dienen kann, doch sind auch dann noch die Ergeb-
nisse mit Vorbehalt zu bewerten, Fiir Versuche, mit deren Hilfe
theoretische Ableitungen gepriift werden sollen, ist Athylen-
glykol jedenfalls ungeeignet, da die sekundiren Anderungen der
Protoplasmadurchlissigkeit, die diese Substanz selbst hervorruft,
den Riickdehnungsverlauf beeinflufit.

Die hier behandelten Versuche wurden in den Jahren 1945 bis
1949 am Botanischen Institut der Universitit Innsbruck ausge-
fihrt. Ich danke Herrn Prof. A. Sperlich und Herrn Prof.
A. Pisek fiir die Uberlassung eines Arbeitsplatzes sowie fiir das
groe Interesse und das auBerordentliche Entgegenkommen, diese
Arbeit trotz lingerer Unterbrechungen fertigstellen zu kénnen.
Meinem hochgeschiitzten Lehrer, Herrn Prof. K. Ho fler, Wien,
schulde ich fiir sein Interesse und zahlreiche wertvolle Hinweise
besonderen Dank.
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Zusammenfassung.

Fiir einen Permeabilititsversuch nach dem Totalverfahren
(das heiBt, die AuBenlésung enthiilt nur das Diosmotikum) lieB sich
im ersten Teil dieser Arbeit (Stadelmann 1952) als End-
gleichung fiir das PermeabilititsmaB K die Gleichung

Lz—Li—R-ln-h
b 3 L,

4 (Lo—— g) (6 —t)

(L = Protoplastenlinge, b = Zellbreite, t— Zeit) ableiten, aus
welcher folgt, daB die Riickdehnung zeitproportional verliuft und
sich bei einer Konzentrationserhthung verlangsamt. Diese Aus-
sagen wurden hier mittels dreier Varianten des Permeabilitiits-
versuches (Einfach-, Doppel- und Mehrfachversuch) gepriift: Bei
verschiedenartigem Zellmaterial waren mehr als 80% der Riick-
dehnungen zeitproportional. Die Konzentrationsabhingigkeit 148t
sich an den Ergebnissen von Doppelversuchen beurteilen, Fiir die
zwar geringe Zahl dieser Versuche bestitigen die Riickdehnungen
gut den aus der Gleichung {(7) abgeleiteten Zusammenhang.

Es ist zu empfehlen, den Wert von L, (Protoplastenlinge fiir
den Versuchsbeginn), der in obiger Gleichung einzusetzen ist, statt
in einem separaten Plasmolyseversuch aus dem Riickdehnungs-
verlauf selbst abzuleiten (Extrapolationsmethode).

Als Berechnungsbeispiel fiir den Faktor K wird dieser aus
beiden Teilversuchen eines Doppelversuches bestimmt. Mit seinem
Wert und den {ibrigen VersuchsgroBen (AuBenkonzentration.
Menge der urspriinglich vorhandenen Substanz, Zellbreite) 146t sich
dann aus der entsprechend umgeformten Gleichung (7) ein Riick-
dehnungsverlauf fiir beide Konzentrationen rechnerisch ermitteln.
Dieser weicht vom experimentell gefundenen nur unwesentlich ab.

Bei beiden so berechneten Riickdehnungen wurden fiir mehrere
aufeinanderfolgende gleich lange Zeitintervalle einige fiir den Ver-
suchsablauf charakteristische GroBen (die pro Einheit der Proto-
plastenoberfliche permeierte mittlere Menge, Partialkonzentration
und Menge des Diosmotikums in der Vakuole) bestimmt. Ihre zeit-
lichen Anderungen und ihre Abhingigkeit von der GroBe der
AuBenkonzentration lieBen hieraus unter anderem die folgenden
allgemeinen Zusammenhinge ableiten. Sie gelten jeweils fiir die-
selbe Zelle und beliebige Konzentrationen eines Diosmotikums.

1. Bei zeitproportionaler Riickdehnung verkleinert sich die
Partionalkonzentrationszunahme des Diosmotikums in der Vakuole
fiir aufeinanderfolgende und gleich lange Zeitintervalle.

K=
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9. Die Menge des wihrend gleich langer und geniigend kur-
ser Zeitintervalle in die Vakuole eindringenden Diosmotikums ist
angendhert konstant.

Sie ist unabhiingig von der momentanen Protoplastenlinge
und nur wenig abhingig von der Hohe der AuBenkonzentration.

8. Die Konzentrationsdifferenz des Diosmotikums an beiden
Geiten des Protoplasten (und damit die pro Oberflicheneinheit
und Zeitintervall permeierende Substanzmenge) ist bei gleicher
Protoplastenlédnge fiir jede beliebige Hohe der AuBenkonzentration
dieselbe.

Anschliefend sind einige Abweichungen vom typischen Riick-
dehnungsverlauf beschrieben, die bei einer jeweils geringen Zahl
von Zellen beobachtet wurden:

a) Knicke der Riickdehnungsgeraden. Die Riickdehnung
iindert plotzlich ihre Geschwindigkeit, und zwar derart, daf sie
einer abgeknickten Geraden folgt. Dieses Verhalten ist moglicher-
weise auf eine spontane Permeabilititsdnderung zuriickzufiihren.

b) Anfangskontraktion der Vakuole. Schockartige und sehr
kurzzeitige Kontraktion des Protoplasten von mit Glukose vorplas-
molisierten Zellen, sobald sie in das Aquimolare Diosmotikum (Harn-
stoff) gelangen, erklirbar aus einer gegeniiber Glukose hoheren
Durchlédssigkeit der Zellwand fiir Harnstoff.

¢) Zwischenkontraktion der Vakuole. Der Protoplast dehnt
sich normal zuriick, kontrahiert sich plotzlich und setzt dann die
Riickdehnung wieder zeitproportional, aber meist langsamer fort;
sie ist moglicherweise auf eine momentane Exosmose urspriinglich
vorhandener Substanz zuriickzufiihren.

Der Vergleich von Mehrfachversuchen mit Konzentrations-
wechsel, solchen ohne Konzentrationswechsel und Doppelversu-
chen zeigt, daBl Milieuinderungen oder Konzentrationséinderungen
allein die GroBe der Riickdehnungsgeschwindigkeit kaum beein-
flussen, gemeinsam im selben Versuch vorkommend, diese jedoch
stark &ndern konnen. -

Einige Versuche mit Athylenglykol bestitigen die bereits be-
kannte permeabilititserhdhende Wirkung dieser Substanz.
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