Zur Wirkung der Atmungsgifte Natriumazid
und Dinitrophenol auf die Permeabilitit
von Blechnum spicant-Zellen
Von WarLter UrRL

Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitit Wien
Mit 3 Textabbildungen
(Vorgelegt in der Sitzung vom 12, Dezember 1957)

Einleitung.

Eine groBle Literatur beschiftigt sich mit der Wirkung von
AuBenfaktoren auf die Plasmapermeabilitit. Spezifische Wirkungen
sind aber in vielen Féllen unbekannt oder nicht endgiiltig erfaft.
Die Fortschritte der Biochemie, welche mit verschiedensten enzy-
matischen Vorgidngen im Plasma bekannt machten, lenkten die
Aufmerksamkeit auf Stoffe, deren spezifische Giftwirkung bekannt
ist. So ist es das Verdienst BoGENS, die in ihrer Wirkung auf
Enzyme bzw. Enzymsysteme gut bekannten Stoffe (Lit. u. a. bei
KEssLEr 1955) Natriumazid (Azid) und Dinitrophenol (DNP) in
die Protoplasmatik eingefiithrt zu haben (Bogen 1953, BogEN und
ForrmManwN 1955).

BoceNs Versuche mit diesen Stoffwechselgiften sollten seine
Ansicht von der nichtosmotischen Wasseraufnahme und Wasser-
filhrung der Zelle stiitzen. Auf diese Befunde wurde bei HOFLER
und UrL (1958) genau eingegangen. BogENS Ansicht, daBl der
plasmolysierte Protoplast aktiv, das heiflt, unter Energieaufwand,
Wasser aufnimmt und sich so gegen das osmotische Gefille aus-
dehnen kénne, wird dort widerlegt. BogEN teilt nur Zuckerversuche
mit. Sein Schiiler PRELL (1955) beschaftigt sich mit der Harnstoff-
permeabilitdt. Im AnschluBl an BoGEN unterscheidet er neben der
einfachen osmotischen Harnstoffaufnahme noch andere Aufnahme-
prozesse, und zwar einen nichtosmotischen, durch welchen Harnstoff
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aktiv unter Energieleistung der lebenden Zelle aufgenommen wird,
und einen metaosmotischen ProzeB, bei welchem osmotisch auf-
genommener Harnstoff sekundéir durch Adsorption und Speicherung
aus dem osmotischen Gleichgewicht herausgenommen wird. Er
nimmt an, daB allgemein bei der Riickdehnung plasmolysierter
Protoplaste in Harnstofflgsung Prozesse der passiven, dem Fick-
schen Gesetz folgenden, und der ,,aktiven’ nichtosmotischen
Harnstoffaufnahme interferieren, und da daher ein quantitativer
SchluB aus der Riickdehnung bzw. Plasmolysegradinderung auf
Harnstoffendosmose unzulissig sei. Die gleiche Ansicht findet sich
bei BoGEN (19564, b). '

Zur Nachpriifung der Befunde wihlte ich die Grundgewebs-
zellen der Wedelrippe von Blechnum spicant. Diese gegen ver-
schiedene Einwirkungen sehr resistenten Zellen geben eindeutige
Permeationswerte fiir Harnstoff, die Wundrandhemmung tritt
zuriick und hinsichtlich der Permeationseigenschaften gehort das
Plasma dieser Zellen dem Normaltyp an (vgl. HOFLER und UrL
1958 und die ausfiihrliche Mitteilung HOFLERS 1958).

Die Untersuchung der Wirkung der Atmungsgifte auf die
Permeabilitét erscheint bei diesem Zellmaterial mit seinen stabilen
Eigenschaften erfolgversprechender als bei Epidermen hoherer
Pflanzen. Denn bei diesen verhalten sich die Permeabilitéits-
eigenschaften nicht nur von Objekt zu Objekt sehr verschieden,
sie weisen auch gegeniiber dem darunterliegenden Parenchym
Permeabilitdtsunterschiede auf (H6FLER und STIEGLER 1921, 1930,
HurcH 1933, UrL 1951, 1952a, b).

Die Epidermen nehmen plasmatisch eine gewisse Sonderstellung
ein. Auch die Epidermiszellen der Wedelrippe von Blechnum
zeigten in orientierenden Versuchen von den Grundgewebszellen
abweichende Permeabilitétseigenschaften (URL 1952b). Eine Be-
einflussung durch AuBlenfaktoren trifft bei Epidermen wohl oft nur
die spezifischen Eigenschaften dieser Plasmen, z. B. den Variations-
bereich zwischen normaler und rapider Harnstoffpermeabilitiit.
Stellen wir uns auf den Boden der Lipoidfiltertheorie, so 1i8t sich
annehmen, daBl durch lange Wésserung, Vorplasmolyse, Salz-
wirkung usw. zunichst nur der Porenweg fiir den Harnstoff verlegt
wird (vgl. z. B. HorLER 1949, 1958, S. 286, KrEUZ 1941),

Fiir die Feststellung der Wirkung von Auflenfaktoren wie der
Atmungsgifte, von denen man generelle plasmatische Wirkung
erwartet, sind daher in ihren Eigenschaften stabile bzw. stoff-
wechseltriage Grundgewebszellen vorzuziehen. Aus diesem Grunde
halte ich auch BogeExs Wahl von Stengelepidermen (Oenothera,
Taraxacum) fir seine Versuche fiir nicht ganz glicklich.
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Material und Methodik

Die Versuche wurden im September 1957 in der Ramsau bei
Schladming (1100 m Seehohe) durchgefithrt. Die verwendeten
Blechnum-Wedel wurden simtlich einem groBlen Stock entnommen,
der in einem Wald siidlich der Ortschaft Kulm wuchs. Fiir jeden
Versuch wurden frische Exemplare eingebracht. Die Langsschnitte
durch die Blattrippe entstammten dem unteren Teil derselben.
Zur Schnittentnahme vgl. die Abb. 6a bei HOFLER und URL (1958).
Nach einer 1/,—1 Stunde dauernden Wisserung wurden die
Schnitte mit einer Handluftpumpe leicht entliiftet und dann in
die Losung eingebracht. Gemessen wurden die an die hadro-
zentrischen Gefialbindel grenzenden Grundgewebszellen. Meist
wurden die etwas breiteren Zellen der 2. und 3. Reihe verwendet,
doch zeigten die schmileren, ans Gefifibiindel grenzenden Zellen
shnliche Permeabilititseigenschaften (vgl. Abb. 6 b bei HOFLER und
UrL 1958 und HOFLER 1958).

Fiir die Messung der Plasmolysegrade und die Permeabilitéits-
bestimmung verwendete ich die plasmometrische Methode HOFLERS,
von der vielfach ausfithrliche Darstellungen vorliegen (HOFLER
1918a, b, HOFLER 1934, KrREUZ 1941, STRUGGER 1949). Als MafB
der Permeabilitit wird die Gréfle AG verwendet, die Anderung des
Plasmolysegrades in der Stunde. Auf die Berechnung der Per-
meationskonstanten P’ und P konnte hier, wo nur Vergleichswerte
zu gewinnen waren und es sich auBerdem immer um dieselbe
Zellsorte handelt, verzichtet werden. Die Messungen wurden mit
einem Mikrometerokular 7mal und bei den Traubenzucker- (TZ-)
Versuchen sowie dem Harnstoff- (Ha-) Versuch in reiner Losung
mit einem Objektiv 40mal (1 Strich=3,65u), bei den anderen
Ha-Versuchen mit einem 30fachen Objektiv (1 Strich=4,82 )
durchgefiihrt.

Versuche.
a) Harnstoffpermeabilitit.

Die Schnitte des Hauptversuches vom 27. IX. entstammen
demselben Blechnum-Wedel. Sie waren seit 9.45 Uhr gewissert,
dann entliiftet und wurden sémtlich um 10.36 Uhr in die Lésungenein-
getragen. Die erste Messung erfolgte ab 11.15 Uhr. Die Temperatur
betrug um 10 Uhr vormittags 13°Cund stieg bis 18 Uhr auf 14,5°C an.

Versuch 1. Reine 1,0 molare Ha-Losung. Die Protoplaste
run len sich langsam, erst bei der zweiten Messung sind die Menisken
halbkugelig. Zum Zeitpunkt der Messung beginnt Systrophe ein-
zutreten. Ab der 4. Messung ist diese in der fiir Blechnum typischen
Form gut ausgebildet und verbleibt so bis zum Ende des Versuches.



VERSUCH 1 1,0 mol Harnstoff
1. Messung 11h 15, 2. Messung 12h15, 3. Messung 13h 45, 4. Messung 14h 45, 5. Messung 15h45, 6. Messung 16h 45

:: h|b 1y 1, 1, 1, 1 lg G, G, G, G, Gy G |AGy 3| AGy 4 |AG 5 |AG,_¢
1144 14| 328 | 34,1 | 38 40,1 | 42 44 0,638 | 0,669 | 0,757 | 0,802 | 0,843 | 0,888 {0,0587 | 0,045 | 0,041 | 0,045
~2~ 37141 27,8 | 29,2 | 32,8 | 34,1 | 36 Gr. | 0,624 | 0,662 | 0,760 | 0,792 | 0,346 — 10,0653 | 0,035 | 0,051 —
? 32| 14| 25 25,8 | 28,8 | 30,2 | 82 Dpl. — 0,660 | 0,754 | 0,796 | 0,833 — 10,0625 | 0,042 | 0,057 —
T 32| 13| 23,7 | 23,1 | 25,5 | 27 —;;; Gr. — 0,586 | 0,661 | 0,704 | 0,767 — 10,0500 | 0,048 | 0,058 —_

5 |36| 13} 273 ! 283 | 31,9 | 339 | 3858 | D, I - 0,666 | 0,765 | 0,818 | 0,874 — ] 0,0660 | 0,053 | 0,056 -
613513 — | 274 | 80 32 33,9 | Gr. - 0,658 | 0,733 | 0.790 | 0,844 — ] 0,0500 | 0,057 | 0,054 —
- I

714012 — | 30 33,6 | 35,9 | 37,8 | Gr — 0,650 | 0,740 | 0,797 | 0,845 — 10,0600 | 0,057 | 0,048 —
: ; 13 — | 24,5 27,5 | 29 30,5 ’ Dpl. — ' 0,630 | 0,722 | 0,771 | 0,815 — ]0,0612 | 0,049 | 0,044 —

Mittel der G = 0,631 | 0,647 | 0,736 | 0,785 | 0,848 |~ 0,950+

Gr. = Grenzplasmolyse, Dpl. = deplasmolysiert.
* Fir Grenzplasmolyse G = 0,930, fiir Deplasmolyse = 1.000 gesetzt. AG (Mittel) = 0,054
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Die Riickdehnung in Ha erfolgt sehr gleichmifig. Der Knick
zwischen 1. und 2. Messung (vgl. die Kurve in Abb. 1, in der Abb.
sind immer die mittleren G-Werte der einzelnen Intervalle auf-
getragen) ist darauf zuriickzufiithren, daf fiir die 1. Messung wegen
der langsamen Rundung nur die G-Werte zweier Zellen einigermalien
brauchbar waren. Im Intervall zwischen 1. und 2. Messung begann
die Riickdehnung erst einzusetzen. Aus diesem Grund wurde fur
dieses Intervall auch kein AG gerechnet. Das AG-Mittel fir die
gewerteten Intervalle betrigt 0,054. Dieser Wert stimmt sehr gut
mit dem eines anderen Ha-Versuches vom 20. IX. iiberein, der
0,0527 betrigt. (Die Temperatur betrug hier allerdings 17—18°C,
vgl. HorLERr 1958, S. 262.) AG-Werte aus dem Jahre 1937 (L. c.
S. 251) liegen in der gleichen GroBenordnung. Die Deplasmolyse-
zeit — extrapoliert aus der Riickdehnungskurve — betragt bei
Versuch 1 etwa 7 Stunden.

Nach der 6. Messung kommen die Schnitte in 2,0 mol TZ. Bei
der ersten Revision um 23.55 Uhr zeigen alle Zellen starke Plas-
molyse (G um 0,390), einzelne haben Prolapse. Am n#chsten Tag
um 10 Uhr hat sich das Bild kaum geéndert.

Versuch 2. Ein Zusatz von 10-¢mol Azid zur Ha-Lésung
bewirkt eine nur unwesentliche Verringerung der Per-
meationsgeschwindigkeit. Auch hier runden sich die Proto-
plaste nur langsam. Gute Systrophe ist erst bei der 4. Messung zu
beobachten. Der Schnitt war nach etwa 7 Stunden 45 Min.
deplasmolysiert und verblieb bis 10 Uhr vormittags des nichsten
Tages in der Ha-Losung. Danach kam er in 2,0 mol TZ-Losung
ohne Azidzusatz. Die Revision um 20 Uhr desselben Tages zeigte
iiberall beste Plasmolyse und gute bis ziemlich scharfe Sy-
strophe. Der durchschnittliche AG-Wert der Ha-Permeabilitéit
betragt 0,039.

Versuch 3. In der Mischlésung 1,0 mol Ha-+ 10-3 mol Azid
erfolgte die Riickdehnung deutlich langsamer als in der Kontrolle.
Die Deplasmolysezeit betrigt rund 16 Stunden, der durchschnitt-
liche AG-Wert 0,0317. Die Rundung der Protoplaste erfolgt hier
noch langsamer, die Plasmolyseform ist eckig mit vielen HrcHT-
schen Fidden. Vielfach verbleiben lingere Zeit die fir Blechnum
typischen zigarrenférmigen Plasmolyseformen mit negativen Plas-
molyseorten an den Querwinden. Systrophe tritt nicht ein. Nach
Beendigung des Versuches kommt der Schnitt um 23.30 Uhr in
2,0 mol TZ-Losung. Um 24 Uhr waren die Zellen stark imperfekt-
eckig plasmolysiert, am nichsten Tag vormittags alles bestens
konvex plasmolysiert. Auch zu diesem Zeitpunkt war keinerlei
Systrophe zu beobachten.
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VERSUCH 4 1,0 mo Harnstoff 4+ 10~2 mol Azid 8
1. Messung 11h43, 2. Messung 12h43, 3. Messung 14h13, 4. Messung 15013, 5. Messung 16013, 6. Messung 17213. =
Zelle | h b 1, 1, I3 1, 15 G, G, Gy G, G; |AG s | AGy 3| AG,_4 [ AG, 5
1 37 10 29 32 34,6 37 Gr. 0,694 | 0,775 | 0,845 | 0,910 - 0,054 | 0,070 | 0,065 -
2 51 95| 39,3 42,8 45,9 48,2 50,5 | 0,708 | 0,777 | 0,837 | 0,884 | 0,927 | 0,046 { 0,060 | 0,047 | 0,043
3 39 | 10 31 33,8 36,9 39 Gr. 0,710 | 0,782 | 0,860 | 0,915 - 0,048 | 0,078 | 0,056 - <
4 44 10 33,5 36,8 39,4 42 Gr. 0,685 | 0,760 | 0,820 | 0,879 ' - 0,050 | 0,060 | 0,059 — g
g
5 29 | 10 24,9 27 29 Gr. Dpl. | 0,743 | 0,815 | 0,885 -_ - 0,048 | 0,070 - - &
6 23 11 20 22 Gr. Gr. Dpl. | 0,710 | 0,765 . — . 0,0366 . . .
7 30 9 25 27,8 30 Dpl. Dpl. | 0,734 | 0,826 | 0,900 - - 0,0613 | 0,074 - —
8 28 | 13 - 24,8 28 Dpl. Dpl. — 0,731 | 0,845 — - - 0,114 - -
Mittel der G = 0,711 | 0,778 | 0,846 |~ 0,940/~ 9,963

Bei der ersten Messung waren die Protoplasten noch nicht meBbar.
Sie wurden aus diesem Grund nicht in die Tabelle aufgenommen.

AG (Mittel) = 0,060
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Versuch 4. Uberraschenderweise wirkt sich selbst ein Zusatz
von 10-2mol Azid auf die Ha-Permeabilitdt nicht aus. Deplasmolyse-
zeit und AG-Mittel sind der Kontrolle dhnlich. Allerdings tritt
keinerlei Systrophe ein! Um 18.15 Uhr wurde der Schnitt in
TZ-Losung iibertragen. Bei der Revision um 23.50 Uhr war iiberall
konvexe Plasmolyse eingetreten.

Versuch 5. Die stiarkste Wirkung iibt ein Zusatz von 10-1 mol
Azid zur Ha-Losung aus. Die Riickdehnung ist in allen MeB-
intervallen kleiner als bei den anderen Versuchen der Hauptreihe
und sinkt noch etwas mit zunehmender Versuchsdauer. Der
Plasmolyseeintritt verlief hier dhnlich wie in Versuch 3. Keinerlei
Systrophe konnte beobachtet werden. Um 23.40 Uhr, also rund
13 Stunden nach dem Eintragen des Schnittes in die Losung, zeigte
sich eine fiir alterierte Blechnum-Zellen typische Erscheinung. Die
Plastiden sammelten sich in den Menisken, ein Umstand, der auf
Viskositdtsverminderung des Plasmas deutet. Am 28.IX., im
Intervall zur letzten Messung, erhohte sich die Riickdehnungs-
geschwindigkeit. Es ist aber anzunehmen, daBl es sich hiebei um
eine sekundér erhohte, schon pathologische Erscheinung handelt.
Dies um so mehr, als der Schnitt, der um 20 Uhr in 2,0 molare
TZ-Losung gebracht worden war um 23 Uhr nur mehr Tonoplasten
zeigte.

Im Resistenzversuch (zur Methodik vgl. Bigsr 1949, 1950,
UrL 1955, 1956), der am selben Material vom 26.—28. IX. durch-
gefithrt wurde, wirkt eine Azidkonzentration von 10-1 mol allerdings
sehr schidlich. Wiahrend in den Konzentrationen 10-5, 10-¢, 10-3
und 102 mol Azid ohne Plasmolytikum-Zusatz alle Zellen nach
48 Stunden am Leben sind, treten bei nachtréiglicher Plasmolyse
in TZ-Losung im Schnitt aus 10-! mol nur mehr Tonoplasten auf.
In 0,3 mol Azid rein plasmolysieren die Zellen zun#chst. Die
Chloroplasten sammeln sich dann in den Menisken, nach 48 Stunden
ist aber das Plasma fast iiberall abgestorben und nur die Tono-
plasten iiberleben. Die toten Chloroplasten und das koagulierte
Plasma sitzen dann den Tonoplasten an den Menisken auflen an.
Ein dhnliches Bild bieten die Zellen aus 0,5 mol Azid. Doch haben
hier manche Zellen nach 48 Stunden ein durchaus normales Aus-
sehen. In 1,0 mol Azid gibt es nur mehr Tonoplasten.

Der Resistenzversuch zeigt, daB gerade eine Konzentration
von 0,1 mol Azid besonders schidlich ist, wihrend hohere Kon-
zentrationen nicht stirker, eher etwas weniger schidigend wirken.
Es handelt sich hier vielleicht um die Andeutung einer Todeszone
(vgl. UrL 1955, 1956, 1957).

23*



VERSUCH 5

1,0 mol Harnstoff 4 10~! mol Azid

1. Messung 11h50, 2. Messung 12050, 3. Messung 14h20, 4. Messung 15820, 5. Messung 16b20, 6. Messung 18h20,
7. Messung 23040, 8. Messung nichster Tag (28. IX.) 10b10, 9. Messung 20h00.

gihblll,l,l.ls1517I.I,GlastGdGSGstGsGsc;"r§§<§<§§§§
< R < < ps < < A
1|41 9| — |24 {25,1/26 |26,8(27,7/30,2(34,1| Gr.] — |(0,512(0,539/0,561|0,581(0,602|0,664(0,759] — — 10,0180( 0,022 ]0,020|0,0105(0,0116/0,0081] —
2 | 35(9,5[19 :,7 ;,1 22,1(23 |24,2|27 |30 |{Gr.0,4530,473(0,512 0,;; (;,;5'_7 0,601|0,682(0,767| — 10,020 |0,0260( 0,029 | 0,026 | 0,017 {0,0152(0,0081] —
3 |33 9j18 |18,5/20,2|21,1)21,8)22,9)25,1|28 |33 10,455/0,469(0,521)0,548/0,570|0,603/0,670 ;; 0,910] 0,014 | 0,0346| 0,027 | 0,022 | 0,0165|0,0126|0,0083| 0,0153
j 27 7 16,5;,6;,6 19,1{19,4|21,1)23 | Gr. |Dpl.| — |0,528:0,602 @ 0,632/0,695|0,766| — — — 10,0493| 0,019 0,011 {0,0315(0,0133| — —
5 38—;_—— — | — 123,6/24 |25,1/28,5/31,8(37 — — — [0,543/0,5653/0,581|0,671(0,758/0,895] — — — (0,010/0,014 |0,0169(0,0083(0,0137
: _2; _9 ; ; ;,s ;,4 ;0~ : 23 |25,4/Gr.| — |0,535 o,; ;,5_8; 0,606/0,643(0,714/0,800, — | — |0,0200|0,020 | 0,021 |0,0185|0,0133(0,0082] —
7_; 10[19,5/18 |19 :,7 20,4|21,1|23,1{26 — | — [0,472(0,505]|0,528|0,550{0,570|0,634(0,727| — — 10,0220} 0,02310,022(0,010 |0,012 {0,0088) —
_8— 29, 9]19 |18,5/19 |19,8/20,1j21 |23 |25,8 Dpl| — |0,535|0,551|0,579|0,590|0,620|0,689/0,786| — — 10,0106] 0,028 (0,011 | 0,015 |0,0129(0,0092] —
Mittel der G = 0,454/0,503(0,542(0,570(0,580/0,6140,685 0,785)0,;45

AG (Mittel) der G = 0,0132



VERSUCH 6

1,0 mol Harnstoff + 10~ mol DNP

1. Messung 11h 58, 2. Messung 12h 58, 3. Messung 14h 28, 4. Messung 15h 28, 5. Messung 16h 28, 6. Messung 18h 28,
:: hlbl L, Ll [ ) 6 G | Gy | G| G | Gy |86, |G o |aG, .| 2G| 2G,_,
112712 23 | 22,5| 23,525,226 27 — 0,685 | 0,722 | 0,785 | 0,815 | 0,852 - 0,0247 | 0,063 | 0,030 | 0,019
2 (36|11} 30 |30,3 ; 33,3! 34,5 | 36 - 0,740 | 0,790 | 0,823 | 0,857 | 0,896 — 10,0333 | 0,033 | 0,034 | 0,019
3(39|14] 31 {31,6/33,835 |36 38 - 0,690 | 0,746 | 0,777 | 0.802 | 0,854 — 10,0374 | 0,031 | 0,025 | 0,026
T 30(12| 24 |24,7|26,2|27,8|/28,5| 30 | 0.667 | 0,690 | 0,741 | 0,794 | 0.816 | 0,867 | 0,023 | 0,0340 | 0,053 | 0,022 i 0,026
5 (33|13} — | — |23,5(30.8(31,9| 33 - —_ 0,762 | 0,802 | 0,835 | 0,869 - - 0,040 | 0,033 | 0,017
6 |26(13] — | — | — |25 [|25,5]| Gr. - — - 0,795 | 0,813 - - - 0,018 -
7180(13) — | — |27,4|282|29 Gr. - — 0,025 | 0,028 -
Mittel der G = 0,667 | 0,700 | 0,755 | 0,796 | 0,823 |~ 0,890

AG (Mittel) = 0,030
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VERSUCH 7

1,0 mol Harnstoff + 104 mol DNP

1. Messung 12003, 2. Messung 130203, 3. Messung 14h33, 4. Messung 15h33, 5. Messung 16h33, 6. Messung 18h33,
7. Messung 23h48, 8. Messung nachster Tag (28. IX.) 10h18, 9. Messung 20h18.

E AR
S lhib L | L] |1 1 1 1l| L] G |Gy Gs|G|Gs|Gg| G| Gy S |5 | S| | & ol S
N alalalal| a A a
135 (12,525 |25.6(26,2(26,8(27,5(29,5|31,5|34 0,595 0,613(0,630(0,647|0,666/0,723|0,780| 0,855 |0,012 (0,017]0,017|0,0095| 0,0107 | 0,0054 | 0,0075
2 (30|12 |21,56|22 [22,5(23 |23,9(|26 |27,3|29,9]0,584(0,600|0,6170,633|0,663|0,734/0,777] 0,863]0,0106/0,017|0,016| 0,015 |0,0135 | 0,0041 | 0,0086
3|s8|12 |26 |17 |27,8|28,4|29,632,1]34,8]37,5/0,579]0,605(0,627(0,643(0,674/0,740|0,810| 0,881 |0,0173[0,022/0,016| 0,0155| 0,0125 | 0,0066 | 0,0071
4 (38|12 |26,7|27,8|28,2|29,1|30,1|33 |35,3|38 |0,597|0,626/0,637|0,660|0,687]0,7630,824| 0,895 |0,0193(0,011(0,023)0,0135) 0,0145 | 0,0058 | 0,0071
5|47|10 |30,9]32 |33,2(34,2|36 |39,9|42,9|46,5]0585/0,610]0,636(0,656|0,695(0,776(0,840| 0,920 0,0166|0,013(0,020| 0,0195| 0,0154 | 0,0061 | 0,0080
i ——5) — 0,5880,6100,629(0,647(0,677(0,746|0,805| 0,883 .

Mittel der G (Zelle 1—5) I | | ) ‘ 8 I ) ) AG (Mittel) Zelle 1—5 = 0,013
6 |28 8| 21 |22,1|23 |237(25 |tot | — | — |o0,655(0,694/0,725(0,752/0,796| — | — | — |o,026 |0,081[0,027{0022 | — | — | —
7 (34| 9] 24 (25 |25,8(26,4|28,1 tot | — | — [0,617|0,646(0,6700,688(0,787| — | — | — |o,0193/0,024/0,018{0,040 | — | — | —
8 {49 11] 33 |34,1(35,5" 36,3 (38,17 tot | — | — 0,598 [0,622/0,650/0,666(0,703] — | — | — [o,016 |0,0280,016(0,0185] — | — | —

Mittel der G (Zelle 6—8) = 0,623'0,653!0,682|0,720|0,745|

Die erste Messung wurde in der Tabelle nicht beriicksichtigt,

weil die Protoplasten noch unmeBbar waren.

AG (Mittel) Zelle 6—8 = 0,023

808
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In der Mischlésung von 1,0 mol Ha+ 10-1 mol Azid bleiben
aber die Blechnum-Zellen lange am Leben. Ob hier etwa der Harn-
stoff eine ,,antagonistische Wirkung‘ im Sinne Kanos (19564, b, ¢)
ausiibt, mufl dahingestellt bleiben.

Versuch 6. Stirkeren Einflufl auf die Riickdehnungsgeschwin-
digkeit der Protoplaste als Azid hat Zusatz von Dinitrophenol zur
Harnstofflosung. Ein Zusatz von 10-5 mol DNP verringert den
AG-Wert auf 0,030. Systrophe tritt hier noch ein und hilt sich
bis Ende des Versuches. Der Schnitt kam um 18.32 Uhr in 2,0 mol
TZ-Losung und zeigte um 23.50 Uhr iiberall starke Plasmolyse mit
lockeren Giirtelsystrophen.

Versuch 7. Noch stirker hemmend auf die Riickdehnungs-
geschwindigkeit und stirker schidigend wirkt ein Zusatz von
10-¢ mol DNP. Die Rundung der Protoplaste erfolgt sehr langsam.
Bei der ersten Ablesung (12.03 Uhr) sind alle Protoplaste noch
spitz und unmeQbar.

Im Versuch iiberdauern 5 Zellen den ganzen Versuch, wihrend
3 Zellen nach der sechsten Messung absterben (rund 9—10 Stunden
nach dem Einlegen). Die Gruppen wurden getrennt gewertet. Die
5 tberdauernden Zellen ergeben iiber 9 Messungen ein durch-
schnittliches AG von 0,013 (Kurve 7a in Abb. 1), die drei anderen,
spiter absterbenden (Kurve 7b in Abb. 1) ein solches von 0,023,
Fiir beide Gruppen wurden getrennte Kurven in die Abb. 1 ein-
getragen. Man sieht, dafl die stirkere Schidigung der 3 Zellen
offenbar eine sekundir erhohte Permeabilitdt fiir Harnstoff ver-
ursachte.

b) Zuckerversuche.

Die Schnitte der Versuchsreihe mit Azidzusatz, welche vom
23. IX. bis 28. IX. lief, wurden am 23.IX. um 17.33 Uhr in die
Losungen gebracht, jene der Reihe mit DNP-Zusatz, diese dauerte
von 26.—28.1X., am 26.IX. um 16 Uhr in die Losungen ein-
gelegt. Fiir beide Reihen wurden Kontrollschnitte in reine TZ-
Losung eingelegt. Die TZ-Konzentration betrug in allen Fillen
0,8 mol. Die in der Abb. 2 und 3 eingetragenen G-Werte sind bei
der Azidreihe jeweils Mittel aus 10 Zellen, bei der DNP-Reihe solche
aus 8 Zellen. Der osmotische Wert der Zellen der zwei Reihen lag
etwas verschieden. Bei der Azidreihe betrug der erste gemessene
mittlere Plasmolysegrad um 0,630, bei der DNP-Reihe um 0,550
(osmotische Werte 0,505 bzw. 0,440).

Die Protoplaste der Kontrollschnitte dehnen sich anfangs
langsam aber ziemlich gleichm#fBig aus, ihre Riickdehnung ver-
langsamt sich dann, um (Kontrollschnitt der Azidreihe, Abb. 3)
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Abb. 1. Harnstoffversuche.
1 =reiner Harnstoff 1,0 mol; 2= 1,0 mol Harnstoff + 10-4 mol Azid; 3 =1,0 mol
Harnstoff + 1072 mol Azid; 4 = 1,0 mol Harnstoff 4 10~2 mol Azid; 5 = 1,0 mol

Harnstoff + 10~ 'mol Azid ; 6 = 1,0 mol Harnstoff + 10~® mol DNP; 7 (aund b) = 1,0mol
Harnstoff + 10~4 mol DNP.

nach rund 17 Stunden ganz zum Stillstand zu kommen. Der
Plasmolysegrad hat sich dabei nicht sehr stark veréindert. Er stieg
von rund 0,620 auf 0,680. Die Zellen des Kontrollschnittes der
DNP-Reihe zeigen eine etwas stirkere Ausdehnung. Der durch-
schnittliche Plasmolysegrad steigt von etwa 0,560 auf 0,650. Dieser
Versuch wurde am 28.IX. um 19.30 Uhr abgebrochen. Der im
letzten Intervall schon sehr flache Kurvenverlauf deutet aber auch
hier auf ein baldiges Aufhéren der Protoplastendehnung.

Im Kontrollschnitt der Azidreihe, der 6 Tage in der Losung
blieb, setzt nach dem Aufhéren der Riickdehnung nach etwa
24 Stunden eine leichte andauernde Protoplastenkontraktion ein.
Am 27. IX. zeigen die Zellen, welche anfangs gute normale Systrophe
eintreten lieBen, Ansammlungen der Chloroplasten in den Menisken,
ghnlich wie im Ha-Versuch mit Zusatz von 10-1 mol Azid. Die
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Konturen der Menisken sind aber alle noch glatt. Im letzten Mef3-
intervall sterben viele Zellen ab. Die iiberlebenden Zellen und
Tonoplasten verkleinern sich stark. Der letzte eingetragene G-Wert
gilt daher nur annihernd.

Bei einem Zusatz von 10-¢ mol Azid zur TZ-Losung zeigen die
Protoplaste noch #hnliches Verhalten wie in reiner TZ-Losung.

G
0660 -

0650
0640 -

0630

0620

0610

08 mol TZ
/

0600

1
b

0590

T

0580

——
-~
——
— -
-
—~——

0570 |-
0560
0550 -

0540 -
0530 . /O.Bmol TZ+10 nol DNP

0520 | S—
L | 1 1 1 I ) s , I .

18 24h 6 2 18 21.h 6 12 18 214h

Abb. 2. Plasmolyseverlaufe in 0,8 mol Traubenzucker, Kontrolle und steigender
DNP-Zusatz.
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Die Volumschwankungen sind hier aber kleiner. Der anfinglichen
Ausdehnung folgt schon frither (nach 15 Stunden) eine Kontraktion,
die mit groBer GleichmiBigkeit bis zum Versuchsende anhélt.
Systrophe beginnt hier nach etwa 15 Stunden einzutreten, diese
wird bis 25. IX. stirker, 16st sich aber dann langsam wieder auf.
Bei Versuchsende sind die Chloroplasten nur mehr schwach flichig
systrophiert, die Zellen sind aber véllig intakt.

Keine klare anfingliche Ausdehnung, sondern nur mehr un-
regelmiflige Volumschwankungen zeigen die Protoplaste bei
Zusatz von 10-3 mol Azid zum TZ. Bei der ersten Messung konnten
die Protoplastenlingen nur annihernd bestimmt werden, da die
Plasmolyse noch nicht perfekt war.

Auch in diesem Versuch zeigen die Zellen nach lingerer Zeit
(24 Stunden) noch schwache flichige Systrophe, die sich spiter
fast vollig auflost. Bis auf eine Zelle, in der bei der letzten Messung
nur mehr ein Tonoplast liegt, bleiben aber alle Zellen die ganze
Versuchsdauer am Leben.

Einen shnlichen Verlauf nimmt der Versuch mit Zusatz von
10-2 mol Azid. Auch hier ist Schwanken des Volumens und gegen
Ende des Versuches stirkere Kontraktion zu beobachten. Bei der
letzten Ablesung (28. IX., 19.25 Uhr) sind alle Zellen tot, die
Volumina beziehen sich nur auf Tonoplasten. Systrophe war
wihrend des ganzen Versuches keine eingetreten. Der letzte Mef3-
punkt ist insofern etwas ungenau, als wegen der koagulierten, den
Tonoplasten an den Menisken ansitzenden Chloroplasten keine sehr
genaue Bestimmung der Tonoplastenlinge moglich war.

Wesentlich giftiger als Azid wirkt DNP (Abb. 2). Schon ein
Zusatz von 10-5 mol 148t — nach mehreren Stunden — nur
schwache, flichige Systrophe eintreten. Schon im 3. Meflintervall
tritt praktisch Stillstand der Protoplastenausdehnung ein. Dann
folgt langsame Kontraktion, wobei sich allerdings im letzten
Intervall nicht alle Zellen gleich verhalten (Werte fir lo—1,=
—0,1, —0,2, 0,0, —0,1, +0,2, + 0,2, 0,0 +0,1, 0,0).

10~ mol DNP bewirkt sofortige Volumabnahme, wobei im
vorletzten Mefintervall fast keine GroBendnderung erfolgt. Im
letzten Intervall sterben die Zellen ab. Sie sind am 28. IX. um
19.35 alle tot, die Kerne sind in der fiir DNP typischen Weise braun
verfarbt. Systrophe trat nicht ein.

Bei einem Zusatz von 5-10~¢ mol DNP zur TZ-Losung sind
nach 1 Stunde 12 Min. alle Zellen krampfig plasmolysiert und
zeigen simtlich die typischen Zigarrenformen mit negativen
Plasmolysesorten an den Querwinden. 2 Stunden 15 Min. nach
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dem Einlegen sind alle Zellen schon tot, die Kerne sind wieder
typisch braun verfiarbt. Es finden sich nur ganz vereinzelt Tono-
plasten.

Besprechung.

Der Verlauf der Harnstoffversuche an den Grundgewebszellen
der Wedelrippe von Blechnum spicant zeigt, daB ein Zusatz niederer
Konzentrationen von Natriumazid (10-¢ mol) die Harnstoff-
permeabilitit nicht oder nur wenig beeinflult und daf erst hohe
Konzentrationen (10-! mol) eine stirkere Hemmung der Riick-
dehnungsgeschwindigkeit ergeben. Wie die Kurven der Abb.1
zeigen, hemmt das Azid die Riickdehnung im ganzen Versuchs-
verlauf gleichmifBig. Es besteht daher die Moglichkeit, dall die
Permeabilitdtsverminderung durch das Azid in hoher Dosis eine
unspezifische Salzwirkung darstellt, eine Hemmung, wie sie auch
durch Zusatz anderer Stoffe (z. B. Ca-Salze, KrREUZ 1941) hervor-
gerufen wird. Die Wirkung auf den Stoffwechsel der Zellen, welche
das Azid und DNP als Atmungsgifte ausiiben, ersieht man aber
gut an der mit zunehmender Konzentration immer deutlicher
werdenden bzw. volligen Sistierung des Systropheeintritts. Diese
Hemmung nimmt mit steigender Konzentration gleichmaBig zu.
Die Wirkung auf die Harnstoffpermeabilitit ist dagegen beim
Azid nicht so gleichméBig. Zusatz von 10-2 mol Azid zum Harnstoff
wirkt im Hauptversuch fast gar nicht auf die Permeabilitit, wihrend
bei 10-2 mol eine ziemlich deutliche Wirkung zu beobachten ist.

Eine Permeabilititshemmung ist fiir das vom Azid ganz
verschiedene Atmungsgift Dinitrophenol (DNP) schon bekannt.
Masupa (1957) zeigt, daBl Zusatz von 10 mg DNP pro Liter
(5,43:10-5 mol) zur Harnstofflosung die Permeabilitit der Innen-
epidermiszellen etiolierter Avena-Koleoptilen deutlich erniedrigt.
Das DNP verzdgert sowohl das Tempo des Plasmolyseeintritts wie
auch das Erreichen des maximalen Plasmolysegrades und den
Deplasmolysezeitpunkt. Aus diesen Befunden schlieft MAsuDA auch
auf eine gleichzeitige Hemmung der Wasserpermeabilitat!.

Bei Blechnum wirkt DNP auf die Harnstoffpermeabilitit eben-
falls hemmend. Auch hier ist diese Hemmung schon bei 10-5 mol
deutlich, bei 10~ stark.—

PrELL (1955) hat zu zeigen versucht, dal neben der osmotischen
Harnstoffaufnahme in plasmolysierte Pflanzenzellen bzw. deplasmo-
lysierte Zellen eine nichtosmotische, unter Energieaufwand erfol-
gende Aufnahme von Harnstoff stattfindet. Zu diesem Zweck sucht
er zunichst zu beweisen, daf} in die Epidermiszellen von Taraxacum

1) Auf die Befunde von GurTENBERG und REIFF (1957) kann hier noch
nicht eingegangen werden.
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iiber den ,, Konzentrationsausgleich® hinaus Harnstoff aufgenom-
men wird. Aus den vielfach sehr unklaren und diirftigen Angaben in
der Arbeit geht aber leider weder hervor, wie das Volumen der
Vakuolen der Schnitte gemessen wurde, welches aber bekannt sein
muB, umausdermittelsder KIELDAHL-Methode gewonnenen Mengen-
angabe zu einem Urteil iiber die Konzentration in den Zellsiften
zu kommen, noch was unter ,,Konzentrationsausgleich‘ verstanden
wird. Exakt zu beobachten ist wohl der Moment der Deplasmolyse.
Doch ist zu diesem Zeitpunkt ja erst ein Teil (z. B. die Hilfte) der
AuBenkonzentration des plasmolysierenden Diosmotikums in den
Zellsaft gedrungen. AufBlerdem verwendet PRELL aber auch
Taraxacum-Schnitte (neben Klodea-Bliattchen), denen auch Zellen
der Subepidermis und vielleicht noch tieferer Schichten anhaften,
welche aber erheblich spiter deplasmolysieren als die Epidermis.
Nach erfolgter Deplasmolyse nehmen nun die Schnitte unter der
Einwirkung des weiter bestehenden Konzentrationsgefilles weiter
Harnstoff auf.

Aus weiteren Harnstoffversuchen mit Azidzusatz an Taraxacum
und Elodea schlieBt PRELL dann,,,dal die Harnstoffaufnahme bei
Versuchsbeginn durch Azid analog der nichtosmotischen Wasser-
aufnahme gehemmt wird. Da das Azid die Permeabilitit nicht
herabsetzt, miissen wir schlieBen, daBl der osmotischen Harnstoff-
aufnahme eine nichtosmotische iiberlagert ist, die in den ersten
2-—3 Stunden durch Azid gehemmt werden kann. Die weitere
Harnstoffaufnahme lduft in unseren Versuchen allerdings auch
bei Azidanwesenheit mit gleicher Geschwindigkeit wie in den
Kontrollen weiter, nur von einem entsprechend tieferen Niveau
ausgehend‘ (S. 369).

Diese Befunde lielen sich an Blechnum nicht bestdtigen. Die
Riickdehnung verlduft anfangs durchaus mit derselben Geschwin-
digkeit wie spiter. (Vgl. die Kurven in Abb. 1.) Dort, wo bei den
hoheren Azid- und DNP-Konzentrationen eine deutliche Beein-
flussung der Riickdehnungsgeschwindigkeit zu beobachten ist,
betrifft diese den gesamten Versuchsverlauf und nicht nur die
Anfangsphase.

Die Moglichkeit: einer Herabsetzung der (,,passiven‘‘) Perme-
abilitit wird von PRELL ebenso wie frither schon von BoGeEN (1953,
S. 146, vgl. dazu HOFLER und URL 1958, S. 469) nicht in Rechnung
gezogen. PRELL gibt dazu einen Versuch an, der beweisen soll, dafl
das Azid die Permeabilitat fiir Harnstoff nicht beeinflul. Er belat
Taraxacum-Schnitte 15 Stunden in 0,5 mol Harnstoff und iibertrigt
sie dann in dest. Wasser sowie in dest. Wasser, dem 107¢ mol Azid
und 51074 mol Azid zugesetzt sind. Gemessen wird die Geschwindig-
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keit der Exosmose, welche sich in allen Féllen als gleich erweist.
Der Versuch kann aus mehreren Griinden aber nicht als Beweis
dafiir herangezogen werden, dafl das Azid die Permeabilitdt nicht
herabsetzt. Zunichst ist die gewédhlte Konzentration des Azids zu
gering, um bei der genannten Versuchsanordnung wohl iiberhaupt
Unterschiede erfassen zu kénnen. Auch bei den Blechnum-Versuchen
ergab eine Azidkonzentration in dieser GroBenordnung kaum eine
Permeabilititshemmung. Gegen die Versuchsanordnung an sich ist
zu sagen, daB ein direktes Ubertragen der Schnitte, deren Zellsifte
groBere Mengen Harnstoff enthalten, in dest. Wasser leicht zu
Alterationen Anlaf} geben kann und daB beim Exosmoseversuch, im
Gegensatz zum Permeabilitdtsversuch, Azid und Harnstoff zunichst
getrennt sind.
* * *

Weiters habe ich die Einwirkung von Azid und DNP auf in
Zucker plasmolysierte Zellen in Dauerversuchen verfolgt. Den
Verlauf der Hauptversuchsreihe an Blechnum zeigen die Kurven
in Abb. 2 u. 3. Bei der Betrachtung dieser Versuche ist zu bedenken,
daB sie sich iiber verhiltnismiBig groBe Zeitrdume erstrecken und
so nicht ohne weiteres mit den Harnstoffversuchen verglichen
werden kénnen. Bei den Zuckerversuchen an Blechnum wird schon
in den Kontrollen bei weitem nicht Deplasmolyse erreicht, sondern
nach anfinglich langsamer aber deutlicher Ausdehnung wird die
Riickdehnung schwicher und hort schliefllich génzlich auf. Darauf
folgt langsame Verkleinerung der Protoplaste durch Exosmose.

Innerhalb des Zeitraumes der Ausdehnung in Zucker sind aber
selbst beim Harnstoffversuch mit Zusatz von 0,1 mol Azid die
Zellen fast deplasmolysiert. Starke Azid- oder DNP-Gaben hemmen
oder sistieren — wie wir in Bestdtigung von BogENs (1953) Befunden
feststellbten — die anfingliche Ausdehnung auch bei Blechnum-
Protoplasten. HorrEr und URL (1958) schreiben (S.471) ,,Der
Einflul} auf die Volumsénderung der Protoplasten in Harnstoff und
Zucker erscheint aber ungleichartig. Dort wird Riickdehnung und
Permeation wenig gestort, in den Zuckerversuchen wird die Riick-
dehnung sistiert. So erscheint die Ansicht gestiitzt, daB hier vitale
Vorginge bei der Protoplastenausdehnung mitspielen.” Dabei ist
aber zu bedenken, daBl der Harnstoff wesentlich schneller permeiert
als der Zucker. Durch die Giftwirkung des Azids ausgeloste Ex-
osmosevorginge konnen also durch die rasche Harnstoffpermeation
leicht tiberdeckt werden, wihrend dies in den Zuckerversuchen
nicht mehr der Fall ist. Da} in den Zuckerversuchen nach lingerer
Zeit auch in den Kontrollen die Ausdehnung der Protoplaste zum
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Stillstand kommt, ist verstandlich. Beginnende Alteration des
Plasmas durch die lange Plasmolyse, damit verbundene Herab-
setzung der Aufnahmegeschwindigkeit des Zuckers sowie ein-
setzende stirkere Exosmose von Zellsaftstoffen konnen die Ursache
sein. Vielleicht kommt auch Sauerstoffmangel der untergetaucht
in den Losungen verweilenden Schnitte hinzu. Wie die Permeabili-
tdatsverminderung im einzelnen zustande kommt, ist noch nicht
klar, doch wire — wenn wir bei der Zuckerpermeabilitit an ein
Mitwirken metabolischer Vorginge denken (ROSENBERG und
WiLBraNDT 1952, vgl. HOFLER und UrL 1958, S. 471) — an eine
beginnende Schidigung der betreffenden Stoffwechselmechanismen
bzw. wirksamen Enzyme zu denken.

Durch Zusatz von Atmungsgiften verursacht, kénnen natiirlich
dhnliche Verinderungen schon frither eintreten und die Zuckerauf-
nahme verhindern.

Zusammenfassung.

An den Grundgewebszellen der Wedelrippe von Blechnum
spicant wird der Einfluf der Atmungsgifte Natriumazid (Azid) und
Dinitrophenol (DNP) auf die Riickdehnung von in Harnstoff und
Traubenzucker plasmolysierten Protoplasten untersucht.

Die Harnstoffpermeabilitéit wird durch schwache Aziddosen
(10 mol, 10-3 mol) nicht oder nur ganz wenig und erst durch die
sehr starke Dosis von 0,1 mol deutlich beeinflu8t. Durch das Azid wird
die Riickdehnung in ihrem ganzen Verlauf gleichmifBig gehemmt.

DNP wirkt viel stdrker als Azid, ein Zusatz von 10-¢ mol hat
etwa dieselbe Hemmwirkung auf die Harnstoffpermeabilitit wie
0,1 mol Azid. Auch beim DNP betrifft die Hemmung den gesamten
Riickdehnungsverlauf gleichméaBig.

In hypertonischen Traubenzuckerlésungen zeigen die Blechnum-
Protoplaste ein bis zwei Tage lang ganz langsame Riickdehnung,
die etwa einer stiindlichen Plasmolysegraddnderung von A G=0,0030
entspricht (vgl. HOFLER und URrL 1958, S.470). Azid und DNP
hemmen auch diese Riickdehnung. Statt ihrer tritt alsbald lang-
same Verkleinerung der Protoplaste ein, die tagelang weitergeht
und wahrscheinlich auf Exosmose von Zellsaftstoffen beruht. Mit
den Harnstoffversuchen sind aber die lange dauernden Zucker-
versuche nicht unmittelbar vergleichbar.
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