428

Kurze Originalmitteilungen

Die Natur-
wissenschaften

Uber die Sichtbarmachung von ungesittigten Lipoiden
auf Papier und in histologischen Schnitten

Bei der iiblichen Anfirbung der Lipoide mit Sudanfarb-
stoffen, wie Olrot 0l) oder Sudanschwarz2), werden alle
Lipoidfraktionen sichtbar, ohne Differenzierung der gesittig-
ten und ungesittigten Fette. Wir erreichen eine solche Diffe-
renzierung, indem wir an die ungesittigten Bindungen der
Fettsiuren Halogen (Jodchlorid, Jodbromid, Jod) addieren,
dieses Halogen dann in Halogensilber iiberfithren und das
Halogensilber anschliefend zu Silber reduzieren.

Ausfithrung: Die getrockneten und durch Erhitzen fixierten
Pherogramme werden kurz in destilliertem Wasser ausge-
waschen, um die Puffersalze zu entfernen (5min), und wieder
getrocknet. Sie werden 5 min lang in eine frisch hergestellte,
annihernd gesittigte wilrige Losung von Jodchlorid oder
Jodbromid gelegt. Dann wischt man unter 5maligem Wasser-
wechsel 1 Std lang mit destilliertem Wasser aus; es empfiehlt
sich, das Waschwasser mechanisch zu bewegen. Der Streifen
kommt dann {iir 5 min in eine waBrige »/5 AgNO;-Lésung.
Zur Entfernung des AgNO,-Uberschusses wird 10 min mit
Aqua dest. gewissert, 40 min mit #/10 HNO, (3mal wechseln)
und schlieBlich wieder mit Aqua dest. 10 min lang gewaschen.
Das Halogensilber wird mit einem photographischen Ent-
wickler (z. B. Eukobrom) geschwirzt (10 bis 15 min), und zum
SchluB wird der Entwickler griindlich ausgewissert.

Die Reaktion erwies sich in Modellversuchen als fiir un-
gesittigte aliphatische Verbindungen spezifisch, so daf3 unter
den Bestandteilen des Serums nur die ungesittigten Fett-
sduren fiir die Reaktion in Frage kommen. Proteine, gesittigte
Fette, gosittigte Phosphatide, Vitamin C, ungesittigte
Steroide, Nukleinsduren geben die Reaktion mnicht. Jod-
bromid gibt etwas tiefere Schwirzungen als Jodchlorid.

Eine weniger spezifische Anfarbung, bei der neben den
ungesdttigten Fetten auch gesdttigte Phosphatide erfaB3t
werden, geben Leukotriphenylmethanfarbstoffe. Am ge-
eignetsten erwies sich Leukomalachitgriin, obwohl z.B. auch
Fuchsin, Neufuchsin, Krystallviolett, Methylviolett 6B eine
entsprechende Anfirbung geben; allerdings ist es bei diesen
Farbstoffen schwerer, farblose Untergriinde zu bekommen.

Awusfithrung: Nach Auswaschen der Puffersalze und Trock-
nen wird das Pherogramm 10 min lang in einer frisch bereiteten
Losung von Leukomalachitgriin gebadet und anschlieBend
etwa 1Y/, Std lang unter hiufigerem Wasserwechsel (alle 10
bis 15 min) ausgewissert. Die Leukomalachitgriinlosung stellt
man durch Entfirben einer filtrierten wafrigen Malachitgriin-
losung (0,1 bis 0,15%ig) unter tropfenweisem Zusatz einer
walrigen Na-dithionitlésung her.

Bei der Anwendung obiger Farbemethoden auf Phero-
gramme von Normalseren wurden gesidttigte und ungesittigte
Lipoide in gleichen Zonen lokalisiert (-Globulinbereich); eine
Auftrennung nach gesattigten und ungesittigten Lipoiden
wurde nicht beobachtet.

Fir die aligemeine Lipoidfirbung ziehen wir das Sudan 7B
dem Olrot 0 wegen der brillanteren Farbung vor. Besonders
fiir histologische Praparate hat sich bewdhrt, den Farbstoff
statt in 60%igem Alkohol in Tween-80-haltigem Wasser zu
lssen. Man geht dabei von einer 0,4 %igen Ldsung von Su-
dan 7B in Tween-80 aus, die man zum Gebrauch 1:10 bis
1:20 mit Wasser verdiinnt. Der Farbstoffiiberschuf3 148t sich
leicht durch einfaches Wissern entfernen.

Einzelheiten tiber die Farbetechnik mit obigen Methoden
an histologischen Priparaten werden an anderer Stelle mit-
geteilt.
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Replacement of the Requirement for Vernalisation in Centaurium Minus
Moench by Gibberellic Acid

Centaurium minus Moench, a species some forms of which
have a basal rosette, is native to Australia and is common in
Victoria and in other Australian States. We have been able to
show that forms which have a basal rosette require exposure to
low temperature (vernalisation) before they are capable of
flowering. Rosettes have been kept for over a year in the
vegetative condition in long days in a warm greenhouse. Other
forms of C. minus are long-day plants which do not require

Table 1
Amount of | Total amount
G Number of Daylength Ga applied | of Ga applied
TOUP | plants (hours) daily per plant
| L gm i gm
A 8 8 — —
B 8 Continuous light — —
C 6 8 2 30
D 6 8 5 75
E 6 Continuous light 2 30
F 6 Continuous light 5 75

vernalisation (fig. 1). Forty rosettes raised under natural day-
length (over 14 hours) in warm greenhouses were arranged for
treatment as in Table 1.

The solutions were applied each day for 15days as a
0-5 ml drop to the centre of each rosette. Controls were treated
with water. Treatment with Ga***) was discontinued a few
days after elongation had begun. The internodes of plants

Fig.1. Centaurium minus, 9 weeks after commencing experiment.
Above, plants kept in short days and, from left to right, treated with
0-2 and 5 pgm Ga each day. Below, plants in continuous light and,
from left to right, with 0-2 and 5 ugm Ga each day. Note aerial
rosettes in short days and flowering in long days after Ga treatment

of Groups E and F continued to elongate and in four weeks
these plants had obvious flower primordia. The internodes
plants of Groups C and D ceased to elongate a few days after
discontinuing Ga-application, and the new leaves formed were
grouped in the form of an aerial rosette terminating each
elongated shoot. No flowers were formed by these plants.
Control plants remained vegetative under both long and
short-day conditions.

Laxg3?) leaves open the possibility of induction of flower-
ing in Hyoscyamus wniger (biennial) by Ga under shori-day
conditions. It is thus not clear whether Ga can replace only
the requirement for vernalisation (i.e. is equivalent to ‘“ver-
nalin”’) or whether it can also replace the necessity for long
days (i.e. is equivalent to ‘“florigen”’) in H. nigey. Ga has been
shown!),3%) to replace requirements for long days in other
plants and hence either to be equivalent to the flower hormone
or to mediate its production by the plant. However it has been
stated?),3°) that Ga has no flower-inducing effects on well-
known short-day plants, although it is commonly assumed
that the flower hormone is identical in both short-day and
long-day plants. However, the amounts of Ga applied in some
of the reported experiments seem excessive (as much as 21/,
months of daily applications of 10 ygm!) in comparison with
the amounts which are effective in C. minus. It is clear that
Ga cannot be the direct equivalent of the natural flower
hormone. Our experiment indicates that, at least for C. minus,
Ga is possibly identical with vernalin®). Itis of interest that
in plants in short days stem elongation ceases shortly after the
cessation of Ga application, but stem elongation continues in
long days without an exogenous supply of Ga. If the rosette
habit is due to a genetic block in the synthesis of gibberellin
— a block which is removed by cold treatment — then the
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applied Ga may act as a “starter” and comparatively small
amounts will enable further synthesis to take place. This
synthesis takes place, however, only under long-day conditions
in C. minus. WAGNER and HADDOXG) have shown that, under
suitable conditions, certain pantothenicless mutants of
Neurospora will grow on minimal media if they are provided
with “starter’’ amounts of the required vitamin.

The suggestion that vernalisation results in a change in
the plant such that it is subsequently able to synthesize Ga
(or a similar substance) under long-day but not under short-
day conditions is in accord with the report%) that fully ver-
nalised Hyoscyamus mniger plants kept in short days may
remain indefinitely in the rosette stage, but undergo stem
elongation when transferred to long days. In support of this
concept we have observed that elongation recommenced in
some of the Ga-treated plants of groups C and D when trans-
ferred to long-day conditions and at least one of these plants
has subsequently flowered.
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Gibberellinsdure und Blattwachstum

Durch Behandlung junger vegetativer Sprosse von Opun-
tia bergeriana WEB. mit 0,005%iger Gibberellinsdure (GS)
konnte Larsacu!) das Wachstum der an diesen Sprossen ent-
stehenden walzenformigen Blitter gegentiber den Blittern
unbehandelter Sprosse steigern. Awuch erfuhren die Dornen
und Glochiden der Areolen in den Achseln dieser Blitter eine
sehr auffillige Verlingerung, so daf die behandelten Sprosse
schon allein dadurch, abgesehen von der stirkeren Streckung,

Fig.1. Keimling von Cucumis sattvus L., dessen linker Kotyledo
mit Gibberellinsiure, dessen rechter mit Wasser gespritzt worden war

ein von den unbehandelten vollig abweichendes Aussehen
erhielten. Das dhnliche Reagieren von Blittern und Dornen
(bzw. Glochiden) auf GS-Behandlung ist insofern nicht so
merkwiirdig, als ja die Kakteendornen und -Borsten (-Glo-
chiden) gewohnlich als metamorphosierte Blitter angesehen
werden.

Inzwischen ist es mir gelungen, an Gurkenkotyledonen
(etwa 3,5 cm lang) eine ganz eindeutige Wachstumsiérderung
zu erzielen. An diesem Versuchsobjekte hatte ich vor einiger
Zeit eine Methode entwickelt, um die Wirkung von Lésungen,
die man einem Kotyledo in das Interzellularsystem einspritzt,
auf das Wachstum des Hypokotyls zu studieren. Die Einzel-
heiten der Methodik koénnen in der dariiber erschienenen
Arbeit nachgesehen werden?).

Es sei hier nur kurz erwihnt, daB die Gurkensamen in
feuchtem Siagemehl zum Keimen gebracht und dann in
kleinen Toépfen mit Komposterde eingepflanzt werden. Um
das Entstehen phototropischer Kriimmungen im Gewichs-

haus zu verhindern, stehen die Tépichen auf eimer sich um
eine senkrechte Achse langsam drehenden Scheibe. Wenn
die Kotyledonen ergriint sind und eine Linge von etwa 3,5 cm
erreicht haben, wird mittels einer Rekordspritze durch einen
Einstich von der Oberseite des Kotyledo die Fliissigkeit in-
jiziert, bis die Interzellularen gefiillt sind, was man an der
dunkleren Farbung des Kotyledo erkennt.

Wurde einem Keimblatt von Cucumis sativus L. eine
Lésung von 50 y/cm® GS eingespritzt, wihrend sein Partner
unbehandelt blieb oder mit Wasser gespritzt wurde, so wuchs
die Hypokotylflanke nnter-
halb des mit GS gespritzten
Kotyledo stiarker als die
Gegenflanke, wie dies aus
der einige Stunden nach der
Behandlung entstehenden
Krimmung des Hypokotyls
zu erkennen war. Dariiber
wird spdter an anderer
Stelle berichtet werden.

Noch interessanter aber
ist, daB die mit GS ge-
spritzten Kotyledonen ohne
Ausnahme nach drei Tagen
viel grioBer geworden waren
als die ungespritzten. Ihre
Linge hat um 19,4%, ihre
Fliche um 31,5% zuge-
nommen (Fig. 1 und 2; Tabelle 1). Wenn jiingere, schon er-
griinte, aber noch ldngst nicht ausgewachsene Kotyledonen
(Lange etwa 2 cm) mit GS behandelt wurden, beobachtete
man bereits nach 8 Std einen deutlichen GréBenunterschied
zwischen Versuchs- und Kontrollkeimblatt.

Fig. 2. Photokopie eines wie in
Fig. 1 behandelten Kotyledonen-
paares

Tabelle 1. Ldnge der Blitter (I) in cm, Blattfliche (I1) in cm?® nach
Behandlung mit H 20 bzw. GS
N 12 34l s el v ]slolo| Mim
T 1 i ‘
L H
I ;:’HEO 5,7] 5,91 4,90 4,7] 4,6] 5,3| 4,8, 4,4]4,4| 4,5/4,5 +0,16
GS | 6,5] 6,5 59| 59| 54| 6,2| 58| 53|5,1] 50158 +£0,16
IT | H,0[11,3/11,8] 9,9| 8,4| 8,6(10,4 9,3] 8,07,0| 7,4] 9,24+0,49
GS 14,4131 ‘12,4 12,2{11,9|13,3112,6(10,9|9,5 10,7} 12,1 4-0,43

Bei meinen fritheren Versuchen hatte ich eine VergrtBe-
rung der Kotyledonen nach Einspritzen von f-Indolessigsidure
(IES) nie beobachtet, obwohl bei den Versuchen die IES-
Konzentrationen stark variiert wurden. Awuch bei den jetzt
durchgefithrten IES-Injektionen wurde kein stdrkeres Blatt-
wachstum festgestellt. Nur der Kotyledostiel erfuhr eine be-
trachtliche Verlingerung; aber auch die Blattstiele der meisten
mit GS behandelten Keimblatter erreichten eine etwas gréBere
Linge als die der Wasserkontrollen. Die GS stellt also einen
das Blattwachstum stark iordernden Wuchsstoff dar; ob er
als der Blattwuchsstoff angesehen werden muf, bleibt abzu-
warten.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich fur
die Unterstiitzung unserer Arbeiten, Herrn Dr. Curt LEBEN
von der Eli Lilly a. Co, Indianopolis, Indiana, fiir die Ver-
sorgung mit Gibberellin und Herrn Hans- JoacHIM REISENER
fiir die wertvolle Mithilfe bei den Versuchen.
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Uber die geotropische ,,Mneme*

I. Werden Keimpflanzen von Helianthus annuus auf
+4° C abgekiihlt, so verlieren die Hypokotyle die Fahigkeit
zur geotropischen Aufkriimmung aus der Horizontallage.
Stellt man die in der Kalte horizontal exponierten Keimlinge
wieder senkrecht und erwdrmt sie auf 20° C, so treten bald
intensive Kriimmungen im Sinne der vorherigen Reizung auf.
Dieses Ergebnis bestitigt zunichst die alten Beobachtungen
von CzaPEx?), dafl bei Temperaturen, die geotropische Kriim-
mungen nicht mehr zustande kommen lassen, die geotropische
Perzeptionsfihigkeit noch nicht erloschen zu sein braucht.
Dariiber hinaus konnten wir aber feststellen, daB die ,,Er-
innerung’® an eine frithere Induktion in der Kilte noch viele



