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Extension growth of 1-cm segments of Avena coleoptiles (studied in liquid medium by means
of a flow chamber) was anomalously increased after short anaerobic treatment. The normal growth
rate in air-saturated medium without indole-3-acetic acid (IAA) was about 5 um/min; the rate
decreased under anaerobiosis to about 1 um/min, followed by an increase up to 30 um/min when
aerobic conditions were restored. This “growth burst” continued for about 10 min; then the rate
decreased to the initial value of 5 um/min. In the same segment growth enhancement could be
induced repeatedly by anaerobic treatments. The phenomenon of growth burst after anaerobiosis
may be named “anaerobiosis-aerobiosis-transition effect” (ANA-effect).

The ANA-effect was also observed under conditions of acid-induced growth at pH 4. Further-
more it appeared in coleoptile segments whose growth rate had already been enhanced by TAA.

Anaerobic pre-treatment not only stimulated extension growth but when applied before TAA
addition also overcame the lag phase of IAA-induced growth enhancement.

It is supposed that a compound essential for coleoptile growth is accumulated during anaero-
biosis; such compound together with oxygen may cause the observed growth burst. Possible candi-

dates for this compound are discussed.

Eine Analyse der auxininduzierten Reaktionen
im Cytoplasma, am Plasmalemma und in der Zell-
wand konnte erleichtert werden, wenn die einzel-
nen Schritte zeitlich auseinandergezogen und somit
nacheinander zum Ablauf gebracht werden konnten.
Ein solcher Versuch ist z. B. von Ray ! gemacht wor-
den, welcher durch eine Sistierung der Zellstreckung
bei Koleoptilen mit Hilfe isotonischer Mannitlgsun-
gen zu kldren versuchte, ob unter solchen Bedingun-
gen die auxinbedingte Erhoéhung der Zellwand-
plastizitat fortschreitet. Er fand nach Aufhebung
der isotonischen Bedingungen eine verglichen mit
der Kontrolle erhohte Wachstumsrate, die nach etwa
35 —40 min wieder auf die normale Rate absank.
Ray bezeichnete dieses Phédnomen als ,,stored-
growth“-Effekt. Allerdings konnte dieser Effekt bei
einer Wiederholung durch Cleland und Rayle? 3
nicht wieder gefunden werden.

In der vorliegenden Arbeit wird ein ,,stored-
growth“-Effekt beschrieben, der nach Anaerobiose
in Erscheinung tritt. Die Geschwindigkeit des Strek-
kungswachstums von Koleoptilsegmenten, die wah-
rend einer eingeschobenen anaeroben Phase nahezu
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Null ist, steigt nach Sauerstoffzugabe sprunghaft an
und liegt etwa 10 min lang weit iiber der normalen
Wachstumsrate. Dieser Wachstums-,,burst®, der im
folgenden als Anaerobiose-Aerobiose-Ubergangs-
effekt (ANA-Effekt) bezeichnet wird, bietet die Mog-
lichkeit, bestimmte Eigenschaften und Parameter
des Streckungswachstums besonders giinstig verfol-
gen und messen zu konnen und gewéhrt neue Ein-
blicke in die Vorgidnge beim Streckungswachstum;
er zeigt, dal wihrend der anaeroben Phase eine
fiir die Zellstreckung essentielle Substanz akkumu-
liert wird oder eine Zustandsidnderung erfolgt, die
dann bei Anwesenheit von O, unmittelbar zur Zell-
streckung fiihrt.

Material und Methodik

Anzucht von Avena sativa

»olegeshafer 1 der Fa. Svalof, Schweden, wurde
auf feuchtem Zellstoff, bedeckt mit feuchtem Sige-
mehl, im Dunkeln bei 21 °C und 90% rel. Feuchtig-
keit angekeimt.

Messung des Streckungswachstums der Avena-
Koleoptilen in einer DurchfluBkammer

Fiir die Versuche wurden 5 Tage alte, 18 — 20 mm
lange Koleoptilen ausgewihlt. Die Koleoptilspitzen
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wurden in der Linge von 3 mm abgeschnitten und
die darauf folgenden Segmente von 10 mm Linge
verwendet. Die Priméarblatter wurden entfernt. Die
Koleoptil-Segmente wurden unmittelbar vor Ver-
suchsbeginn 2 min in Aqua bidest. bzw. Puffer
unter Vakuum infiltriert. Dadurch wurde wéhrend
der Versuche an den Zellen der Koleoptilen ein
schnellerer Gas- und Losungsmittelwechsel erreicht.
Aullerdem verminderte sich der Auftrieb der Ko-
leoptilen in der Wachstumskammer.

Zur Beobachtung des Wachstums diente ein Hori-
zontalmikroskop der Fa. Leitz, Wetzlar, mit einer
zusitzlichen Mikrometerschraube zur Feineinstel-
lung. Es enthielt ein Zeiss-Objektiv mit zehnfacher
und ein Mikrometer-Okular mit sechsfacher Vergro-
Berung. Damit konnte bis zu einer Genauigkeit von
2 um gemessen werden. Als Lichtquelle diente eine
Mikroskopierlampe mit vorgeschaltetem Griinfilter
(kombiniert aus UVILEX-Glas der Fa. Schoninger,
Miinchen, und 2 Schichten CELLON-Griinfilter der
Fa. Gummi-Menzel, Miinchen).

Das Wachstum der Koleoptilsegmente wurde in
einer senkrecht stehenden Plexiglas-Kammer (34 x
22 x 7Tmm Aullenmalle) gemessen?. Die Zu- und
Ableitungen bestanden aus Glasrohr mit kurzen
Silikonschlauch-Verbindungen. Die Losungen wur-
den durch zwei in einem Wasserbad befindliche
Glasrohrwendel geleitet und so auf die gewiinschte
Temperatur gebracht (Kontrolle nach Durchstromen
der Wachstumskammer). Die Durchstromungs-
geschwindigkeit betrug ca. 25 ml/min; Temperatur-
konstanz wurde nach Durchflul von ca. 10 bis
100 ml/min erreicht. Die Geschwindigkeit wurde
durch einen Quetschhahn am Ableitungsschlauch
unterhalb der Wachstumskammer reguliert. — Der
Lésungswechsel erfolgte durch Drehen eines Patent-
hahnes mit zwei schrigen Bohrungen vor der Wachs-
tumskammer. Die DurchfluBgeschwindigkeit wurde
nach dem Umschalten kurzzeitig erhoht, um den
Losungswechsel zu beschleunigen. — Wachstums-
kammer und Umschalthahn waren auf ein Gestell
geschraubt, das fest mit dem Horizontalmikroskop
verbunden war. Die Losungen wurden in den Vor-
ratsgefilen ab 45min vor Versuchsbeginn und

wahrend der Versuche mit Luft bzw. N, durchperlt. -

Zur Stickstoffsattigung der Losungen wurde Stick-
stoff spezial der Fa. Messer Griesheim, Dortmund,
verwendet, aus dem Reste an Sauerstoff durch Che-
misorption mit Hilfe einer Oxisorb-Patrone
(Chromtrioxid an Kieselgel) entfernt wurden.

Die Messung der Lingeninderung der Koleoptil-
segmente in der DurchfluBkammer erfolgte in Ab-
stinden von 1min. Die abgebildeten Kurven des
Wachstumsverlaufes der Segmente sind Durch-
schnittswerte aus jeweils 6 — 8 Einzelversuchen. Die
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dem Mittelwert entsprechenden Wachstumskurven
wurden abgebildet.

Chemikalien

IES (Indol-3-essigsdure) wurde von Serva, Hei-
delberg, bezogen.

Ergebnisse

Abb. 1 zeigt die nach Anaerobiose anomal ver-
dnderte Wachstumsrate 1 cm langer Koleoptil-Seg-
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Abb. 1. Wachstumsverlauf 1 cm langer Koleoptilsegmente

von Avena sativa in Citrat-Phosphat-Puffer pH 5,0. In O,-

freiem Puffer (N,-gesdttigt) erfolgt Sistierung des Wachs-

tums; nach erneuter Zugabe von lufthaltigem Puffer ist etwa

10 min lang eine Art Superwachstum zu beobachten (ANA-
Effekt).

mente, die sich in Pufferlosung pH 5,5 befinden.
Wahrend des Versuchs sind 4 Geschwindigkeits-
phasen beim Streckungswachstum zu unterscheiden:
1. die normaler Wachstumsrate in lufthaltigem Puf-
fer (5 um/min); 2. die auf 1 um/min reduzierte
Wachstumsrate unter anaeroben Bedingungen; 3.
die unmittelbar nach O,-Zugabe stark erhohte Rate
(30 um/min), der sog. ,stored growth“-Effekt;
4. die Phase mit einer dhnlichen Wachstumsrate wie
unter Phase 1 (4 — 5 um/min).

Ein ,stored growth“-Effekt ist bereits nach 5 min
Anaerobiose deutlich zu beobachten. Der Wachs-
tums-,,burst® nach 0,-Zugabe dauert dann unab-
héngig von der Liange der Anaerobiose-Vorbehand-
lung etwa 10 min.

Befindet sich das Koleoptil-Segment wiahrend des
Versuchs in IES-Losung (10 uM), eingestellt auf
pH 5,5, so ist in der O,-haltigen Losung nach einer
lag-Phase von etwa 10 min eine Auxin-bedingte
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Abb. 2. Wachstumsverlauf von Koleoptilsegmenten nach Zu-
gabe von IES (eingestellt auf pH 5,5). Nach Sistierung des
Wachstums unter verschieden langen anaeroben Bedingun-
gen ist nach erneuter Luftzufuhr 10 min lang eine weitere
Steigerung der Wachstumsrate iiber den Wert vor der ein-
geschalteten anaeroben Phase zu beobachten.

starke Erhohung der Wachstumsgeschwindigkeit
festzustellen (Abb. 2). Dennoch 1dBt sich auch hier
nach verschieden langen Zeiten der Anaerobiose
(5—30min) eine weitere Steigerung der Wachs-
tumsrate und damit ein ,stored growth“-Effekt
nachweisen. Nach Abklingen dieses Effektes ver-
lauft die Wachstumskurve vor allem der Segmente,
die sich langere Zeit unter Anaerobiose befunden
hatten, in charakteristischen Wellenbewegungen.

Abb. 3 zeigt, dal der ANA-Effekt an ein und
demselben Koleoptil-Segment mehrmals hinterein-
ander hervorgerufen werden kann; des weiteren
wird deutlich, daf} eine nachfolgende IES-Zugabe
bei Anwesenheit von O, zu der erwarteten Erhohung
der Wachstumsgeschwindigkeit fithrt, dal} aber
auch in diesem Falle durch eine eingeschobene O,-
freie Phase nochmals eine Steigerung der Geschwin-
digkeit erzielbar ist.

Abb. 4 beweist, dal} das sdureinduzierte Wachs-
tum %76, das bei einem Auflen-pH-Wert von 4.0
auch unter anaeroben Bedingungen fast unverindert

anhalt, dennoch einen ANA-Effekt zeigt.

Wachstums-,,burst* nach Anaerobiose
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Abb. 3. Wachstumsverlauf von Koleoptilsegmenten. Mehr-

malige Auslosung des ANA-Effektes wihrend des Strek-

kungswachstums ein- und derselben Koleoptile in auxin-
freier und auxinhaltiger Losung.

Von besonderem Interesse ist die in Abb. 5 dar-
gestellte Dominanz des ANA-Effektes uber die lag-
Phase des Auxin-induzierten Wachstums. Nach Zu-
gabe von IES wiirde — wie die Kurve II zeigt —
erst nach etwa 10 min die Wachstumsgeschwindig-
keit stirker zunehmen. Gibt man Auxin aber nach
einer Phase der Anaerobiose, steigt die Geschwin-
digkeit (durch den ANA-Effekt) sofort an. Nach
Aufhoren des ANA-Effekts (nach etwa 10 min)
wird die Wachstumsrate aber nicht wieder vermin-
dert, da nun die eigentliche Auxin-Wirkung zum
Tragen kommt; die Wachstumsgeschwindigkeit
bleibt unverandert hoch.

Diskussion

Aus dem dargestellten Wachstumsverlauf von
Koleoptil-Segmenten bei einem Wechsel von aero-
ben zu anaeroben und schlieflich wieder zu aeroben
Bedingungen (Abb. 1) kann gefolgert werden, daf}
wihrend der anaeroben Phase eine Substanz akku-
muliert wird (Abb. 6) oder eine Zustandsianderung
im molekularen Gefiige der Zellen stattfindet, welche
fiir das Streckungswachstum von wesentlicher Be-
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Abb. 4. Siureinduziertes Wachstum, ausgelost durch Citrat-

Phosphat-Puffer (pH 4,0), wird in der anaeroben Phase

kaum gehemmt; nach Zufuhr von Luft zeigt es eine weitere
Steigerung der Wachstumsrate.

deutung ist. Aber erst im Moment der O,-Zugabe
filhrt diese Substanzanhdufung (oder Zustands-
dnderung) zu einem explosionsartigen Wachstum,
das etwa 10 min anhilt, d. h. solange, bis die wah-
rend der Anaerobiose iiber das normale Maf} hin-
aus angehdufte Substanz verbraucht ist (oder son-
stige Verdnderungen riickgdngig gemacht worden
sind) .

In einer kiirzlich aufgestellten Hypothese* wird
angenommen, daf} das Streckungswachstum dadurch
ausgelost wird, dafl Auxin als Effektor einer mem-
brangebundenen anisotropen H'-ATPase wirkt;
diese durch Auxin aktivierbare Protonenpumpe soll
dann mit Hilfe von Atmungsenergie die Protonen-
konzentration in einem Kompartiment an oder in
der Zellwand erhohen, wodurch wiederum eine
enzymatische Zellwanderweichung und die Zellstrek-
kung eingeleitet werden. Direkte Hinweise fiir eine
Auxin-induzierte Protonenabgabe wurden in der
Zwischenzeit von mehreren Autoren erbracht 7712
Im Hinblick auf diese Hypothese konnte man sich
vorstellen, daf} unter anaeroben Bedingungen in den

Zellen ein erhohter Reduktionsdruck zustande
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Abb. 5. Aufhebung der lag-Phase beim auxininduzierten
Streckungswachstum durch den ANA-Effekt. Kurve III:
Wachstumsverlauf von Koleoptilsegmenten in H,0 unter
anaeroben, dann aeroben Bedingungen (ANA-Effekt) ; Kurve
II: Wachstum in H,0, dann IES-Losung unter aeroben
Bedingungen (lag-Phase beim auxininduzierten Streckungs-
wachstum) ; ‘Kurve I: Wachstum in H,0, unter anaeroben,
dann mit IES unter aeroben Bedingungen (Aufhebung der
lag-Phase).

kommt, der sich in einer Akkumulation von redu-
zierten Verbindungen (z.B. von NADH) mani-
festiert; bei Umschalten auf Aerobiose konnte die-
ses erhohte Angebot von Reduktanten via Atmungs-
kette zu einem erhohten ATP-Angebot und damit
zu einer maximalen Pumpleistung der H*-ATPasen
beitragen.

Allerdings wire es im Falle von NADH schwer
vorstellbar, daf} die Grof3e des Pools fiir eine 10 min
anhaltende Erhohung der Wachstumsrate ausrei-
chen wiirde, es sei denn, NADH wird wahrend die-
ser Zeit durch die Umwandlung einer anderen ak-
kumulierten Substanz stdndig nachgeliefert. Als
speicherfdahige Substanzen kdmen organische Sduren
in Betracht, welche mit Hilfe von Dehydrogenasen
dann den NADH-Spiegel einige Zeit iiber dem nor-
malen Maf} halten konnten. Eine Akkumulation von
organischen Siduren ist z.B. in Kartoffelgewe-
ben 13 1* und in Extrakten von Erbsen® wihrend
einer Phase der Anaerobiose nachgewiesen worden.
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Abb. 6. Postulierte Konzentrationsanderung eine hypotheti-

schen, {ir das Streckungswachstum essentiellen Verbindung

x in den Segmenten von Koleoptilen wiahrend des Wechsels

von aeroben zu anaeroben und wieder aeroben Bedingungen

(Kurve c). Streckungswachstum (Kurve a) und Wachstums-

geschwindigkeit (Kurve b) der Segmente unter denselben
Bedingungen (schematisch).

Geht man von einer Ansammlung organischer
Sauren wiahrend der Anaerobiose aus, wire auch
noch ein anderer Mechanismus fiir die Auslosung

Wachstums-,,burst” nach Anaerobiose

des Wachstums-,,burst“ denkbar. Da durch die Ti-
tigkeit der oben erwihnten ATP-abhingigen Pro-
tonenpumpen eine pH-Erhohung im Plasma eintre-
ten miifite, konnten organische Sduren notwendig
sein, das nicht exportierte OH -Ion zu neutralisie-
ren 6. Die elekirogenen H*-Pumpen wiren dadurch
eine begrenzte Zeit imstande, effektiver zu arbeiten,
d.h. den beobachteten Wachstums-,,burst* hervor-
zurufen.

Welche der genannten Moglichkeiten den ANA-
Effekt auslost, kann noch nicht entschieden werden.
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