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??? op dit voor mij zoo belangrijke tijdstip gaat mijn dank in deeerste plaats uit naar mijn Ouders. De jaren aan de Universiteit,die zij mij gegeven hebben en waarin zij mij ook zoo ten volle vanhet studentenleven hebben laten genieten, maken dat alleen aan hende in die jaren vergaarde kennis kan worden opgedragen. De duizenden haverkorrels, die zij voor mijn proeven gepeld heb-ben, zijn voor mij een symbool van de liefde en zorg, waarmee zijmij mijn heele leven hebben omringd. In mijn dankbare herinnering leeft het beeld van D r. Blok-huis, de Rector, die mijn gymnasiumjaren tot zulk een gelukkigentijd maakte. Het voorrecht, een klassikale opleiding te hebben geno-ten, zal ik nooit genoeg kunnen waardeeren. Hoogleeraren in de faculteit der Wis- en Natuurkunde, in deafgeloopen jaren hebt gij mij veel gegeven, dat niemand mij in detoekomst zal kunnen ontnemen. Het is mij een vreugdevolle taak,U

hiervoor bij het einde van mijn studie te mogen danken. Hooggeleerde Westerdijk, Jordan, Pulle, Honing,^Ornstein en Kruyt, het vele, dat ik van U leerde in collegesen practica, op refereeravonden en excursies, is mij toch nooitgenoeg geweest. Hoe gaarne had ik niet in elk van de door U onder-wezen vakken veel dieper willen doordringen, ware het niet, dateen klein probleem onze gansche aandacht vergt, wil het grondigonderzocht worden. Steeds zal ik blijven beseffen, welk een voorrecht het was, tehebben mogen studeeren onder de leiding van wijlen de Hoog-leeraren Went en Nierstras z. Hooggeleerde Koningsberger, Hooggeachte Promotor,reeds in de eerste klasse van het gymnasium hebt gij in mij de^nieuwsgierigheid naar de wonderen van het leven wakker geroe-pen. die sommige menschen noopt om bioloog te worden. De jaren,waarin ik als assistent op Uw laboratorium werkzaam mocht zijnen

waarin gij mij tevens in staat stelde dit proefschrift te bewerken,zullen altijd tot de rijkste jaren van mijn leven blijven behooren. Ikdank U wel zeer in het bijzonder voor Uw steun en leiding in delaatste maanden, zonder welke dit proefschrift thans niet versche-



??? Tien zou zijn. Voor de groote gastvrijheid, die ik steeds in Uw huismocht genieten, ben ik Mevrouw Koningsberger en U dieperkentelijk. Mij n mede-assistenten en hen, die dit thans niet meer zijn, dankik voor hun vriendschap, hun stimuleerende samenwerking en hetvele, dat ik van hen geleerd heb. Waarde G o m b e r t, het was tot ons beider teleurstelling, datde proeven met de wortels van Lupinus luteus een negatief resul-taat gaven. Ik dank U voor de maanden van arbeid, waarop ikvoort mocht bouwen. De velen, die door hun vriendschap mijn jaren onder den St.Maarten tot zoo'n heel bijzonderen tijd gemaakt hebben, kan ikniet allen persoonlijk danken. Het is mij een vreugde te weten, datzij meer dan woorden van mij verwachten. Het heele personeel van het Botanisch Laboratorium en denHortus Botanicus dank ik voor hun hulpvaardigheid

en den opge^wekten geest, die steeds tusschen ons heeft geheerscht. Waarde Visser, de analyses, die gij voor mij uitvoerde, zijnvoor dit proefschrift van groote waarde geweest. Waarde P. A. d e B o u t e r, Â?/ dank ik voor Uw niet genoeg tewaardeeren technische hulp en vindingrijkheid. Tenslotte ben ik U, waarde A. de Bouter, zeer erkentelijkvoor de keurige verzorging van het teekenwerk.
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??? Als gevolg van de tijdsomstandigheden verschijnt dit proefschriftin den vorm van een samenvatting van een uitvoerige publicatie,welke ter gelegener tijd zal verschijnen in het â€žRecueil des Tra-veaux botaniques n?Šerlandaisquot;. Ter wille van de internationale verspreiding is de volledigepublicatie in de Engelsche taal geschreven. Uit practische over-wegingen zijn daarom de bijschriften in de figuren in deze taalgesteld.



??? HOOFDSTUK 1.INLEIDING.â€žZonder groeistof geen groeiquot;. Dit veel omstreden axioma van Went (1928) vormt het themavan deze dissertatie. Volgens de gangbare opvatting wordt groeistof in het licht ge-vormd in jonge organen van groene planten en tijdens de vrucht-rijping opgehoopt in het zaad. Wanneer het zaad ontkiemt, wordtde groeistof in onwerkzamen vorm naar den top van het kiem-plantje gevoerd, daar geactiveerd en in actieven vorm getranspor-teerd naar de zone van maximalen groei vlak onder den top. Hier regelt groeistof de strekking van de jonge cellen door derekbaarheid van de celwanden te vergrooten, waarna de turgor deplastisch gemaakte wanden gemakkelijk kan uitrekken. Tevens ver-oorzaakt zij de vorming van nieuwe cellulose micellen in de inter-micellaire wandsubstantie. Hierdoor wordt de rekking gefixeerden de celstrekking is voltooid. In 1931 werd de stof in zuiveren vorm

ge??soleerd door K??glen Haagen Smit, die haar den naam auxine gaven. Een aan-tal chemisch zuivere stoffen hebben een werking analoog aan dievan auxine. Van deze stoffen is heteroauxine of indol-3-azijnzuurzeer belangrijk geworden, omdat het gemakkelijk in grootere hoe-veelheden zuiver te verkrijgen is en niet zoo snel als auxine on-werkzaam wordt gemaakt door licht en andere factoren. Om dezeredenen en omdat indol-3-azijnzuur in veel groeiprocessen tennaaste bij dezelfde orde van activiteit heeft als auxine, worden demeeste proeven over groeistofproblemen gedaan met deze stof, dieechter in hoogere planten in werkelijkheid niet is aangetoond. Voor een overzicht van het uitgebreide groeistofonderzoek derlaatste kwarteeuw mag ik verder verwijzen naar de meest recentesamenvattingen (Boysen Jensen, Avery en Burkholder1936; von Guttenberg 1932â€”1939; Jost 1935, 1937; Otte



??? 1937; Schlenker en Rosenthal 1937; Went en Thi-mann 1937; S??ding 1938; B??nning 1939).Kunnen planten nu werkelijk niet groeien, wanneer deze groei-stof ontbreekt? Went (1928) concludeerde, dat groeistof noodzakelijk was uitde overweging van de volgende feiten. Ten eerste zag hij, dat tot een bepaalde grens de groei van hetcoleoptiel van Avena sativa evenredig was met de hoeveelheid aan-wezige groeistof. Dit werd bevestigd door T h i m a n n en J. Bon-ner (1933) voor Avena coleoptielen, door van Overbeek(1933) voor Raphanus hypocotylen en door Dijkman (1934)voor Lupinus hypocotylen. In de tweede plaats was Dolk erin geslaagd om den groei vanhaver-coleoptielen te doen ophouden door de onttrekking van groei-stof en dezen opnieuw te doen beginnen door de toevoeging daar-van (Dolk 1930, vermeld door Went 1928). Went zelf echter constateert in zijn samenvatting van

1937:â€žOp zichzelf beschouwd, is de directe evenredigheid tusschende toegediende auxine en den daardoor veroorzaakten groei geenabsoluut bewijs, dat auxine onmisbaar voor den groei is. Het be-wijs is pas volledig, wanneer aangetoond kan worden, dat de groeivan een plant stopt, wanneer zij vrij van auxine gemaakt is, en ver-volgens weer hervat wordt na het aanbrengen van groeistof.quot; Niemand heeft echter ooit kunnen aantoonen, dat een plant vrijvan groeistof was. We kunnen dus ook niet weten, hoe een der-gelijke plant op groeistof zou reageeren. Wel slaagden een aantal onderzoekers erin om planten te ver-krijgen, waarvan de groei bijna stilstond. Bij critische beschou-wing van deze gegevens valt echter op, dat de groei nooit geheelstilstond. Dolk (1930) liet gedecapiteerde haver-coleoptielen de in huncellen aanwezige groeistof opgebruiken en decapiteerde na 150minuten den

geregenereerden physiologischen top om te voor-komen, dat de cellen daaruit nieuwe auxine zouden kunnen ont-vangen. Volgens hem kon men zeggen, dat deze coleoptielen nietmeer groeiden, maar gemiddeld bedroeg hun groeisnelheid nog 5%van de groeisnelheid der onbehandelde coleoptielen.



??? J. Bonner (1933) mat den groei van ge??soleerde coleoptiel-cylindertjes in water. Omdat deze kleine stengelstukjes alleen deauxine in de cellen op kunnen gebruiken, â€ždaalt hun groeisnelheidgestadig, tot zij na 7â€”8 uur een zeer lage waarde bereiktquot;. Maardeze inderdaad zeer lage, gemeten waarde is nog 22 % van de be-ginsnelheid. In de proeven van T h i m a n n (1935) groeiden zulke cylinder-tjes in een zure bufferoplossing, waarin men mag verwachten, datalle in de cellen aanwezige groeistof opgebruikt wordt (J. B o n-ner 1934, zie hoofdstuk II). De groei stond vrijwel stil, maarwas na 18 uur nog 5â€”15 % van den groei in het eerste uur. Went (1935) constateerde, dat zones aan de basis van hetcoleoptiel na 12 uur niet meer groeiden. Deze metingen waren ech-ter niet fijn genoeg, om te kunnen beslissen, of de groei werkelijkstilstond of nog in een uiterst vertraagd tempo doorging. In een voorloopige

mededeeling (van Santen 1938) heb ikvermeld, dat de groei van ge??soleerde cylindertjes van Avenacoleoptielen zelfs na drie dagen in water nog niet geheel stilstaat.Ook door de coleoptielen v????r het snijden van de cylindertjes zoo-veel mogelijk groeistofvrij te maken, kon ik er niet in slagen dengroei absoluut stop te zetten. Schneider (1938) zag, dat coleoptiel-cylindertjes, die inwater bijna niet meer groeiden, hun groei hervatten na de toe-voeging van suiker. Het was nu de vraag, of in dit geval het axiomavan W ent niet opging, of dat de cellen in suiker opnieuw be-gonnen te groeien, omdat wel hun suikervoorraad maar niet deauxine-reserve uitgeput was geweest. Went (1928, 1935) concludeerde nl., dat niet alleen groeistof,maar ook de zg. â€žfood factorquot; onmisbaar was voor den groei. Vol-gens Schneider bestaat deze food factor voornamelijk uitsuiker. Bij cylindertjes, die in suiker groeiden, daalde de

groeisnelheidgeleidelijk en was na 20 uur practisch nul. De groei werd hervatna de toevoeging van heteroauxine, terwijl heteroauxine plus suikerden groei nog meer versnelde, waarschijnlijk omdat van tevorenhet suikerverbruik in de cellen grooter was dan de mogelijke aan-vulling uit het omringende milieu. Evenzoo kon Schneider



??? cylinders hun suiker voorraad laten uitputten, door ze in hetero-auxine te laten groeien. Niettemin toonen S c h n e i d e r's curven duidelijk, dat degroei onder geen enkele voorwaarde absoluut stilstaat. Toen hijheteroauxine toevoegde aan groeistof-arme cylinders, die 20 uurin suiker geweest waren en bijna niet meer groeiden, was hungroei op dat tijdstip toch nog 16 % van den groei in het eersteuur. Zelfs na 48 uur in suiker groeiden de cylindertjes nog heellangzaam. We hebben dus gezien, dat er bij een aangenomen gebrek aangroeistof geen groeistilstand intreedt en dat toevoeging van groei-stof niet anders doet dan het zeer langzame groeitempo versnellen. Over den aard van deze zeer langzame restgroei zijn twee theo-ri??n mogelijk. De eerste is, dat er een fundamenteel langzaam groeiproces be-staat, dat geen groeistof noodig heeft maar er wel zeer doorversneld wordt. (Cholodny 1931). De

tweede, dat de restgroei te wijten is aan zeer kleine hoeveel-heden auxine, die nog in de cellen zijn achtergebleven. Aangezien de vraag, of groeistof werkelijk noodig is voor dengroei, op de bovenbeschreven wijzen niet opgelost kon worden,staan er nu nog twee wegen open. In de eerste plaats kunnen we onderzoeken, of groeistof alsgroeibevorderend agens vervangen kan worden door andere fac-toren. Strugger (1932, 1933, 1934) concludeerde, dat elke factor,die den ionisatiegraad van het protoplasma verandert, een primairegroeifactor kan worden. Volgens hem is auxine geen primairegroeifactor, omdat het alleen invloed, uitoefent op den toestand vanhet protoplasma via zijn invloed op het cel metabolisme.S t r u g g e r's theorie is gebaseerd op tweetoppige krommen, diehij vond voor den invloed van de H-ionenconcentratie op den groeivan wortels en hypocotylen van Helianthus annuus. Deze krom-

men vertoonden gelijkenis met de tweetoppige krommen voor deninvloed van de cH op den zwellingsgraad van het protoplasma.Verder vond hij bij een aantal verschillende objecten, dat altijdeen intensief groeiende cel aanmerkelijk zuurder is en visceuzerprotoplasma heeft dan een niet groeiende.



??? Hij concludeerde, dat elk groeiproces begint met een door vrijewaterstof-ionen veroorzaakte zwelling van het protoplasma. Doordeze zwelling wordt de turgor langs anosmotischen weg verhoogd.Hierdoor worden de celwanden elastisch gerekt en tenslotte wordtdeze rekking door afzetting van celwandsubstantie gefixeerd. Of S t r u g g e r's theorie juist is, hangt af van de betrouwbaar-heid van zijn tweetoppige krommen. Want de door hem geconsta-teerde verhoogde viscositeit en aciditeit in groeiende cellen kanevengoed oorzaak als gevolg van den groei zijn en bewijst daaromniets. Die tweetoppige kromme is voor het Avena coleoptiel ontkenddoor J. Bonn er (1934). Deze zag, dat de pH alleen invloed uit-oefent op den groei, door de dissociatie van het zwakke zuur auxineterug te dringen. Het ongedissocieerde molecule is de werkzamevorm. Met nauwkeuriger feitenmateriaal kon ik deze conclusie be-vestigen (van

Santen 1938) voor het coleoptiel van Avena, ter-wijl eenige maanden later D. M. Bon ner de bevestiging voor hetepicotyl van Pisum bracht. Voor het Helianthus hypocotyl vondSchulte (1937) een ?Š?Šntoppige i.p.v. een tweetoppige kromme. Hoewel een aantal onderzoekers de theorie van Strugger alsweerlegd beschouwt, is dit toch niet juist, want na hem is de in-vloed van de pH op den groei van wortels nog nooit onderzocht.Wanneer bij wortels inderdaad een tweetoppige kromme bleek tebestaan, dan zou dit beteekenen, dat groei zonder groeistof althansbij wortels mogelijk was. Sinds gebleken is, dat groeistof den groei bij stengel en wortelop dezelfde wijze bevordert, is het noodzakelijk geworden om ookhier de rol van de waterstof-ionen op te helderen. Jarenlang is het verband tusschen groeistof en groei bij wortelsonbegrijpelijk geweest. Het had er allen schijn van of auxine hierniet alleen niet noodzakelijk was, maar

zelfs de wortels in hungroei belemmerde (zie hoofdstuk IV). In den laatsten tijd hebben verschillende onderzoekers de theorievan B o n n e r in twijfel getrokken, omdat de remmende werkingvan groeistof op den wortelgroei door een lage pH niet versterktwerd (Lane 1936, Meesters 1936, Marmer 1937). Wezullen straks zien of deze bezwaren gegrond zijn.



??? Maar eerlijkheidshalve moeten we de theori??n van Struggeren B o n n e r naast elkaar plaatsen en zeggen, dat tot nu toe elknog zijn v????r en zijn tegen heeft. Het is echter ontoelaatbaar, datde eene of de andere theorie geciteerd wordt, naarmate het iniemands kraam te pas komt. Want de beide theori??n kunnen nietgelijktijdig juist zijn. Naast het onderzoek naar den invloed van de pH als mogelijkegroeifactor staat ons nog een tweede weg open om te weten tekomen of er groei zonder groeistof mogelijk is, nl. het onderzoeknaar het verdwijnen van de groeistof tijdens den groei.



??? LITERATUUR OVER DEN INVLOED VAN DEWATERSTOF-IONENCONCENTRATIE OP DEN GROEI. De pH van den bodem. De vegetatie staat in verband met debodemreactie. Sommige plantensoorten groeien het beste op zure,andere op alkalische gronden, terwijl verreweg de meeste soortenvoorkomen op standplaatsen met ten naaste bij neutrale reactie.Deze physiologische verschillen zijn evenzeer genetisch bepaald alsde morphologische kenmerken, die de soorten van elkaar onder-scheiden. Is deze invloed van de pH op de ontwikkeling van de planteneen directe of indirectel Uit de omvangrijke literatuur, die overdeze vraag bestaat, is wel gebleken, dat elk van de volgende fac-toren op zijn beurt aansprakelijk kan zijn voor een indirect effectvan de bodemreactie op den groei: de concentratie van anorganische voedingstoffen in den bodem,de concentratie van toxische elementen, vooral aluminium enmangaan,

de vorming van opneembare stikstof-verbindingen door bodem-bacteri??n, de physische gesteldheid van den bodem, de kans, dat Leguminosen door knolletjesbacteri??n ge??nfecteerdworden, het optreden van sommige parasitaire plantenziekten,het optreden van sommige physiologische plantenziekten.Een zure grond is krachtens zijn genese arm aan mineralen. Zeerwaarschijnlijk is naast licht en klimaat de voedingswaarde van denbodem de belangrijkste oecologische factor en niet de pH als ge-volg van een specifieke gevoeligheid van de vegetatie voor water-stof-ionen (?„slander 1932). Sinds men in de bodemkunde tot de overtuiging is gekomen, datplantenwortels in den bodem niet alleen met opgeloste, maar ook inhooge mate met geadsorbeerde ionen te maken hebben, hebben de



??? oudere onderzoekingen op dit gebied veel van hun waarde verloren.De pH van het bodemvocht, die doorgaans gemeten werd, geeftnl. slechts indirecte aanwijzingen over de waterstof-ionen concen-tratie in de grenslaag van de negatief geladen bodemcollo??den. Hetbodemcomplex is als regel sterk gebufferd en zoolang het bodem-vocht nog opgeloste zouten bevat, hebben de H-ionen weinig kansom geadsorbeerd te worden. De pH van oplossingen. Terwijl het dus uiterst moeilijk is omhet effect van de geadsorbeerde H-ionen op de plant nauwkeurigna te gaan, kan de pH in oplossingen met groote nauwkeurigheidgemeten worden. Alleen mogen we de conclusie uit waterculturesniet zonder meer toepassen op de plant in haar natuurlijk milieu,zooals vroeger gedaan werd. Ook in oplossingen kan de invloed van de waterstof-ionen opden groei slechts indirect zijn, aangezien de opneembaarheid vanzouten

voor de plantenwortels door de cH verschoven wordt. Zoo zag van den Honert (1933), dat een lage pH gunstigis voor de phosphaatopname door suikerriet. In een zure oplossingwordt het evenwicht HjPO^ ^ HPO^quot; verschoven tengunste van het monovalente ion, dat door suikerriet bij voorkeuropgenomen wordt. Onder deze omstandigheden werd de groei dusindirect bevorderd door de lage pH. In een volledige, gebufferde voedingsoplossing, waarin de onont-beerlijke ionen in overmaat aanwezig zijn, is er een redelijke kansom het directe effect van de waterstof-ionen te kunnen nagaan.Hierover zijn een aantal gegevens in de literatuur, waarbij we deresultaten met ongebufferde oplossingen buiten beschouwing kun-nen laten, aangezien in dergelijke oplossingen de pH door de plan-ten zelf spoedig verschoven wordt. Hoagland (1917) mat gedurende 14 dagen den groei vangerst in potcultures, begoten met

gebufferde oplossingen van ?Š?Šn-,twee- en drie-basisch K-phosphaat. Hij vond een kromme met ?Š?Šnoptimum bij ongeveer 5.16 pH. Aangezien de oplossing gebufferdwas, werd hier een pH-effect en niet de phosphaatopname gemeten. Salter en Mcllvaine (1920) maten gedurende 16 dagenden groei van tarwe, mais, sojaboonen en lucerne in gemodificeerde



??? gebufferde S h i v e-oplossingen. Zij vonden in alle gevallen krom-men met ?Š?Šn optimum, maar deze top lag voor verschillende plan-ten bij een andere pH. Tarr en Noble (1922) verbeterden deze proeven nog, door4 weken waar te nemen en de pH gedurende al dezen tijd constantte houden. De resultaten waren dezelfde als die der vorigeschrijvers. Th er on (1924) vond bij vergelijkbare proefomstandighedenkrommen met ?Š?Šn optimum voor een groot aantal planten, bij uit-eenloopende pH waarden. Olsen (1923, 1925, 1934, 1935, 1936, 1938) onderzocht heteffect van de pH op den groei van een groot aantal wilde plantenen cultuurplanten in doorstroomingscultures van volledige voe-dingsoplossingen. Hij vond practisch altijd optimum krommen met?Š?Šn top. Wanneer zich twee optima voordeden, was dit altijd tewijten aan een secundaire factor, b.v. de ijzeropname (1935). Hetoptimum ligt voor verschillende soorten

bij zeer uiteenloopendepH-waarden en er bleek een treffende overeenkomst te bestaantusschen de optimum pH in watercultures en de bodem pH van denatuurlijke standplaats. Hoewel we hebben gezien, dat we hieruitgeen overhaaste conclusies mogen trekken, zijn er toch wel enkelegevallen bekend, waar de pH van den bodem de primaire oecolo-gische factor is. Met name geldt dit voor die planten, die op neu-tralen of alkalischen bodem niet kunnen groeien, b.v. Deschampsiaflexuosa (Olsen 1923, 1938) en verschillende Vaccinium-sooiten(Coville 1913, 1921). De pH metingen van de bovengenoemde onderzoekers geschied-den met behulp van waterstof-electroden. Olsen geeft soms devoorkeur aan zeer nauwkeurige colorimetrische metingen. Borowikow (1913) mat den groei van ge??soleerde hypo-cotylen van Helianthus annuus in verschillende zuren, dus in nietgebufferd milieu. Hij vond ?Š?Šntoppige krommen.

Schulte (1937) vond ?Š?Šntoppige krommen voor den invloedvan de pH op den groei van Helianthus hypocotylen, wortels vanLupinus albus, Spirogyva en pollenbuizen van Impatiens Olivieri.Voor Helianthus werd dit bevestigd in phosphaatbuffers. Ook vom Berg (1929) vond steeds ?Š?Šntoppige krommen voorden groei van pollenbuizen onder invloed van de pH.



??? Hiertegenover vinden we in de literatuur een aantal gegevensover groeikrommen met twee pH optima. Hierover kunnen wij kortzijn, daar deze meerendeels reeds door anderen zijn weerlegd.Voor den invloed van de pH op den groei werden tweetoppigekrommen gevonden door: Arrhenius (1922, 1926) voor een groot aantal planten ingrond- en water cultures; grootendeels weerlegd door Olsen. Hixon (1923) voor kieming en groei van verschillende Dico-tyle planten; de proefomstandigheden zijn niet eenvormig, somswerden ?Š?Šntoppige krommen gevonden. Lundegardh (1923, 1924) voor kieming en groei van tarwe,in ongebufferd milieu; de twee toppen zijn niet re??el. Lundegardh (1923) voor den groei van Fusarium; weer-legd door Lind fors (1924). Her eik (1924) voor wortels van Pharbitis hispida in Na-phos-phaatbuffer; ?Š?Šn top lag in het zure, de andere in het alkalische ge-bied, de onderlinge

verschillen in groei waren klein. Strugger (1926) voor protoplasmastrooming en zwelling vanhet protoplasma bij wortelharen van Hordeum in acetaat- en phos-phaat-buffer (in 1928 voor hetzelfde object in phosphaatbuffer eendrietoppige kromme); weerlegd door Sakamura en Kana-mori (1935) voor wortelharen van Brassica chinensis. Strugger (1932, 1933, 1934) voor wortels en hypocotylenvan Helianthus annuus in acetaatbuffers; voor het hypocotyl weer-legd door Borowikow (1913), Brecht (1936) en Schulte(1937). A m Ion g (1936) voor wortels van Vicia Faba in azijnzuur-op-lossingen bij verschillende verdunning; in alle oplossingen groeidende wortels slechter dan in water! We mogen dus uit de beschikbare proeven concludeeren, datwaterstof-ionen den groei bevorderen in gebufferde oplossingen endat het verband tusschen pH en groei graphisch kan worden weer-gegeven door een kromme met ?Š?Šn

optimum in het zure gebied. In strijd met deze conclusie zijn de resultaten der proeven vanStrugger met wortels van Helianthus annuus. Hierop zal inhet volgende hoofdstuk nader worden ingegaan.



??? Hoe wordt de groei door waterstof-ionen versneld? Over dezevraag bestaan een aantal theori??n, waarvan de volgende de be-langrijkste zijn: Strugger (1926â€”1934) denkt, dat de H-ionen het proto-plasma doen zwellen en daardoor anosmotisch den turgor in decellen verhoogen, waardoor deze gestrekt worden. J. Bonner (1934) ziet, dat het zwakke zuur auxine in neutraalgebufferd milieu bijna geheel in zijn ionen gesplitst is en dat dezedissociatie met toenemende waterstof-ionenconcentratie terugge-drongen wordt. Als dan de graphiek voor den invloed van dcpH op den groei blijkt overeen te komen met de dissociatiekrommevan heteroauxine, is de conclusie gerechtvaardigd, dat groeistofslechts als ongedissocieerd molecule werkzaam is en dat de con-centratie van deze moleculen stijgt met stijgende cH. Deze beidetheorie??n werden genoemd in het voorafgaande hoofdstuk. Br echt (1936) gelooft, dat groeistof en

waterstofâ€”ionenonafhankelijk van elkaar den groei bevorderen, maar omschrijftniet, hoe hij zich dat voorstelt. Ru ge (1937) beschouwt de door H-ionen veroorzaakte zwel-ling van de intermicellaire substantie van den celwand als deprimaire oorzaak van den groei. Deze theorie, waarbij groei totstand zou komen zonder medewerking van het levende protoplasma,is in strijd met alle feiten. Schulte (1937) verklaart den invloed van de waterstof-ionenop den groei als een gevolg van electro-osmose. Wanneer eenplantencel zich in een oplossing bevindt en de H-ionenconcen-tratie aan weerskanten van de semipermeabele protoplasma-membraan is niet gelijk, dan ontstaat een diffusiepotentiaal tus-schen beide oplossingen tengevolge van de hooge adsorbeerbaar-heid der H-ionen aan de membraan. Het negatief geladen water in de membraanpori??n wordt daar-om, tegen het verval in H-ionenconcentratie in, gezogen naar

deminst geconcentreerde oplossing. In zuur milieu zal een cel op deze wijze water op kunnen nemenen Schulte ziet deze wateropname als de verklaring van alledoor hem waargenomen groei- en zwellingsverschijnselen. Ook de



??? werking van groeistof, volgens hem een â€žrelatief sterkquot; zuur (!),schrijft hij voor een groot deel toe aan electro-osmose. Men kanzich niet goed voorstellen, wat dat â€žrelatief sterke zuurquot; danbinnen in een cel zou uitrichten. Volgens de theorie zou het moetenveroorzaken, dat water aan de cel onttrokken wordt, aangezien decelinhoud van een groeiende cel meestal zuurder is dan het milieu.Deze theorie staat zoo alleen, dat het moeilijk is haar te be-oordeelen, voordat er meer proeven op dit gebied zijn gedaan. Wanneer men de gegevens van Schulte over den invloedvan de pH op den groei van Helianthus hypocotylen en Lupinuswortels graphisch uitzet, ontstaan er krommen, die merkwaardiggoed overeenkomen met de dissociatie kromme van auxine (fig. 7),zoodat althans de experimenteele gegevens van Schulte geenbezwaar opleveren tegen de theorie van Bonner. Het verband tusschen

groeistof en pH. Dolk en Thimann(1932) hadden gevonden, dat de relatieve activiteit van een groei-stof-extract in alkalische en in zure bufferoplossing was als 1 : 4.Zij konden aantoonen, dat bij alkalische reactie een zout wasgevormd, dat zijn groeistofwerking en zijn oplosbaarheid in aetherverloren had. Dit gaf Bonner (1934) aanleiding om na te gaan of groeistofeen rol speelde bij de zg. â€žzuurkrommenquot; van Strugger (1932).Daartoe herhaalde hij S t r u g g e r 's proeven, maar met ge-decapiteerde, ge??soleerde coleoptielen van Avena, in plaats vanmet hypocotylen van Helianthus. De coleoptielen werden onder-gedompeld in bufferoplossingen van verschillende pH, nadat eensmalle epidermisstrook eenzijdig verwijderd was. De H-ionendrongen sneller binnen aan de verwonde zijde, waardoor dezeharder begon te groeien. De kromming, die hierdoor ontstond, waseen maat voor den groei. Het

resultaat was, dat de groei toenammet stijgende H-ionenconcentratie. Ook bij met buffers ge??nfil-treerde, niet eenzijdig verwonde coleoptielen bestond hetzelfdeverband tusschen groei en pH. Zooals in het voorafgaande be-sproken werd, concludeerde hij uit deze proeven, dat de groeiwordt bevorderd door het auxine-zuur, dat door de H-ionen uitzijn zout wordt vrijgemaakt.



??? Thimann (1935) liet ge??soleerde cylindertjes van Avenahun eigen groeistof opgebruiken in een zure bufferoplossing.Wanneer na 18 uur de groei ongeveer stilstond, had toevoegingvan nieuwe buffer geen effect, toevoeging van groeistof deed dengroei weer stijgen. Br echt (1936) bracht eenzijdig azijnzuurpasta's of groeistof-pasta's aan op coleoptielen van Avena en hypocotylen van Helian-thus. Aan den kant, waar het zuur binnendrong, werd de groeiversneld en het resultaat was een negatieve kromming (van depasta weg). Br echt concludeerde, dat de invloed van het zuurniets met groeistof te maken had, omdat de zuurkrommingen zoo-veel sneller optraden dan de groeistofkrommingen. Mijns inziensbeteekent dit alleen, dat het azijnzuur sneller binnendringt en dedaar aanwezige groeistof activeert. Ruge (1937) zag, dat de groei van gedecapiteerde hypocoty-len van Helianthus door azijnzuurpasta's versneld werd.

Degraphiek hiervoor heeft ?Š?Šn optimum, maar er zijn te weinig gege-vens, om te kunnen opmaken, of er verband bestaat met de disso-ciatiekromme van groeistof. In ongebufferde oplossingen hebben waterstof-ionen over hetalgemeen geen invloed op den groei. Dit is ook niet te verwachten,aangezien de pH van het goed gebufferde celsap in een ongebuf-ferd milieu geen verandering ondergaat. Negatieve uitkomsten metongebufferde oplossingen vormen dus geen bezwaar tegen detheorie van Bonner. Met vermelding van de auteurs kan hierdaarom worden volstaan: Nielsen (1930), JostenReiss(1936), Meesters (1936), Borriss (1937). Door verschillende onderzoekers is tegen de dissociatie-theoriehet bezwaar geopperd, dat oplossingen van groeistoffen en vanhun zouten of esters den groei in dezelfde mate versnellen. Ook ditfeit vindt echter zijn verklaring in de zwak zure reactie van hetgebufferde celsap. Daardoor

wordt in de cel het groeistofzuur uithet opgenomen zout vrijgemaakt. De volgende schrijvers vondeneen gelijk effect van groeistofzuur en groeistofzout of -ester:Thimann (1935); Laibach (cit. in Fitting 1937);Zimmerman, Hitchcock en Wilcoxon (1936);J. Bonner en Koepfli (1939).



??? Een ernstiger bezwaar vormden de conclusies van een aantalschrijvers, die vonden, dat groeistofzouten grooter activiteit bezatendan de overeenkomstige zuren (Avery, Burkholder enCreighton 1937; Jost (cit. in Fitting 1937); Scheer1937; Zimmerman en Hitchcock 1937). D. M. Bonner (1937) vergeleek daarom de activiteit vanindol-3-azijnzuur en zijn K- en Na-zout in gebufferde oplossingenbij pH 6 (ongeveer de pH van het celsap van Avena, waarmee deproeven gedaan werden). De activiteit was precies gelijk, in onge-bufferde oplossingen waren de zouten daarentegen minder actief. Hetzelfde vonden Thimann en Schneider (1938) voorindol-3-azijnzuur en indol-3-boterzuur en hun K-zouten. De zoutenwaren iets minder actief. Een bevredigende verklaring van detegenstrijdigheid van deze resultaten is nog niet gegeven.Thimann en Schneider veronderstellen, dat misschiengeen zuivere chemicali??n

werden gebruikt. Ook is het zout niet zoogauw toxisch als het groeistofzuur in hoogere concentraties. Sommige onderzoekers (o.a. Haagen Smit en Went1935) hebben de in het BoyceThompsonInstituut ont-dekte groeistofwerking van enkele organische zuren willen toe-schrijven aan een pH-effect. Deze veronderstelling, afdoende weer-legd door het feit, dat de zouten van deze zuren dezelfde groeistof-werking vertoonen, was alleen daarom al ongerijmd, omdat theore-tisch niet eens te verwachten was, dat de ongebufferde oplossingenvan zwakke zuren eenige verandering zouden teweeg brengen in depH van het celsap. Thimann en Sweeney (1937) en Thimann enSchneider (1938) zagen, dat de protoplasmastrooming in hetAvena coleoptiel meer wordt versneld door indol-3-azijnzuur dandoor K-indol-3-acetaat, in tegenstelling met den groei van hetzelfdeobject, die door beide stoffen gelijkelijk versneld

wordt. Zij geven hiervan de volgende verklaring: het effect van groei-stof op de protoplasmastrooming is van korten duur, na 30 minutenstroomt het protoplasma weer met zijn vroegere snelheid. Hetspreekt dus vanzelf, dat de stof. die het snelste binnendringt, ookhet meeste effect heeft. Over het algemeen perme??eren electrolytenhet snelste in ongedissocieerden vorm en in dit geval dringt dus hetvrije zuur het snelste binnen.



??? Deze theorie vindt steun in een onderzoek van Albaum,Kaiser en Nestler (1937), die den invloed van de pH opde opname van indol-3-azijnzuur door Mitella bestudeerden inproeven, die 1 uur duurden. Uit de gebufferde oplossingen drongheteroauxine de cel in toenemende mate binnen met stijgendeH-ionenconcentratie. De curve voor de snelheid van penetratie inafhankelijkheid van de pH viel samen met de dissociatiekrommevan indol-3-azijnzuur. Dat wil zeggen, dat de ongedissocieerde moleculen sneller binnen dringen. Ook Skoog (1938) zag, dat tomatenplanten groeistof het snelste opnamen uit een zure oplossing. Wanneer dus groeistof van buiten af aan een plant wordt toe-gevoegd, dan neemt zij het zuur sneller op dan het zout. Dezevoorsprong in groei zullen we kunnen constateeren in proeven vankorten duur, zooals in de standaard Avena-test (Dolk enThimann 1932) en in de bovengenoemde onderzoekingen.

In proeven van l?¤ngeren duur heeft het verschil in penetratie-snelheid daarentegen betrekkelijk weinig invloed. Dit verklaart,waarom Hitchcock en Zimmerman (1938) vonden, datde pH geen invloed had op de epinastie van tomatenbladstelen,waaruit zij concludeerden, dat de dissociatie-hypothese voor vol-wassen groene planten geen geldigheid heeft. Het verklaart ook,waarom dezelfde schrijvers moesten constateeren, dat de pH vaneen gebufferde groeistofoplossing van geen belang is voor de doorgroeistof veroorzaakte wortelvorming. Het feitenmateriaal van H ub ert (1938) is veel te gering, omzijn conclusie te rechtvaardigen, dat de wortelvorming van Pisumdoor een zwak zure reactie bevorderd wordt. De theorie van Bonner veronderstelt, dat de dissociatiegraadvan de groeistof in de cel veranderd wordt doordat de pH van dencelinhoud een verandering ondergaat. Kan inderdaad de celinhoud de pH van het uitwendig

milieuaannemen? Hoe belangrijk deze vraag is, blijkt uit het feit, datHitchcock en Zimmerman (1938) haar niet bewezenachten en mede op grond daarvan de heele dissociatie-hypothesein twijfel trekken.



??? In 1938 heb ik eenige voorloopige resultaten medegedeeld, diede proeven van Bonn er bevestigden. Deze resultaten zijn nog-maals weergegeven in fig. 1. Ge??soleerde cylindertjes van Avenacoleoptielen groeiden in een phosphaatbufferoplossing. Met da-lende pH van de oplossing nam de groei van de cylindertjes toe,in overeenstemming met het percentage ongedissocieerde auxine



??? moleculen. Terwijl Bonner's groeicurve vergeleken werd metde dissociatiecurve van indol-3-azijnzuur (pK = 4.75), is hier dedissociatiecurve van auxine (pK = 5.0) gebruikt. Mr. Bonnermaakte mij na het verschijnen van mijn publicatie er op opmerk-zaam, dat de pK van auxine door Kostermans (1935) zeeronnauwkeurig bepaald was en daarom niet noemenswaard ver-schillend van de pK van heteroauxine mocht worden geacht.Went (1939) maakte dezelfde opmerking. Ik ben de waarde5.0 voor de pK van auxine blijven gebruiken, maar stel er prijsop mijn vroegere critiek op het gebruik van de dissociatiekrommevan indol-3-azijnzuur hierbij terug te nemen. Voor het Avena coleoptiel blijkt de invloed van de pH op dengroei dus te kunnen worden weergegeven door een kromme meteen optimum bij pH 4.18. Beneden deze pH werden de cylindertjesspoedig beschadigd. In een buffer van pH 3.42 beginnen ze na1 uur zelfs te

krimpen (fig. 2). Bonner's figuur vertoont geen De groei van Avena coleoptiel-cylinders bij een aantal karakteristiekewaarden van de pH. optimum: met dalende pH neemt de groei van zijn coleoptielensteeds toe. Maar wel beschrijft hij, dat oplossingen zuurder danpH 4.1 toxisch waren na 2 uur. Dus ook bij hem is er een optimum



??? bij pH 4.1, hetgeen merkwaardig goed klopt met mijn waarde 4.18. Albaum c.s. (1937) vonden ook voor Nitella een optimumpH =r 4.1. Wanneer de pH daarbeneden daalde, verloren decellen hun turgor. Blijkbaar wordt in al deze gevallen de semi-permeabiliteit van den protoplast verstoord; hierop wijst ook deuiterst scherpe val van de kromme aan den zuren kant van hetoptimum in fig. 1. Dat inderdaad de cellen de pH van de proef vloeistof aan-nemen, is volgens mij gebleken uit het feit, dat de punten, die dengroei bij verschillende pH weergeven, zoo precies op de dissociatie-curve liggen. Stel, dat het celsap zoo sterk gebufferd was, dat de binnen-dringende H-ionen niets aan de pH konden veranderen. Dan hadik over het heele pH-gebied een groei moeten meten van ca. 12 %in 24 uur, wanneer de pH van het celsap van Avena tusschen 6en 7 ligt, zooals uit vele bepalingen is gebleken (Hurd-

Karrer1939). Stel, dat de binnendringende H-ionen de pH van het celsapslechts een weinig naar den zuren kant konden verschuiven. Danhad ik een versnelling van den groei gevonden, maar dan zou degraphiek hiervoor rechts van de dissociatiekromme gelegen hebben. Het feit, dat de punten op de dissociatiekromme liggen, bewijstmijns inziens, dat na 24 uur de H-ionenconcentratie aan weers-zijden van den semipermeabelen protoplast gelijk is, op veel dwin-gender wijze, dan wanneer ik na afloop van de proef getracht hadde pH van het celsap te bepalen door de cellen fijn te wrijven. Hoe het celsap met den tijd de pH van de proefoplossing aan-neemt, blijkt uit fig. 2 en 3. Na uur en na 1 uur is de groei overhet heele pH-gebied nog vrijwel gelijk. Na 2 uur is echter in denzuursten buffer al beschadiging opgetreden en het verschil in deandere buffers komt steeds duidelijker tot uiting. In fig. 2 wijkende

verschillende curven met toenemenden tijd steeds wijder uitelkaar, in fig. 3 wordt de verhouding tusschen de bereikte eind-lengten steeds meer geprononceerd. Op grond hiervan herhaal ik met klem, dat in mijn proeven depH van den celinhoud wel veranderd werd en ten naastenbij de pHvan de proefoplossing aannam.



??? De twijfel van Hitchcock en Zimmerman is onge-grond. Ten onrechte halen zij de proeven van A 1 b a u m c.s.(1937) aan, die vonden, dat de pH van het celsap van Nitella nietveranderde met de pH van de proef oplossing. Maar de proeven vanA 1 b a u m duurden maar 1 uur, een veel te kort tijdsbestek omeen pH verandering te kunnen verwachten. D. M. Bonner (1938) constateerde, dat de pH van den cel-inhoud van overlangs gespleten erwten-epicotylen door de reactievan de omringende bufferoplossing slechts weinig veranderd werd.Zoo was bv. in een buffer van pH 4.0 de pH van den celinhoudvan 6.25 in 18 uur slechts tot 5.7 gedaald. Hij bepaalde deze pH



??? door de cellen fijn te wrijven en de reactie onmiddellijk te metenmet de glaselectrode. De graphiek voor den groei in afhankelijk-heid van de inwendige pH bleek overeen te komen met de disso-ciatiekromme van indol-S-azijnzuur. Er zijn twee redenen mogelijk,waarom B o n n e r's resultaten van de mijne verschillen. Deerwtenstengels zijn veel grooter dan mijn cylindertjes en een pHevenwicht komt dus moeilijker tot stand. Bovendien werden mijnoplossingen met een fijne luchtstroom geroerd, omdat de plant zelfdirect haar onmiddellijke omgeving minder zuur maakt. Stroomt nietvoortdurend buffer van dezelfde lage pH langs het object, dan kande celinhoud die pH ook moeilijk aannemen. Om het verband tus-schen groeistof en pH bij den wortelgroei te kunnen bespreken,moeten we eerst den invloed van groeistof op den groei van wortelskennen. Aangezien dit een probleem op zichzelf is, zal het

apartworden besproken in hoofdstuk IV.



??? DE TWEETOPPIGE KROMMEN VAN STRUGGERVOOR DEN INVLOED VAN DE pH OP DEN GROEIVAN HELIANTHUS. A. De kromme voor Helianthus wortels. De betrouwbaarheid van de veel geciteerde tweetoppige groei-krommen van Strugger (1932) kon alleen worden gecontro-leerd door zijn proeven te herhalen. Hiertoe werd de groei van1â€”2 cm lange kiemwortels van Helianthus annuus in buffer-oplossingen van verschillende pH met een horizontaal microscoopgemeten. Uit een nauwkeurige beschouwing van Strugger's resul-taten bleek, dat hij niet met gezonde wortels gewerkt kan hebben.Ik kon nl. constateeren, dat normale wortels in leidingwater urenlang met constante snelheid doorgroeien, zooals te verwachtenwas. Daarentegen is de wortelgroei in Strugger's proeven na10 minuten al duidelijk geremd. In fig. 4 is het snelste en het langzaamste tempo, dat ik tijdensmijn proeven waarnam, aangegeven.

Er bestond een belangrijkevariabiliteit tusschen de verschillende waargenomen groeisnel-heden. Nu bleek, dat al Strugger's waarnemingen voor groeibij verschillende pH, vallen binnen het variatiegebied van dennormalen wortelgroei in leidingwater. De groeiversnelling, die hijconstateert, berust op foutieve waarneming, want hij gebruikt eenbeschadigde wortel als controle. Bovendien kon ik zijn resultaten, verkregen met de bufferop-lossing volgens Mie ha el is (Na-acetaat en azijnzuur), nietbevestigen. Bij een verdunning van 1/3000 N bleek de buffercapaciteit nogjuist voldoende te zijn, om een gewenschte pH-waarde te ver-krijgen en deze min of meer in stand te houden. Nadat een worteleen tijdlang met constante snelheid in gedestilleerd water gegroeid



??? Fig. 4. De groei van wortels van Helianthus annuus.â€? â€” â€? de groei in leidingwater uit eigen onderzoek.â€” de groei bij verschillende pH volgens Strugger (1932).



??? Dit water was gedestilleerd over glas, aangezien bekend is, datwater gedestilleerd in een koperen ketel voor planten toxisch is(literatuuroverzicht over deze quaestie bij True 1914, verderCoggeshall 1931). Zelfs in deze sterk verdunde bufferoplossingen werden dewortels beschadigd en wel des te sterker, naarmate de oplossingzuurder was. (fig. 5). Deze beschadiging uitte zich, doordat degroei stopte en de worteltoppen bruin werden in de zuurste op-lossingen. De invloed van de pH op de groeisnelheid van wortels van Helianthus annuus.De pH werd gevarieerd in bufferoplossingen volgens Michaells(Na-acetaat -f azijnzuur) van 1/3000 N.



??? De mogelijkheid bestond, dat de beschadiging in den buffer vanMichaelis niet te wijten was aan de H-ionen, maar aan debekende toxiciteit van het acetaat-ion (Coggeshall 1931,e.a.). Daarom werden de proeven herhaald met den buffer vanM clivai ne (Na^ HPO^ en citroenzuur, eveneens 1/3000 N)en een 0.01 molaire buffer van primaire en secundaire phosphaten. In beide proefreeksen werd dezelfde groeiremming in de zurebufferoplossingen geconstateerd, hoewel minder dan in den buffervan Michaelis. De invloed van de samenstelling van een neutrale phosphaat-bufferoplossingop de groeisnelheid van wortels van Helianthus annuus.



??? Klaarblijkelijk hebben we niet alleen met H-ionen te maken, maarzijn de andere aanwezige ionen, onafhankelijk daarvan, remmendefactoren. Om dit te onderzoeken voor den phosphaatbuffer, deoplossing, waarin de wortels het minst geremd werden, werd deconcentratie van Na- en K-ionen gevarieerd in buffers van tennaaste bij neutrale reactie (fig. 6). Het blijkt, dat de groeiremmingveroorzaakt wordt door het Na-ion, dat waarschijnlijk de intrabili-teit van het protoplasma verhoogt. Hoe dan ook, het door Strugger geconstateerde groei-bevorderende effect van de waterstof-ionen kwam in geen van mijnproeven te voorschijn. Waarschijnlijk is de remming van den groeihem niet opgevallen, omdat zijn groeimetingen slechts een uurduurden. Na een uur haalde hij de wortels uit de oplossing enplaatste ze in vochtige lucht, om den invloed van de pH op degeotropische reactie na te gaan. Hierbij bleek, dat de reactietijdvoor

geotropie toenam met toenemende cH, waaruit hij conclu-deerde, dat de invloed van de cH op den groei en op degeotropie twee totaal verschillende processen moesten zijn. Het ligtechter voor de hand, dat de meest beschadigde wortels den l?¤ng-sten tijd noodig hebben om zich voldoende te herstellen voor hettot stand komen van een geotropische kromming. Het toxischeeffect van den buffer van Michaelis blijkt dus eveneens uitStrugger's proeven van l?¤ngeren duur. De proeven werden niet voortgezet met een buffer van de tweeK-phosphaten, omdat ik intusschen een veel betrouwbaardermethode gevonden had om den groei van wortels te meten, die inhet volgende hoofdstuk beschreven zal worden. S trag ger's conclusie over den invloed van de pH op denwortelgroei is onjuist en kan beter in de toekomst niet meer geciteerdworden. Bij herhaling van zijn proeven met drie verschillendebufferoplossingen kon bevordering

van den wortelgroei door water-stof-ionen niet aangetoond worden. B. De kromme voor Helianthus hypocotylen. Strugger verwijderde eenzijdig de epidermis van ge??soleerdehypocotylen en bracht ze dan in Michaelis buffer bij verschil-lende pH. Doordat de H-ionen aan de verwonde zijde gemakkelij-



??? ker konden binnendringen, begon deze harder te groeien en het ge-volg was een â€žzuurkrommingquot; van de wond weg. Wanneer degrootte van deze zuurkromming, als maat voor den groei, bij ver-schillende pH werd vergeleken, kon dit graphisch worden weer-gegeven door een tweetoppige kromme. Dit scheen dus voorstengels de resultaten met wortels te bevestigen. Bij herhaling van deze proeven kreeg ik zeer inconstante resul-taten, die te wijten waren aan de gebrekkigheid van de methode. In het vorige hoofdstuk zagen we, dat Bonner (1934), naS t r u g g e r's methode technisch verbeterd te hebben, diens twee-toppige kromme niet kon bevestigen voor het Avena coleoptiel. Voor het Helianthus hypocotyl vond Schulte (1937) eeneentoppige kromme, die overeenkomt met de curve voor het Avena 'O-- â€žnbsp;--- â€”Oâ€”__- â€ž t SU 8??a 7nbsp;ynbsp;Â?nbsp;tlnbsp;tgt;nbsp;/nbsp;riH Fig. 7.

De groei van hypocotylen van Helianthus annuus in phosphaat-bufferoplossingvan verschillende pH (naar de gegevens van Schulte 1937), vergelekenmet de dissociatiekromme van auxine.



??? De gegevens uit S c h u 11 e's publicatie zijn uitgezet in fig. 7,voor den invloed van de pH op den groei van Helianthus hypoco-tylen, vergeleken met de dissociatiekromme van auxine. Evenals infig. 3 benadert de groei-kromme de dissociatiekromme steeds meer,naarmate de H-ionen langer inwerken. Wij zien dus, dat de methode, waarmee S t r u g g e r's resulta-ten verkregen werden, aan groote proeffouten onderhevig is, datzijn conclusies door een recent onderzoek met hetzelfde object zijnweerlegd en dat bij zorgvuldiger toepassing van zijn eigen methodegeen bevestiging van zijn resultaten gevonden kon wordenbij Avena. Wij mogen daarom met vrij groote zekerheid concludeeren, datde bovengenoemde foutenbronnen aansprakelijk waren voor het totstand komen van een tweetoppige, in plaats van een eentoppigekromme voor den invloed van de pH op den groei van het Helian-thus hypocotyl.



??? HOOFDSTUK IV.DE INVLOED VAN DE pH OP DEN WORTELGROEI. A. Literatuur over wortelgroei. Als een stengel van zijn groeistofproduceerenden top beroofdwordt, staat de groei tijdelijk vrijwel stil. Wordt de stomp weervan groeistof voorzien, dan begint de groei opnieuw. Een gedecapiteerde wortel daarentegen begint juist harder tegroeien, terwijl deze groei weer geremd wordt door het aanbrengenvan een worteltop of coleoptieltop of een groeistofhoudend agar-plaatje op den wortelstomp (Cholodny 1924â€”1929, e.a.). Moeten we ons dan voorstellen, dat binnen een plant naast elkaartwee totaal verschillende groeiprocessen bestaan, waarbij dezelfdestof de celstrekking bevordert of remt in naburige cellen? In 1936 vonden Fiedler, Amlong en Geiger-Huberen B u r 1 e t vrijwel gelijktijdig het antwoord op deze ongerijmdevraag: het heele probleem is alleen een quaestie van concentratie. Nielsen

(1930) had al gevonden, dat lagere groeistof con-centraties den wortelgroei minder remmen dan hoogere. Faber (1936) en Thimann (1936) dachten, dat groeistofde celstrekking in groeistof-arme wortels bevordert, in groeistof-rijke wortels daarentegen remt. Fiedler (1936) zag, dat de groei van ge??soleerde maiswortelsin steriele voedingsoplossing bevorderd werd door indol-3-azijnzuurin een concentratie van 10-quot; (0.1 y per 1), terwijl 10-Â? den groeial remde. Hetzelfde bleek uit de zeer nauwkeurige proeven van Geiger-Huber en Burlet (1936), eveneens met ge??soleerde mais-wortels in steriele voedingsoplossing. Zij vonden een maximalegroeibevordering bij een heteroauxineconcentratie 10-quot;, terwijl10-quot; al eenigszins remmend werkte. Dat voor hetzelfde object in beide gevallen niet dezelfde con-centratiegrens tusschen remming en bevordering gevonden werd.



??? kan zijn verklaring vinden in de grootere nauwkeurigheid van deproeven van G ei g er-Hu ber en Burlet. Mogelijk was ookhet groeistofgehalte van de maiswortels van verschillende herkomstniet gelijk. Amlong (1936) vond, dat de groei van Vicia Faha wortelsin een indol-3-azijnzuur oplossing van 1.75 X 10-^ÂŽ versneldwerd. Hij gebruikte geen ge??soleerde wortels, maar decapiteerde zedrie uur van tevoren om ze zooveel mogelijk groeistofvrij te maken. Deze proeven met indol-3-azijnzuur werden voor auxine beves-tigd door Weiier (1938). Haar onderzoek ging uit van heteigenaardige gedrag van Lupinus luteus wortels. Als men dezedecapiteert en den top vervangt door een Avena coleoptieltop, dankrommen ze uit den horizontalen stand negatief in plaats vanpositief geotropisch. Het bleek, dat de richting van de geotropische kromming even-eens uitsluitend een quaestie van groeistof concentratie is. Een agarblokje, dat

de hoeveelheid groeistof uit 5 Avena coleop-toppen bevatte, deed den lupine wortel normaal positief geotropischkrommen. De verklaring ligt voor de hand, dat de negatieve krommingenontstaan, doordat lage groeistofconcentraties de celstrekking aanden onderkant van den wortel bevorderen, terwijl hoogere concen-traties den groei aan den onderkant remmen en daardoor positievekrommingen veroorzaken. W e i 1 e r ging tevens na, waarom de wortels van Lupinus luteuszich zoo anders gedragen dan andere wortels, die normaal positiefgeotropisch krommen onder invloed van een Avena coleoptieltop. Waarschijnlijk kan men alle wortels negatief geotropisch latenkrommen, als men den worteltop maar vervangt door een agar-blokje met een relatief zeer lage groeistofconcentratie. Zoo vondzij bv. negatieve krommingen bij gedecapiteerde maiswortels onderinvloed van een agarblokje met 34 Avena coleoptiel eenheid, ter-wijl

de krommingen bij eenheid al positief waren. Hieruit blijkt, dat de wortels van Zea Mays veel gevoeliger voorgroeistof zijn dan de wortels van Lupinus luteus. De eersten wor-den al geremd bij K Avena coleoptiel eenheid, de laatsten pas bij5 eenheden.



??? Hoewel W e i 1 e r zelf dit niet uitdrukkelijk zegt, kunnen we uithaar proeven gemakkelijk concludeeren, dat de uiteenloopende ge-voeligheid voor groeistof van verschillende wortels een gevolg isvan hun uiteenloopend groeistofgehalte. Zoo geldt b.v. voor de gele lupine, dat de wortelgroei geremdwordt door de hoeveelheid groeistof uit: 1 Lupinus luteus worteltop of 5 Avena coleoptieltoppen of 1 ZeaMays coleoptieltop. Terwijl de groei van de witte lupine wortel geremd wordt doorde hoeveelheid groeistof uit: 1 Lupinus albus worteltop of Yi Avena coleoptieltop of 34Mays coleoptieltop. Het is duidelijk, dat het groeistofgehalte van de wortels van gelelupinen grooter moet zijn dan dat van de witte soort. Het zou demoeite waard zijn om dit door extractieproeven na te gaan. We zien dus, dat lage groeisto[concentraties den groei kunnenbevorderen van wortels met een verlaagd auxine-gehalte, wanneerdat

gehalte oorspronkelijk hoog was. Terwijl dezelfde concentratiesonder dezelfde omstandigheden den groei remmen van wortels meteen laag eigen groeistofgehalte. Deze conclusie moet niet verward worden met die van Thi-mann (1936), Faber (1936) en Amlong (1936), dat toe-dienen van groeistof gemakkelijker tot groeibevordering leidt, wan-neer het groeistofgehalte van de wortels vooraf verlaagd is. Ditligt voor de hand, maar mijn conclusie heeft betrekking op een uit-eenloopende gevoeligheid voor groeistof, samenhangend met hetsoort-eigen groeistofgehalte. Hiermee kunnen nu ook een aantal tegenstrijdige gegevens ver-klaarbaar worden. K??gl. Haagenâ€”Smit en Erxleben (1934), Lane(1936) enBonner en Koepfli (1939) onderzochten dengroei van Avena wortels in zeer verdunde groeistofoplossingen enzagen slechts een afnemende remming bij dalende groeistofcon-centratie. Er zijn twee redenen

mogelijk, waarom hier geen bevor-dering van den wortelgroei waargenomen werd. Ten eerste is het groeistofgehalte van Avena wortels lager dandat van Zea Mays- of Vicia Faba wortels (Boysen Jensen



??? (1933). Dit zou dus beteekenen, dat de wortelgroei van Avenageremd kan vi^orden door groeistofconcentraties, waarin die vanZea Mays en Vicia Faba versneld wordt. Ten tweede werden de proeven op Avena wortels gedaan metheele kiemplanten en bevatten de wortels dus veel groeistof. Dezelfde overwegingen gelden voor de resultaten van Mees-ters (1936) met wortels van Agrostemma Cithago, Marmer(1937) met Triticum wortels en Segelitz (1938) met ZeaMays wortels, waarbij eveneens geen groeibevordering gevondenkon worden. Zeer waarschijnlijk zal herhaling van deze proeven met ge??so-leerde wortels van Avena, Triticum en Agrostemma aantoonen,dat ook hier zeer lage groeistofconcentraties den groei bevorderen. Er is dus geen bezwaar om als algemeen geldend te beschou-wen de uitspraak van Geige râ€”H ??ber en Burlet: â€ždieWurzeln wachsen, weil sie den Wuchsstoff in einer wachstums-

f??rdernden Menge enthaltenquot;. Het gedrag van stengels en wortels ten opzichte van groeistofis nu niet langer paradoxaal. En wanneer groeistof een onontbeer-lijke schakel is bij het tot stand komen van de celstrekking in denstengel, dan moet dit bij den wortel evenzeer het geval zijn. Voor de juistheid van deze veronderstelling bezitten wij echtergeen bewijzen. Tot nu toe werd zelfs nooit groeibevordering doorgroeistof waargenomen in intacte wortels. Naundorf (1940) meent aangetoond te hebben, dat intactewortels van Helianthus annuus een groeiversnelling vertoonen inzeer verdunde groeistof oplossingen. Hij vond, dat 2.5 a 3 cm lange kiemwortels na 5 uur in water 1.3mm gegroeid waren, daarentegen 2.7 mm in de optimale concen-tratie van K-indol-acetaat (1.75 X 10-^^). Uit dergelijke kleine ver-schillen leidt hij een optimumkromme af, die mijns inziens niet opwerkelijkheid berust. Het onderzoek naar den invloed

van de pH op den wortelgroeibood een kans om iets naders over deze belangrijke vraag te wetente komen. Immers een lage pH veroorzaakt binnen in den worteleen verhooging van de auxineconcentratie en zou dus den wortel-groei moeten bevorderen in gelijken zin als den stengelgroei.



??? Over den invloed van de pH op den wortelgroei weten wezoo goed als niets. De gegevens van Strugger (1932) zijn ge-bleken op onjuiste gegevens te berusten (hoofdstuk IV). L a n e (1936) vond, dat de groei van Avena wortels een weinigbevorderd werd in lage concentraties HCl. Volgens Meesters (1936) heeft de pH geen invloed op dengroei van Agrostemma wortels. Deze conclusie is ongegrond, wantde wortels groeiden in 0.001 N azijnzuur-oplossingen, waarin depH slechts gevarieerd werd van 4 tot 5.2. In deze ongebufferdeoplossingen kon de pH van het goed gebufferde celsap geen ver-andering van beteekenis ondergaan. Marmer (1937) onderzocht de remmende werking van indol-3-azijnzuur en andere groeistoffen in bufferoplossingen van pH4.6 en 7.5. Zij vond, dat bv. indol-3-azijnzuur den groei van tarwe-wortels ca. 1500 X sterker remt bij zure reactie. Bonner en Koepfli (1939) vonden

hetzelfde voor haver-wortels. Bij pH 3.8 remde indoI-3-azijnzuur ca. 33 X zoo sterk alsbij pH 7.0. Dit beteekent alleen, dat deze auteurs evenals Marmer dereeds remmende concentratie van ongedissocieerde heteroauxine-moleculen in de oplossing verhoogden, en geeft dus geen aanwij-zing over den invloed van de pH op de groeiende wortelcel. Schulte (1937) zag, dat diverse sterk verdunde zuren dengroei van Lupinus albus wortels bevorderden, altijd in den vormvan een eentoppige kromme. Maar het is niet na te gaan, of dezeongebufferde oplossingen de dissociatie van groeistof binnen dewortelcellen be??nvloedden. Daarom heb ik onderzocht, hoe wortels groeien in bufferoplos-singen van verschillende pH, zonder toevoeging van groeistof. B. Methode. De groeimetingen werden gedaan volgens de methode van J. Bon-ner (1933). Deze auteur mat microscopisch den groei van uit-gesneden cylindertjes

van Avena coleoptielen. In een voorloopigemededeehng (1938) heb ik deze techniek, aangepast aan de metingvan niet holle wortels, reeds beschreven. Uit de groeizone van tien kiemwortels van Pisum sativum of



??? Helianthus annuus tegelijk, werden met het coleoptielmicrotoomvan van der Wey (1932) cylindertjes van 1.5 mm lengte ge-sneden. Met behulp van een fijn penseel werden deze cylindertjesgeplakt op een smalle streep vaseline op een voorwerpglaasje.Twee van deze glaasjes, dus 20 wortelcylindertjes, werden in eenpetrischaal gelegd en juist bedekt met de proefoplossing. De groeivan deze cylinders werd microscopisch gemeten. De proeven zijn dus gedaan met ge??soleerde worteldeelen, dievan alle groeistoftoevoer afgesneden waren. Ik ben hier slechts toeovergegaan, toen alle proeven met onbeschadigde wortels faaldenuit hoofde van de groote variabiliteit van het wortelmateriaal (ziehoofdstuk IV). Tijdens de proef groeiden de wortels in het donker bij 23Â° C.en werd de oplossing voortdurend geroerd met een fijne lucht-stroom. Dit is belangrijk, omdat we het sterk gebufferde celsapde pH van de zwak gebufferde

proefoplossing willen laten aan-nemen. Wanneer niet voortdurend nieuwe oplossing langs de wor-tels stroomt, zouden we het omgekeerde resultaat verkrijgen. Enin het vorige hoofdstuk zagen we, dat alleen sterk verdunde op-lossingen gebruikt mochten worden, omdat de zonnebloemwortelszoo snel beschadigd worden. Een buffermengsel van K^HPO^ en HgPO^ werd gebruikt inplaats van den buffer, gebruikt in de proeven met Avena coleoptiel-cylinders (K^HPO^ Na^HPO^, 0.01 M), om het schadelijk ge-bleken Na-ion te vermijden. De Helianthus wortels bleken nog goed te kunnen groeien ineen ^/gg N oplossing. Voor Pisum wortels moest dit totnbsp;^ verdund worden. De pH metingen werden gedaan met een chin-hydron electrode in duplo of triplo en waren, voor deze moeilijkmeetbare, zeer verdunde oplossingen nauwkeurig tot op 0.05 pHeenheden. C. Proeven met Pisum sativum. De erwtenwortels werden gebruikt

als ze 17 ?¤ 20 mm lang waren,omdat ze dan in het begin van hun groote groeiperiode zijn. De ligging van de zone van maximalen groei op dezen leeftijd(ca. 67 uur) moest eerst door proeven uitgemaakt worden. Hier-



??? toe werden verschillende zones op de beschreven wijze uitge-sneden en de groei in gedestilleerd water nagegaan. Wortels hebben over het algemeen een vrij korte groeizone vlakonder den top. Bij Pisum wortels van 17 a 20 mm bleek deze teliggen op 13^â€”5 mm van den top van het wortelmutsje. De zone3â€”41/2 mui van dezen top bleef het langste met regelmatige snel-heid doorgroeien en werd daarom voor de proeven in buffersgebruikt. Steeds werd alleen deze eene zone genomen en niet eenige op-eenvolgende zones, zooals o.a. Schneider (1938) doet. Bijwortels, nog meer dan bij stengels, zijn uit hoofde van de kortegroeizone uitsluitend zones op gelijken afstand van den top onder-ling vergelijkbaar. In tabel 1 zijn de resultaten van 20 proeven samengevat. Elkeproef omvatte steeds verschillende pH-waarden. Tabel 1. De invloed van de pH op den groei van Pisum wortels. pH % groei aantal pH

% groei aantal in 24 uur cylinders in 24 uur cylinders 4.16 28.5 17 5.63 54.6 27 4.34 34.0 16 5.89 41.9 20 4.38 36.5 17 5.99 37.9 57 4.45 49.4 16 6.22 36.1 54 4.53 57.4 33 6.38 41.3 23 4.62 50.3 18 6.44 40.3 26 4.83 55.6 19 6.65 32.9 38 4.92 53.9 27 6.75 32.3 20 5.02 61.4 22 6.81 31.6 16 5.22 55.3 20 6.90 30.9 75 5.32 58.7 46 7.00 31.5 20 5.49 46.6 19



??? Bij vergelijking van de lengtetoename na 24 uur groei in buffer-oplossingen blijkt, dat de cylindertjes bij pH 5 tweemaal zoo hardgroeien als in den neutralen buffer. In fig. 8 is de lengtetoename na 24 uur bij verschillende pH ver-geleken met de dissociatie-curve van auxine. Het is duidelijk dat voor wortels van Pisum sativum hetzelfdegeldt als voor coleoptielen van Avena sativa. De invloed van de pH op den groei van Pisum wortels kan wor- den weergegeven door een eentoppige kromme, die samenvalt metde dissociatie-curve van auxine. Ook voor erwtenwortels is de waterstof-ionenconcentratie dusslechts een secundaire groeifactor; de groeibevordering in denzuren buffer is te danken aan een verhoogde concentratie vanwerkzame groeistof binnen in de wortelcellen.



??? Dat inderdaad de pH binnen in de cellen veranderd is, blijkt uitfig. 9 en 10 op dezelfde wijze als dat voor Avena uitgewerkt werd.(fig. 2 en 3). Als de wortelcylinders zich pas Yi uur in de buffer-oplossing be-vinden, is de invloed van de pH nog maar gering. Naarmateechter de H-ionen in den wortel binnendringen, wordt hun invloedsteeds duidelijker merkbaar. Dit uit zich in het feit, dat de ver-schillende curven steeds verder divergeeren (fig. 9). Kenmerkend Fig. 9. De groei van wortelcylinders van Pisum sativum bij een aantal karakteristiekewaarden van de pH.



??? is ook, dat er in het begin geen verschil blijkt te bestaan tusschenden groei bij pH 6 en pH 7 (fig. 10). Dit is n.l. het gebied van deeigen pH van het celsap. (Hurdâ€”Karrer 1939). Pas nauur begint het kleine pH-verschil met het milieu zijn invloed tedoen gelden, om daarna steeds sterker te worden. Opvallend is verder, dat de top van de curve eerst bij pH 4.62



??? ligt, om later naar 5.02 te verschuiven. Bij langere inwerking wordtdeze hooge H-ionenconcentratie dus schadelijk. Als we fig. 1 en fig. 8 vergelijken valt op, dat de Pisum wortelsgevoeliger voor zuur zijn dan de Avena coleoptielen. Waar voor het coleoptiel pH 4 ongeveer de grens van het be-schadigende gebied was, ligt voor den wortel die grens al bij pH 5. Dat wil dus zeggen, dat de coleoptielcellen een 10 X grootereconcentratie H-ionen kunnen verdragen dan de wortelcellen. Ook hier is, gezien het steile verloop van den dalenden tak vande curve, nauwelijks aan te nemen, dat we met een groeiremmingdoor te hooge auxine-concentratie te maken hebben. Wel is de mogelijkheid hiervan niet absoluut uitgesloten, vooralomdat het verloop van de remmingslijn veel minder steil is danvoor het Avena coleoptiel. Om dit te kunnen uitmaken zullenproeven met verschillende concentraties groeistof

genomen moetenworden met dezelfde methode, om dan den vorm van de beidecurven te vergelijken. Naar ik hoop, zullen binnenkort hierover ge-gevens gepubliceerd kunnen worden. D. Proeven met Helianthus annuus. De ligging van de groeizone bij zonnebloemwortels van 14â€”18mm (Â? 60 uur oud) werd nagegaan op dezelfde wijze als voor deerwtenwortels. Het bleek, dat uitsluitend de zone van 1â€”33/^ mmvan den top l?¤ngeren tijd met regelmatige snelheid door bleefgroeien. De groeizone is hier z???? kort, dat zelfs de zone 21/^â€”4mm van den top na 6 uur in gedestilleerd water ophoudt te groeien.Daarentegen groeide de zone 1â€”23/^ mm van den top na 48 uurnog met regelmatige snelheid door. Voor de proeven werd de zone 13^â€”3 mm van den top ge-bruikt. Eigenaardig was, dat de cylindertjes, die zich in oplossingenmet een gunstige pH bevonden (5.31â€”6.55), verschillende

malenwortelharen vormden. In tabel 2 wordt de groei na 24 uur in verschillende bufferoplos-singen vergeleken (resultaten van 11 proeven). Na de ontkenning van de juistheid van S t r u g g e r's twee-toppige pH-kromme voor Helianthus wortels, blijkt deze krommenu inderdaad eentoppig te zijn. (fig. 11).



??? Tabel 2. De invloed van de pH op den groei van Helianthus wortels. pH % groeiin 24 uur aantalcylinders pH % groeiin 24 uur aantalcylinders 3.37 9.5 19 5.84 63.2 45 3.95 22.6 16 6.09 54.2 19 4.53 58.6 8 6.24 61.8 28 4.86 57.0 10 6.55 58.5 32 4.96 57.8 19 6.90 36.2 8 5.06 60.2 14 6.96 38.1 29 5.19 57.5 20 7.07 49.3 10 5.31 61.3 44 7.19 39.7 18 5.47 72.9 28



??? De overeenkomst met de dissociatiekromme van auxine is bij denwortel van Helianthus minder duidelijk dan bij den Pisum wortelen het Avena coleoptiel. Tusschen pH 4.5 en 6.5 ligt een gebied,waar de groei vrij constant blijft. Fig. 12. De groei van wortelcylinders van Helianthus annuus bij een aantalkarakteristieke waarden van de pH.



??? Echter mogen we, steunend op de resultaten bij Avena en Pisum,concludeeren, dat ook bij Helianthus wortels de invloed van de pHuitsluitend bestaat in het vrijmaken van auxine uit zijn gedissocieer-den vorm. Meer dan bij Pisum bestaat hier de mogelijkheid, dat de dalendetak van de curve een groeivertraging door te hooge auxine-concen-tratie weergeeft. Alleen proeven met verschillende groeistofconcen-traties kunnen uitmaken, of daaruit een curve met een vlakke topte voorschijn komt, die overeenkomst vertoont met de gevondencurve voor Helianthus wortels. Uit de steeds verder uiteenwijkende krommen van fig. 12 blijktweer, hoe het celsap geleidelijk de pH van de proefoplossing aan-neemt. Hier komt tevens heel duidelijk uit, hoe in de extreem zure op-lossingen, na een kortstondige sterke groeibevordering, de bescha-digende werking van de waterstof-ionen intreedt. Samenvattend kunnen we uit dit hoofdstuk dus

concludeeren,dat de theorie, dat de waterstof-ionenconcentratie een primairegroeifactor zou zijn, ook voor wortels onjuist is. Bij ge??soleerde, sterk groeiende wortelcylinders, die dus huneigen groeistof geleidelijk opgebruiken, bleek de groei bevorderdte worden door verhooging van de werkzame auxine-concentratiebinnen in de cel door middel van H-ionen. Hieruit mogen we concludeeren, dat de groeibevordering doorzuren van onbeschadigde Lupinus wortels (Schulte 1937) enAvena wortels (Lane 1936) eveneens te danken was aan vrij-making van de groeistof in de wortelcellen, hoewel deze schrijversgeen buffer-oplossingen gebruikten. Wanneer de gegevens vanSchulte graphisch uitgezet worden, ontstaat een eentoppigekromme, die overeenkomt met de bovenbeschreven curven voorPisum- en Helianthus wortels. Hiermee is dus aangetoond, dat ook bij onbeschadigde wortelseen verhooging van de

groeistofconcentratie binnen een bepaaldgebied den groei bevordert.



??? HOOFDSTUK V. BESTAAT ER EEN GROEIPROCES ZONDERGROEISTOF ? A. De groei van ge??soleerde cylinders van Avena coleoptielen. In de inleiding werd besproken, dat de groei na verwijdering vande groeistofbron niet geheel stilstaat. Bij de nauwkeurige microscopische metingen aan cylindertjes uitde groeizone van Avena coleoptielen, uitgesneden met de techniekbeschreven in 1938 en in het vorige hoofdstuk voor de wortels, konik vaststellen, dat deze cylindertjes in gedestilleerd water na 3 tot4 dagen nog in een zeer langzaam tempo doorgroeien. Aangezien algemeen wordt aangenomen, dat een plant binneneen paar uur de in haar cellen aanwezige groeistof opgebruikt,wanneer de groeistoftoevoer onderbroken wordt, rees vanzelf devraag naar den aard van dit lang aanhoudende, uiterst vertraagdegroeiproces. Hebben we hier dan misschien inderdaad te maken met een

groeizonder groeistof? Het antwoord op deze vraag kan alleen gevondenworden door het verdwijnen van de groeistof tijdens den groei teonderzoeken. De proeven werden gedaan met Avena coleoptielen, omdat degroei van dit object het minst variabel is. Na de conclusies uit hetvorige hoofdstuk gelden de resultaten echter even goed voor wor-tels als voor de coleoptielen. In de eerste plaats dienen we het tijdelijk verloop van het groei-proces te kennen. Dit is graphisch weergegeven in fig. 13 voorcylindertjes met een verschillend groeistofgehalte, groeiend in ge-destilleerd water. Tweemaal decapiteeren van de coleoptielen, met een tusschen-poos van 110 minuten, heeft het auxinegehalte van de nogmaals110 minuten later uit de groeizone gesneden cyhndertjes slechtsweinig verlaagd (curven 2 en 3). De al of niet aanwezigheid vanhet primaire blad in de cyhnders heeft bijna geen invloed.



??? 15 10 ---------- â€”â€”^IHZâ€”â€” - ______OÂ? --O.f ----- if^^------- 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 12 4 6 S 10 12 n 16 18 20 22 24 h Time Fig. 13. De invloed van het auxinegehalte op den groei van Avena coleoptielcylinders. 1.nbsp;Cylinders uit 3 dagen oude coleoptielen; controle. 2.nbsp;Idem; 2 X gedecapiteerd, met primair blad. 3.nbsp;Idem; 2 X gedecapiteerd, zonder primair blad. 4.nbsp;Idem; 18 uur van te voren van het zaad ontdaan, 2 X gedecapiteerd. 5.nbsp;Cylinders uit 4 dagen oude coleoptielen; 18 uur van te voren van hetzaad ontdaan, niet gedecapiteerd. 6.nbsp;Idem; 18 uur van te voren van het zaad ontdaan, 2 X gedecapiteerd. Wanneer Avena kiemplanten 18 uur van te voren van het zaadzijn ontdaan volgens de techniek beschreven door S k o o g (1937),wordt verondersteld, dat zij bijna geheel groeistof-vrij zijn. Hierblijkt echter, dat zelfs cylinders uit zaadlooze coleoptielen noggroeien (curven 4, 5 en 6),

hoewel veel minder dan de controle. Aangezien er slechts een relatief verschil in groeisnelheid bestaattusschen de cylinders uit zaadlooze en normale coleoptielen, zijnaltijd onbehandelde coleoptielen voor de proeven gebruikt. Den laatsten tijd zijn van verschillende kanten publicaties overgroeiremmende stoffen verschenen. De mogelijkheid bestond, datde sterke daling van de groeisnelheid na 3 uur, te wijten was aande ophooping van gevormde remmende stoffen in het water. Omdit na te gaan werd een proef gedaan, waarbij het water na 2 uurververscht werd. Dit bleek geen invloed op de groeisnelheid tehebben. I' 0



??? Een tweede mogelijkheid was, dat na 3 uur de groeistof in decylindertjes opgebruikt was en dat de daaropvolgende restgroeizonder auxine plaats vond. Het groeistofverbruik tijdens het groeiproces werd daarom na-gegaan. B. Onderzoek naar het verdwijnen van groeistof met deâ€ždeseeded Avena testquot; van Skoog. Zooals te verwachten was, kon uit de ge??soleerde cylindertjesdoor diffusie in agar geen groeistof verkregen worden. Daarom werden zij met aether ge??xtraheerd volgens de methodevan Oppenoorth (1939). 250 cylindertjes uit 3 dagen oude planten van 17 mm werdenge??xtraheerd in ijs-gekoelde peroxyd-vrije aether. De zone 6â€”73/^mm van den top werd gebruikt, omdat hier op dezen leeftijd vol-gens Avery en Burkholder (1936) de groeizone ligt. Na minstens 5 uur werd de ge??xtraheerde groeistof, door af-dampen van de aether boven een waterbad, overgevoerd in

eenagarplaatje, dat in een gesloten buisje in een stikstof-atmosfeer eennacht in de ijskast bleef staan. Den volgenden dag werd het groeistofgehalte van de agar-plaatjes op de gebruikelijke wijze bepaald in de Avena-test. Alsvoorzorgsmaatregel werden alle extractie-manipulaties uitgevoerdin een donkere kamer bij oranje licht. In de eerste plaats werd het groeistofgehalte onderzocht van 5opeenvolgende zones van 13^2 m^t de standaard Afena-test(zie Went en Thimann 1937). Deze test bleek echter nietgevoelig genoeg te zijn. De hoeveelheid groeistof uit 250 cylinder-tjes van de zone 6â€”73^^ mm van den top, gaf in deze test krom-mingen van O tot 2Â°. Daarom werd overgegaan tot de gevoeliger test-methode opzaadlooze Avena coleoptielen volgens Skoog (1937). Inderdaadgaf nu dezelfde zone een kromming van 3 tot 8Â°. Om de resultaten van verschillende proefdagen onderling tekunnen

vergelijken, werd het groeistofgehalte uitgedrukt in aequi-valente concentraties van indol-3-azijnzuur, zooals dit is voorge-steld door van Overbeek (1938). Weliswaar is gebleken, dat



??? deze auteur zich vergiste, toen hij meende, dat men resultaten metverschillende test-methoden, uitgedrukt in aequivalenten hetero-auxine, onderling zou kunnen vergelijken, omdat de gevoeligheidvan verschillende test-objecten voor heteroauxine niet gelijk is(Thimann en Schneider 1939 a). Maar voor een serieresultaten met een bepaalde test is het uitdrukken in heteroauxineaequivalenten geoorloofd en biedt het voordeel, dat men resultatenvan verschillende proefdagen kan vergelijken zonder rekening temoeten houden met de wisselende gevoeligheid van de test-planten. Van Overbeek heeft de volgende formule bepaald voor hetberekenen van de groeistofconcentratie in de ge??xtraheerde planten-deelen: CXIloXVanbsp;J , ^ .. -- gammas indol-3-azijnzuur aequivalenten per liter plantenvocht. C is de door het extract veroorzaakte krommingshoek van deAvena testplanten. Iio is de concentratie indol-3-azijnzuur, die de

kromming metvermeerdert (in y/1)- Va is het volume van het agarplaatje, waarin het extract opge-nomen wordt (in cmÂŽ). W is het vochtgehalte (in grammen) van het ge??xtraheerdeplantenmateriaal. Tabel 3. Vochtgehalte van Avena coleoptielcylinders. Zone(afstandvan den top) per cylinder Vochtgehalte% van verschgewicht verschgewicht droog-gewicht vocht 0 â€”11^ mm13^â€”3 mm3 â€”43/243/^â€”6 mm6 mm 440 11.9 Y918 19.61186 16.81374 18.81513 14.0 47 1.7 Y88 1.6110 2.8122 2.8136 2.8 393 10.7 Y830 18.81076 14.41252 17.21377 12.8 89.4 % 90.4 90.7 91.1 91.0



??? Om W te berekenen werden telkens 5 opeenvolgende zones uit100 coleoptielen van 17 mm gesneden. De gemiddelde waarden uit 800 coleoptielen met de middelbare fout /o- = ^^^_\ Vnbsp;n(n-l)/ zijn samengesteld in tabel 3. De waarde van I^o werd berekend uit de krommingshoeken, ver-oorzaakt door de dagelijks mee geteste standaardoplossingen vanindol-3-azijnzuur, In achtereenvolgende proeven werden de cylinders uit de groei-zone ge??xtraheerd direct na het snijden (controle) en na 24, 3, 2, 1en Yi uur groei in gedestilleerd water. Als vergelijking werdentevens de zones Oâ€”(toppen) en 43^2^6 mm van den top, ge-??xtraheerd. In de voorafgaande proeven met de standaard Avena-test was gebleken, dat het groeistofgehalte van de zones 41/^â€”6 en6â€”73/2 van den top ongeveer gelijk was. De resultaten zijn samengevat in tabel 4, uitgedrukt in y hetero-auxine aequivalenten per

liter plantenvocht. De conclusie uit deze proeven is, dat zelfs na een Yi groei ingedestilleerd water geen groeistof in de cylindertjes meer aan tetoonen is. Aangezien uit fig. 13 blijkt, dat ze op dit tijdstip nog hardgroeien, is het waarschijnlijk, dat zelfs de zaadlooze Avena-test,tot voor kort de gevoeligste groeistof-test, niet gevoelig genoeg isom zulke minimale hoeveelheden auxine aan te toonen. We moestendaarom zoeken naar een gevoeliger test-methode. C. Proeven met Lupinus luteus als groeistof test-object. Waarschijnlijk hebben reeds verschillende onderzoekers de moge-lijkheid overwogen om wortels als groeistof test-object te ge-bruiken, sinds de ontdekking, dat wortels zooveel gevoeliger voorgroeistof zijn dan stengels. Publicaties hierover zijn echter alleen verschenen van de hand vanSegelitz (1938) en Naundorf (1940). Segelitz kweektewortels van Zea Mays steriel in agar en spoot met

een lange injec-tienaald groeistofoplossingen vlak naast den wortel in. De groei-vertraging, die hier het gevolg van was, was dan een maat voor de



??? Zone, afstand van den top, mm Behandeling Gevoeligheid Aantal Datum van zone van coleoptielen O^IM 4M-6 6^7H 6-7gt;^ . ^ test-planten ge??xtraheerd 21-3-'39 21.4 Y/I ___ 4.3 v/1 controle normaal 200 24-3-'39 26.8 â€” 4.3 â€ž gevoelig 280 25-3-'39 18.6 â€” 5.3 â€ž ongevoelig 280 / 14-4-'39 14.0 1.8 ^ 24 uur in ongevoelig 250 ) ) gedest. water (15-4-'39 â€” â€” 0 ongevoelig i 18-4-'39 â€” 3.8 â€” idem normaal 240 ) } 19-4-'39 ,â€”â–  --- 0 normaal .. \ (21-4-'39 38.8 6.8 .â€” 3 uur in normaal 250 ) gedest. water \ ( 22A-39 â€” â€” 0 normaal â€ž ) 25-4-'39 25.6 4.9 1.5 idem normaal 250 29.4-'39 14.0 3.1 0 idem normaal 250 28-4-'39 28.0 2.8 0 2 uur in normaal 250 gedest. water 6-5-'39 15.6 4.3 0 idem normaal 250 9-5-'39 40.0 5.8 0 1 uur in normaal 250 gedest. water 12-5-39 14.5 2.5 0 idem normaal 250 13-5-'39 33.8 3.6 0 Yi uur in zeer gevoelig 250 gedest. water 16-5-'39 44.0 5.3 0 idem ongevoelig 250

onderzochte auxineconcentratie. Deze test was echter nog verrevan quantitatief. Naundorf gebruikte ge??soleerde gedecapiteerde wortels vaaLens sativa als test-object. Of deze methode inderdaad gevoeligeris dan de bekende groeistof bepalingsmethoden, kan niet worden



??? gecontroleerd, omdat deze auteur geen vergelijkingswaarden voorzuivere auxine of indol-3-azijnzuur aangeeft. De proeven van Weiier (1938) waren voor mij aanleiding omte probeeren, of gedecapiteerde wortels van Lupinus luteus ge-schikt waren om zeer kleine hoeveelheden groeistof mee aan tetoonen. In het vorige hoofdstuk werd besproken, dat deze wortels nega-tief geotropisch reageeren op uiterst geringe auxineconcentraties,terwijl de reactie op hoogere concentraties positief geotropischwordt. De proeven werden genomen met intacte wortels van 2 cm,waarop na decapitatie een agarblokje met heteroauxine aangebrachtwerd. Hierna werd gedurende 24 uur de kromming uit den horizon-talen stand nagegaan. De wortels groeiden in een donkere kamer bij 23Â° C. en 100 %vochtigheid. De reactie op indol-3-azijnzuur werd nagegaan in concentratiesvan 10-w tot 10-^^ De resultaten uit

deze proeven waren geheel negatief, zooalsblijkt uit tabel 5. Tabel 5. De geotropische reactie van Lupinus luteus wortels, waarvan de top was vervangen door agarblokjes met indol-3-azijnzuur. concentratieindol-3-azijnzuur 10-quot; 10-quot; 10-^ 10-quot; 10-quot; 10-quot; positief..... 13 % 21 % 18 % 15 % 25 % 10 % negatief..... 13 % 5 % 8 % 9 % 16 % 14 % niet gekromd . . . 70 % 74% 74 % 76 % 59 % 76 % Totaal aantal wortels 24 43 39 87 56 108



??? De mogelijkheid bestond nu nog, dat de Lupinus luteus wortelsvoor auxine gevoeliger zouden zijn dan voor heteroauxine. Daaromwerden toch nog 4 proeven genomen met extracten van de zones0â€”13^, 43^2^6 en 6â€”73/2 van den top uit 250 Avena coleop-tielen elk. In drie van de vier proeven werd de zone 6â€”73^2 P^sge??xtraheerd na 3 uur groei in gedestilleerd water. De resultatenmet deze extracten waren even weinig zeggend als die met indol-3-azijnzuur. Het meest overtuigende bewijs van de onbruikbaarheid van dezemethode zijn de resultaten met blanco agarblokjes zonder groeistof.Hiermee bleven 91 wortels recht doorgroeien (soms wel 12 mm in24 uur in horizontalen stand), 4 wortels kromden positief en 1negatief geotropisch. Het blijkt dus, dat de geotropische reactie na decapitatie ook af-hankelijk is van de in de wortels achterblijvende, zeer variabele hoe-veelheid groeistof. Deze resultaten zijn dan

ook uitsluitend vermeldals waarschuwing tegen snelle conclusies uit gering proeven-mate-riaal, wanneer het wortels betreft. Van de definitieve onbruikbaarheid van deze methode was ik pasovertuigd door het onderzoek van een groot statistisch materiaal(ruim 600 wortels), terwijl het aanvankelijk leek, of er een duidelijkverband was tusschen de heteroauxine-concentratie en de richtingvan de geotropische reactie. Hoewel ik W e i 1 e r's mooie resultaten niet in het minst intwijfel trek, lijkt het met het oog op het bovenstaande toch wensche-lijk om haar proeven te herhalen. D. Onderzoek naar het verdwijnen van groeistof met deâ€žquartered coleoptile testquot; van Thimann en Schneider. Na het afsluiten van de proeven voor deze dissertatie verscheeneen publicatie van Thimann en Schneider (1939 b), waarinzij een gevoelige groeistof-test beschreven met overlangs in vierengespleten coleoptielen van Avena.



??? Daarom moest nog worden nagegaan, of deze techniek inderdaadgevoehger is dan de â€ždeseeded coleoptile testquot; van Skoog en oflangs dezen weg dan misschien het tijdstip vastgesteld kon worden,waarop alle groeistof uit de Avena cylindertjes verdwenen was. De test berust op het volgende principe: wanneer groeiendestengels of andere plantenorganen overlangs gespleten worden,buigen de slippen naar buiten om tengevolge van de weefselspan-ning. In water wordt deze â€” negatieve â€” kromming naar buitenversterkt. Het ontstaan van de weefselspanningskrommingen hebben Thi-mann en Schneider (1938) verklaard uit een verschillendegevoeligheid voor groeistof van de binnenste en buitenste weefsel-lagen. Went zag, dat de slippen van overlangs gespleten erwten-epi-cotylen zich in groeistofoplossingen naar binnen krommen, dustegen de weefselspanningskromming in. Door

de binnendringendegroeistof groeien de buitenste lagen harder dan de binnenste. Degrootte van de positieve kromming is een maat voor de concentratievan de onderzochte groeistof oplossing. Dit is de z.g. Pisum testvan Went (1934). Onder vele andere planten vertoont het Avena coleoptielhetzelfde verschijnsel. De verbetering, die Thimann enSchneider aanbrachten, bestond hierin, dat zij het coleoptielin vieren in plaats van in twee??n spleten. Terwijl bij de gehal-veerde coleoptielen pas bij een concentratie 10-ÂŽ heteroauxine eenvermindering van de negatieve kromming optrad, die bij hoogereconcentraties geleidelijk overging in een positieve kromming, wasdit bij de in vieren gespleten coleoptielen al bij 10-'quot; het geval.Zeer waarschijnlijk berust deze verhoogde gevoeligheid uitsluitendop een vermindering van den mechanischen weerstand van deslippen. Met kleine wijzigingen van de

techniek van Thimann enSchneider ging ik als volgt te werk. Avena coleoptielen van 22â€”26 mm werden afgesneden op degrens van het mesocotyl en gebracht in het verdeelings-apparaatje,dat afgebeeld is in fig. 14.



??? Dit bestaat uit een, volgens de diagonaalvlakken in vieren ver-deelden, koperen kubus (afb. I), waarvan ?Š?Šn driekantig prisma (a)beweegbaar is, wanneer de schroef b niet aangedraaid is. De lijn, waar de vier prisma's elkaar ontmoeten, is nauwkeuriguitgevijld, zoodat een coleoptiel van de gewenschte lengte erprecies in past. In doorsnede is dit verduidelijkt in afb. II. De topvan het coleoptiel verdwijnt onder den verdeelden kubus in eenconische holte, die aangebracht is in een schroefje d. Het coleoptiel wordt in het apparaatje gebracht, terwijl hetprisma a uitgeschoven is, daarna wordt a aangeschoven en deschroef b vastgedraaid. Door den druk van a en door het feit, datde top in de conische holte rust, wordt het coleoptiel nu onbe-wegelijk vastgehouden, zonder dat het in het minst beschadigdwordt. De druk van het beweegbare prisma kan nl. geregeldworden door de instelschroef c. De groeven tusschen de

vierprisma's zijn zoo gemaakt, dat het aangepunte lemmet van eenscheermesje er net doorheen kan glijden. Hiermee wordt nu het coleoptiel overlangs in vier precies evenbreede shppen verdeeld over een lengte van 1.5 cm. De top, diein de conische holte rust, blijft intact, evenals de basis van het



??? coleoptiel, die boven den kubus uitsteekt. Na losdraaien van deschroef b kan het coleoptiel nu voorzichtig verwijderd worden. Devier slippen wijken pas uiteen, wanneer de top met een scheer-mesje afgesneden wordt (afb. III). Doordat de conische uithollingaangebracht is in de schroef d, kan met deze schroef de lengtevan den te decapiteeren top geregeld worden. Het beschreven apparaatje heeft de technicus van dit labora-torium, de heer P. A. d e B o u t e r, na onderling overleg voor mijvervaardigd. Het biedt verschillende voordeelen boven het apparaatje, be-schreven door Thimann en Schneider, waarin het coleop-tiel na de eerste overlangsche snede met de hand 90Â° gedraaidmoet worden voor de tweede snede. Wanneer de vier slippen niet precies even breed zijn, is de me-chanische weerstand van een smalle slip veel kleiner dan van eenbreede. Het gevolg is, dat de smalle slip veel

sterker kromt. Ik begon te werken met het Amerikaansche apparaatje en onder-vond dezelfde moeilijkheden als de ontwerpers daarvan, die ikhierbij citeer: â€žMost of the sources of error lie in the slitting pro-cess. Variation in length of the slit and in width of the quarters ishard to avoidquot;. Na eenige oefening worden bij het gebruik van mijn apparaatjedeze beide fouten geheel vermeden. Nog een ander voordeel wordt verduidelijkt in afb. IV, die deelliptische doorsnede van het holle coleoptiel met de ligging vande beide vaatbundels toont. De meest rationeele wijze om hetcoleoptiel in vier gelijke deelen te splijten, is volgens de diagonalenin de teekening. Met het apparaatje van Thimann en Schneider is hetnu practisch onmogelijk om bij het snijden te zorgen, dat de vaat-bundels zich precies midden in de slippen bevinden, terwijl dittoch zeer belangrijk is voor het tot stand komen van even

grootekrommingen. Met mijn methode worden de sneden onveranderlijkop de juiste plaats aangebracht. Na het decapiteeren van een top van 3 mm brak ik de slippenmet vaatbundel bij de basis met een pincet af, in tegenstelling metThimann en Schneider. Dit had de volgende reden: de



??? kromming van de slippen met vaatbundel is constant 100 tot150Â° meer negatief dan die van de slippen zonder vaatbundel.Thimann en Schneider beschreven hetzelfde verschijnsel,doch zij vonden het geoorloofd om de resultaten niettemin te mid-delen, omdat het verschil steeds een constante waarde bleef be-houden. Het bezwaar hiervan is, dat de middelbare fout grootwordt. Het verwijderen van twee slippen heeft bovendien dit voordeel,dat de beide overblijvende slippen ongehinderd kunnen krommenin een vloeistoflaagje van slechts 2 mm dik, zoodat men met veelkleinere hoeveelheden test-vloeistof volstaan kan. Laat men vierslippen intact, dan heeft men meer vloeistof noodig en de krom-mende coleoptielslippen hinderen elkaar voortdurend. Deze me-chanische hindering bleek in belangrijke mate bij te dragen totde variabiliteit van de resultaten. In de eerste plaats werd nu de kromming in oplossingen

vanindol-3-azijnzuur in gedestilleerd water in concentraties van 10-'tot 10-quot; nagegaan. De proeven werden eerst gedaan in petrischalenin 30 cmÂŽ oplossing, daarna in plasmolyseschaaltjes in 2 cmÂŽ en1 cmÂŽ oplossing, aangezien men voor het onderzoek van extractenzoo weinig mogelijk oplosmiddel moet gebruiken. Tijdens de proefstonden de schaaltjes in het donker bij 23Â° C. De krommingenwerden herhaaldelijk gemeten met een gradenboog van 360Â° en na24 uur werden schaduwbeelden gemaakt. Tabel 6 geeft de resultaten weer van een proef, die kenmerkend isvoor verscheidene analoge proeven. Hieruit blijkt, dat de coleop-tielen niet reageeren op heteroauxine-concentraties lager dan 10-ÂŽ.Dit is slechts schijnbaar in tegenspraak met de conclusie van Thi-mann en Schneider, dat er nog een duidelijk verschil met decontrole blijkt in een concentratie 10-quot;. In werkelijkheid liggen in hun figuur 4 de

waarden voor 10-quot; en10-quot; binnen de fouten grens van de controle. Ook in hun proevengaf pas 10-Â? een duidelijk verschil. Dit leek niet erg hoopvol voor het onderzoek van de extractenvan cylindertjes. Met de test van S k o o g was immers gebleken,dat de groeistofconcentratie in cylindertjes uit de groeizone na



??? Vergelijking van krommingen in oplossingen van indol-3-azijnzuur ingedestilleerd water. Gemiddelde waarden van telkens 4 coleoptielen(8 krommingen in 30 cmÂ? oplossing na 24 uur. 13-4-'40. concentratieindol-3-a2ijnzuur 0 10-11 10-w 10-Â? 10-8 10-' graden kromming â€” 43 Â?9 â€” 50 Â?9 â€” 73 Â? 12 â€”14 Â? 14 -1- 126 Â? 15 370 Â? 27 Y2 uur groeien in water minder dan 1 y/\ heteroauxine aequiva-lenten was. Dit zou beteekenen, dat een extract van 250 cylindertjes uit dezone 6â€”73/^ mm van den top, opgelost in 1 cm^ water, een con-centratie kleiner dan 250 x 0.001377 ^ p^^.nbsp;^ q 35 ^/j heterauxine aequivalenten zou hebben.Toch heb ik extracten getest, met verrassend resultaat.250 cylindertjes werden gedurende 7 uur in aether ge??xtraheerd,waarna de groeistof door afdampen van den aether overgevoerdwerd in 1 of 2 cmÂŽ gedestilleerd water. Den volgenden dag werden2

tot 4 coleoptielen (4 tot 8 krommingen) onderzocht in deze ex-tracten in plasmolyse-schaaltjes. Naast de extracten werd in elkeproef een serie heteroauxine-oplossingen van 10-ÂŽ tot 10-quot; getest.De onderstaande tabellen bevatten de proefresultaten, terwijl dekrommingen van tabel 7 zijn weergegeven in fig. 15. De eenige manier om vergelijkbare cylinder-extracten op ver-schillende tijdstippen van het groeiproces te verkrijgen, bestonduit het gebruiken van opeenvolgende zones van dezelfde coleop-tielen. Dit was waarschijnlijk ook wel geoorloofd, omdat met destandaard Avena test nagegaan was, dat het groeistofgehalte vanverschillende Ij^ mm lange zones onder den top ongeveer gelijkwas (tabel 10). In de eerste proef werd voorzichtigheidshalve de ge??xtraheerdegroeistof opgelost in 1 cmÂŽ water (tabel 7).



??? Vergelijking van extracten uit 250 toppen en cylinders (opgelost in 1 cm^gedestilleerd water) met heteroauxine oplossingen (1 cm^).Gemiddelde waarden van telkens 2 coleoptielen (4 krommingen) na 24 uur. 27-4-'40. Groeistof- Extract uitzone: Verdunningvan extract Tijdsduurgroei inwater Krommingin graden concentratie in cylinders inY heteroauxineaequivalenten per1. plantenvocht 0 â€”13/2 mm 1 2 0 uur 42 7 1405 Y/1 1 20 0 â€” 11 3 0 1 200 0 â€” 15 2 0 1 2000 0 â€” 19 3 0 3 â€”43/2 mm 1 1 0 102 30 1155 43^^â€”6 mm 1 1 0 20 4 93* 6 â€”73^2 mm 1 1 M 105 42 958 concentratie indol-3-azijnzuur 0 â€” 12 3 10-quot; â€” 12 3 10-10 â€” 16 3 10- .9 â€” 7 4 10-Â? 10 5 10-^ 60 6 10-Â? 240 22 *) extract waarschijnlijk gedeeltelijk ge??nactiveerd.



??? Vergelijking van extracten uit 250 toppen en cylinders (opgelost in 2 cmÂ?gedestilleerd water) met heteroauxine oplossingen (2 cmÂŽ).Gemiddelde waarden van telkens 2 coleoptielen (4 krommingen) na 24 uur. 4-5.'40. Extract uit zone: Tijdsduurgroei in water Krommingin graden 1 Groeistof-concentratie in cylinders inV heteroauxineaequivalenten per1. plantenvocht 0 â€”mm 0 uur 127 25 1384 Y/1 IJ^-â€”3 mm 0 200 12 1002 3 â€”43^ mm M 45 5 219 43^â€”6 mm iH [â€”112 13] [ 0]* 6 â€”1Y2 n^in 3 17 14 142 concentratie indol-3-azijnzuur 0 â€” 64 2 10-quot; â€” 57 9 10-w â€” 65 10 10-Â? â€” 37 7 10-Â? 3 14 10-' 196 12 10-Â? 511 45 10-quot; 936 59 *) extract waarschijnlijk ge??nactiveerd.



??? Vergelijking van extracten uit 250 toppen en cylinders (opgelost in 2 cm'gedestilleerd water) met heteroauxine oplossingen (2 cmÂŽ).Gemiddelde waarden van telkens 2 coleoptielen (4 krommingen) na 24 uur. ll-5-'40. Extract uit zone: Tijdsduurgroei in water Krommingin graden Groeistof-concentratie in cylinders in7 heteroauxineaequivalenten per1. plantenvocht 0- â€”13/^ mm 0 uur 310 25 3664 Y/1 mm 0 447 58 5060 3 â€”43^ mm IH 130 32 580 43/2'â€”6 3 73 12 319 6 â€”lYi mm 24 47 9 261 concentratie indol-S-azijnzuur 0 â€” 42 13 10 1-11 â€” 50 15 10-10 â€” 40 4 10-Â? â€” 40 6 10-Â? 184 15 10-' 281 22 10-quot; 634 33 10-ÂŽ 931 53



??? Toen het extract voldoende auxine bleek te bevatten, werd 2 cmÂŽwater gebruikt, aangezien hierin de krommingen zoowel als de ver-schillen tusschen de krommingen grooter zijn (tabel 8 en 9).Dit op zichzelf merkwaardige feit is ook door Thimann enSchneider geconstateerd en vindt nog geen verklaring.De heteroauxine aequivalenten in de tabellen werden berekend vol-gens de formule van vanOverbeek (zie pag. 47). De middel-bare fout van de krommingshoeken is aangegeven. Het belangrijkste resultaat uit de drie bovenstaande tabellen ishet feit, dat we tijdens het groeiproces de groeistof geleidelijk zienverdwijnen, maar dat ge??soleerde cylindertjes zelfs na 24 uur groeiin water nog groeistof bevatten. Krommingen van twee slippen (zonder vaatbundel) van overlangs in vierengespleten Avena coleoptielen in oplossingen van groeistof in gedestilleerd water. (Zie tabel 8). Bovenste rij:

krommingen in indol-3-azijn2uurconcentratie van links naar rechts: 0; 10-quot;; 10-'quot;; 10-Â?; 10-quot;; 10-'; 10-Â?. Onderste rij: krommingen in groeistofextractenvan links naar rechts extract uit zone (mm afstand van den top): 0^1}/^ (1 : 2); O-VA (1 : 20); O-VA (1 : 200); O-IJ^ (1 : 2000); 3-4^; 4H-6; 6-71-^



??? Het extract uit 24 uur tevoren ge??soleerde cylindertjes geeft in deâ€žquartered coleoptile testquot; nog een positieve kromming van 47Â°(tabel 9). Merkwaardig zijn de onwaarschijnlijk hooge hetero-auxine aequivalenten. In de onderstaande tabel worden de waarden voor groeistofcon-centraties, uitgedrukt in y heteroauxine aequivalenten per 1 coleop-tielcelvocht, vergeleken, zooals zij werden verkregen in de stan-daard Avena test, de zaadlooze Avena test en de â€žgevierendeeldeAvena testquot;. Tabel 11. Zone Standaard Avenatest â€žDeseededcoleoptile testquot; â€žQuartered coleoptiletestquot; 0 mm 16.1-24.8 y/1 14.0â€”44.0 Y/1 1384-3664 Y/1 mm 1.4- 5.7 â€” 1002-5060 3 mm 1.0- 4.6 â€” 1155 4M-6 mm 1.7â€” 7.3 1.8- 6.8 â€” 6 -7M mm 1.3â€” 3.5 4.3- 5.3 Duidelijk blijkt weer, dat de omrekening in heteroauxine aequi-valenten niet veroorlooft, om de resultaten van verschillende test-methoden onderling te

vergelijken. De ongeveer 100 X te hoogewaarden in de â€žquartered coleoptile testquot; beteekenen alleen, datdeze test veel gevoeliger is voor auxine dan voor heteroauxine.Vandaar dat hiermee de uiterst kleine hoeveelheden groeistof aan-getoond konden worden, terwijl de resultaten met indol-3-azijnzuurdit aanvankelijk niet deden verwachten. Samenvattend zien we dus, dat het dalen van de groeisnelheid bijge??soleerde cylindertjes parallel loopt met het verdwijnen van degroeistof: zoolang er nog celstrekking meetbaar is, zoolang is er ooknog groeistof aanwezig. De zeer vertraagde groeiphase, die zich ongeveer 3 uur na deisolatie instelt, is niet een restgroei zonder groeistof.



??? Dat zelfs deze minimale groei onder groeistofverbruik plaatsvindt, is wel het sterkste argument voor W e n t's â€žgeen groeizonder groeistofquot;, dat nog ooit ten berde gebracht is. Daar staattegenover, dat alle â€žgroeistofvrijequot; planten, die vroeger gebruiktzijn om dit axioma te bewijzen, nooit geheel groeistofvrij zijn ge-weest. Het bewijs, dat een werkelijk groeistofvrij orgaan weer gaatgroeien na toevoeging van groeistof, is daarom nog nooit geleverd.



??? HOOFDSTUK VI. GROEISTOF EN pH. Er is dus gebleken, dat ten opzichte van den tijd de curve voorden groei en de curve voor het groeistofgehalte van ge??soleerdeAvena cylindertjes ongeveer eikaars spiegelbeeld zijn. Het was daarom interessant om op verschillende tijdstippen vandit groeiproces het effect van groeistof en van de pH te onder-zoeken. Hiertoe moest eerst worden nagegaan, welke concentratie vanindol-3-azijnzuur optimaal is voor den groei van ge??soleerde cylin-dertjes. Uit metingen aan 250 cylindertjes bleek, dat dit optimumlag bij een concentratie van 1 mgr per liter gedestilleerdwater (fig. 16), in overeenstemming met de resultaten vanSchneider (1938).



??? Thimann (1935) het cyhndertjes hun eigen groeistof opge-bruiken in een zure bufferoplossing (pH 4.0). Toen na 18 uur hetgroeitempo zeer langzaam geworden was, kon hij het versnellendoor toevoeging van indol-3-azijnzuur (2.2 X 10-') of indeen-3-azijnzuur (7 X 10-Â°), maar niet door verversching van denzuren buffer. In fig. 17 is een proef weergegeven, waarin het effect van groei-stof en van waterstof-ionen, beide in optimale concentratie, ver-geleken is. 60 Avena cyhndertjes groeiden eerst gedurende 6 uur in gedestil-leerd water en verbruikten daarbij grootendeels de groeistof, diebij de pH van het celsap in ongedissocieerden toestand aanwezigwas. In gedestilleerd water behoudt de celinhoud vanzelfsprekendzijn eigen pH. Na 6 uur werden 20 cylinders overgebracht in een oplossing vanindol-3-azijnzuur (10-Â°), die, wat pH betreft, beschouwd kan wor-den als gedestilleerd water. 20

Cylinders werden overgebracht ineen phosphaatbuffer (K^HPO^ HgPO^, 1/50 N) van pH 4.05en de overige 20 cylinders bleven in gedestilleerd water liggen.Voor het overige werden de reeds vroeger beschreven proef-omstandigheden in acht genomen. Uit de extractie-proeven is gebleken, dat er na 6 uur toch nogvrij veel auxine in de cyhndertjes aanwezig is. Dat dit voornamelijkauxine-zout moet zijn, blijkt uit de snelle toename van den groei,wanneer de pH verlaagd wordt. Bij de pH van den celinhoud krij-gen de cyhndertjes per tijdseenheid veel minder auxine-zuurmoleculen tot hun beschikking, daarom groeien ze in gedestilleerdv/ater veel langzamer. Dat de hoeveelheid gedissocieerde groeistof in de cylinders ech-ter toch beperkt was, blijkt uit de enorme groeistijging in de indol-3-azijnzuur oplossing van optimale concentratie. Maar ook in degroeizone van de intacte coleoptielen was de

groeistofconcentratieniet optimaal. Uit de extractieproeven was voor die concentratieeen waarde van ca. 5 y/\ heteroauxine aequivalenten gebleken. Infig. 16 klopt deze waarde vrij goed voor de concentratie, waarbijde groei in gedestilleerd water plaats vindt. Toch is ook bij optimale verzorging met groeistof de groei niet



??? onbeperkt. Na 18 uur in groeistofoplossing daalde de groei vrijplotseling heel sterk. Uit de proeven van Schneider (1938)weten we, dat de â€žfood factorquot; hier beperkend is geworden endat de groei weer zou stijgen na toevoeging van suiker (ziehoofdstuk I).



??? Niettemin heeft overbrenging in zuren buffer op dit tijdstip hetgevolg, dat de groeisnelheid iets stijgt en de volgende 24 uur vrij-wel constant blijft. Verdere proeven, die het effect van pH, groei-stof, suiker en andere nog onbekende componenten van den â€žfoodfactorquot; combineeren, zijn hier gewenscht en zullen naar ik hoopbinnenkort uitgevoerd kunnen worden. De groei van de cylindertjes in zuren buffer ondergaat na ca. 18uur dezelfde beperking. En op dit punt heeft noch toevoeging vangroeistof, noch verversching van den zuren buffer meer eenigeninvloed. De volgende 24 uur groeien de cylinders in hetzelfdelangzame tempo door. Hoe komt het, dat hier de groei bij toevoeging van groeistof nietversneld wordt, terwijl dit in de proeven van Thimann w?¨l hetgeval was? Om deze vraag te kunnen beantwoorden, moeten weeerst nog zien, welk effect de toevoeging van groeistof en vanzuren

buffer heeft op cylinders, die 24 uur in gedestilleerd watergegroeid hadden. In overeenstemming met de extractiegegevens is zelfs na 24 uurnog auxine in gedissocieerden vorm aanwezig, want de groei stijgtin zuren buffer even en gaat dan gedurende de volgende 24 uur inhet oude langzame tempo door. Toevoeging van groeistof heeft eeneffect, dat zich in geen enkel opzicht van dat van den zuren bufferonderscheidt. De cylinders reageeren 6 uur na de isolatie dus anders op groei-stof dan 24 uur na de isolatie. In de periode tusschen 6 en 24 uurna begin van de proef is de reactiviteit op groeistof verloren gegaan. Dit verlies van het vermogen om op groeistof te reageeren is inde groeistofliteratuur bekend als â€žagingquot; (du Buy 1933; Went1935; Went en Thimann 1937). Zooals menschelijke lede-maten met de jaren stram worden, doordat zij steeds minder be-wogen worden, zoo wordt de

celwand star, omdat hij met afnemendegroeistofconcentratie steeds minder plastisch wordt gerekt, terwijlde vorming van nieuw celwandmateriaal onafgebroken doorgaat. Volgens Went (1938) vertoonen ge??soleerde Avena coleop-tielen dit verschijnsel niet. Ik heb niet kunnen vinden, waarop hijdeze conclusie baseert, maar in mijn proeven verouderen de ge??so-leerde cylinders w?¨l.



??? Na 24 uur groei in gedestilleerd water zijn de celwanden blijk-baar zoo verstard, dat het niet eens meer van invloed is, of de groei-stof wordt verstrekt in optimale of in veel lagere concentratie (zurebuffer). Wanneer de cylindertjes in 24 uur niet physiologischouder geworden waren, zou toevoeging van 1 mgr/1 heteroauxineden groei hebben moeten versnellen, tot het niveau van de cylin-dertjes, die 18 uur vroeger groeistof kregen, was bereikt. Cellen, waaraan voortdurend zooveel groeistof toegevoerd wordtals ze maar kunnen gebruiken, worden physiologisch niet ouder,maar verhongeren uit gebrek aan â€žfood factorquot;. De celwanden worden plastisch gerekt in zoo'n snel tempo, datelke gevormde cellulose micel in den wand een plaats kan vinden,net zoolang tot de cellulose-vorming zelf beperkende factor wordtuit gebrek aan suiker. Toch kan blijkbaar de snelheid, waarmee de groeistof aan de celter beschikking

wordt gesteld, dus ook de snelheid, waarmee dewand plastisch gerekt kan worden, van invloed zijn. In 1938 heb ik in de samenvatting gezegd, dat de werking vanwaterstof-ionen en van groeistof, die van buiten af werd toege-voerd, gesummeerd werd. Deze formuleering was onjuist. Ik had gezien, dat een heteroauxine-oplossing (10-ÂŽ) bij een pH van 4.18 meer verlenging veroorzaaktedan bij een pH van 7.0. Dit was een gevolg van het feit, dat bijpH 4.18 de dissociatiegraad in de oplossing werd teruggedrongen,tengevolge waarvan meer ongedissocieerde groeistof-ionen in decylindertjes konden dringen. Dit was dus een bevestiging van hetdoor Albaum c.s. (1937) voor Nitella waargenomen verschijnselen had met summatie niets te maken. Bonner (1934) zag, dat de plastische rekbaarheid van Avenacoleoptielen het grootste was bij pH 4.0, terwijl de elastische rek-baarheid geen invloed van de pH ondervond. Ruge (1937)

vond bij Helianthus hypocotylen een maximaleplastische en elastische rekbaarheid bij pH 3.0 en deze verhoudingbleef bestaan bij gedoode of met aether genarcotiseerde hypo-cotylen. De mogelijkheid bestaat, dat de pH, onafhankelijk van haar in-vloed op de dissociatie van groeistof, tevens invloed uitoefent op



??? de plasticiteit van den celwand, maar dat dit onder normale om-standigheden door het effect van groeistof overdekt wordt. Wanneer de cellen minder groeistof krijgen, dan ze gebruikenkunnen, worden de wanden minder snel gerekt en een gedeelte vande nieuwe cellulose-micellen wordt tegen den wand in plaats vanin den wand gevormd. Door deze appositie wordt de celwand diken de cel physiologisch ouder. In den zuren buffer is de suikervoorraad verbruikt, daarom heefttoevoeging van groeistof geen effect meer. Een gedeelte van diesuiker moet echter in geapponeerde cellulose omgezet zijn, want degrootst mogelijke strekking van den celwand is niet bereikt. Wanneer we nu de resultaten van Thimann (1935) bekijken,valt in de eerste plaats op, dat zijn cylinders zooveel minder hardgroeien dan de mijne. Na 18 uur in bufferoplossing (M c 11 v ai n e)van pH 4.0 zijn de 3 mm lange cylinders

slechts 10 % gegroeid. Inmijn proeven was dit gemiddeld 24 %. De oorzaak hiervan ligtwaarschijnlijk in het materiaal zelf. Thimann en zijn mede-werkers (1935, 1938, 1939) gebruikten uit een coleoptiel drie op-eenvolgende zones van 3 mm, totaal dus 9 mm, terwijl ik slechts dezone van 13^2 die het hardste groeit, gebruikte. Daardoor heb-ben in Thimann's proeven de cylindertjes na 18 uur hun â€žfoodfactorquot; nog niet uitgeput en kunnen nog op groeistof reageeren.Mijn resultaten zijn dus essenti??el dezelfde als die van Thimann. Verhooging van de H-ionenconcentratie kan den groei slechtsversnellen, zoolang er gedissocieerde groeistof-ionen in de cel aan-wezig zijn.



??? SAMENVATTING. Op de vraag, of planten zonder groeistof kunnen groeien, geeftdit proefschrift het volgende antwoord: Zoolang met de fijnste metingen nog celstrekking aangetoond kanworden, is ook nog groeistof in de cellen aanwezig.De theorie, dat waterstof-ionen de aanwezigheid van groeistof over-bodig maken (theorie yan S t r u g g e rj, is ook voor wortels weer-legd. Hiermee is het bewijs volledig, dat de pH van den celinhoudslechts invloed op den groei heeft, zoolang er groeistof in den vormvan auxine-zout in de cel aanwezig is (theorie van Bonner^. Bij ge??soleerde cyhndertjes van coleoptielen en wortels instroomende bufferoplossingen kan de celinhoud ten naaste bij depH van de oplossing aannemen. In de literatuur geopperde bezwaren tegen de theorie vanB o n n e r vinden hun verklaring in de sterke buffering van hetcelsap. De theorie van Strugger werd weerlegd, door aan te toonen,dat diens

tweetoppige kromme voor den invloed van de pH op dengroei van Helianthus wortels berust op onjuiste gegevens. Dat de theorie van B o n n e r ook voor wortels juist is, werdaangetoond in proeven met ge??soleerde wortelcylindertjes vanPisum en Helianthus. Zoowel voor deze wortels als voor het coleoptiel van Avena kande invloed van de pH op den groei graphisch worden weergegevendoor een curve met ?Š?Šn optimum in het zure gebied.Dit optimum ontstaat, doordat de concentratie van ongedissocieerdegroeistofmoleculen in de cellen toeneemt met stijgende concen-tratie van de waterstof-ionen, tot het punt, waar deze het proto-plasma beschadigen. De Avena coleoptielen verdragen een lagere pH dan de onder-zochte wortels. De wortels van Pisum zijn beter tegen zuur bestand dan de wortelsvan Helianthus. De zeer karakteristieke vorm van deze krommen vinden we



??? terug in een drietal oudere onderzoekingen over den invloed vande pH op den groei van verschillende planten in gebufferde vol-ledige voedingsoplossingen (Salter en Mcllvaine 1920;Tarr en Noble 1922; Th er on 1924). Het is waarschijnlijk,dat ook in deze proeven met geheele planten de invloed van de pHop de dissociatie van groeistof werd waargenomen.Ook de krommen van Schulte (1937) voor hypocotylen vanHelianthus en wortels van Lupinus albus moeten zeer waarschijn-lijk van uit dit gezichtspunt beschouwd worden. De â€žquartered coleoptile testquot; van Thimann en Schneiderstelt ons in staat om groeistofhoeveelheden aan te toonen, kleinerdan tot nu toe met eenige andere test-methode het geval was. Degroote gevoeligheid heeft echter alleen betrekking op auxine, nietop indol-3-azijnzuur. Een poging om gedecapiteerde wortels van Lupinus luteus te ge-bruiken als test-object

voor lage groeistofconcentraties faalde ten-gevolge van de groote variabiliteit van de wortels. Bij ge??soleerde Avena coleoptiel-cylindertjes daalde de groeievenredig met het groeistofverbruik. Lang voordat de groeistof inde cellen verbruikt was, was het vermogen om op groeistof te rea-geeren, verloren gegaan. Dit verouderingsverschijnsel, slechts in-direct een gevolg van groeistofgebrek, maakt het ons voorloopigonmogelijk om het absolute bewijs voor de onontbeerlijkheid vangroeistof te leveren, door het hervatten van den groei na toevoegingvan groeistof aan te toonen bij een cel, die geen groeistof meerbevatte. Verder onderzoek in deze richting is gewenscht.
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??? STELLINGEN. I. Voor schimmels is het axioma: â€žzonder groeistof geen groeiquot;,tot zekerheid geworden, met dien verstande, dat hier onder groei-stof vitamine B^ moet worden verstaan. II. Ten onrechte meent H u b e r t bewezen te hebben, dat de pHvan een groeistofoplossing invloed uitoefent op de vorming vanwortels aan stekken. Hu bert, Biol. Jb. Dodonaea 5, 321, 1938. III. De door Heilbrunn c.s. bij Amoeben waargenomen ver-schijnselen zijn te verklaren met de coacervatie-theorie. IV. Het is waarschijnlijk, dat de verhoogde magnesiumspiegel in hetbloed de directe aanleiding is voor het optreden van den winter-slaap bij Helix pomatia. Deze winterslaap is op te vatten als eenmagnesium-narcose. Lustig, Ernst en Reuss, Biochem. Ztschr. 290, 95, 1937. V. De erfelijke factoren, die bij bastaarden van Ep??lobium hirsutumremming van de ontwikkeling veroorzaken, zijn niet in het

plasmadoch in de kern gelocaliseerd. Lehmann, Jahrb. wiss. Bot. 88, 284, 1939. VI. Wisselingen in de watervoorziening van planten kunnen de vor-ming van polyploide gameten veroorzaken en daardoor een belang-rijke factor zijn voor het ontstaan van polyploide soorten in denatuur. Gil es, Am. J. Bot. 26, 334, 1939.
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??? De zaadknoppen der Angiospermen zijn aan de bloemas staandebladachtige deelen. VIII. De invloed van de stikstofvoeding op de gevoeligheid van tabak-planten voor infectie met tabak-mozaiek virus, moet in de eersteplaats worden toegeschreven aan de concurrentie tusschen planten virus om de beschikbare stikstof. Spencer, Plant Physiol. 14, 769, 1939. IX. N. F r i e s heeft waarschijnlijk gemaakt, dat symbiontischebacteri??n de destructieve werking van sommige parasitaire hout-schimmels stimuleeren. N. Fries, Symbolae Bot. Upsalienses III: 2, 1938. X. In biochemisch opzicht vertoonen sommige door Pseudomonastumefaciens veroorzaakte kankers meer overeenkomst met dierlijkeen menschelijke carcinomen, dan met plantaardige tumoren vananderen oorsprong. Stapp en Pfeil, Zentt.bl. Bakt. Abt. II, 101. 261, 1939. XI. Het P a s t e u r-effect in wortels van Daucus carota wordt

ver-klaarbaar met de oxydatieve resynthese theorie van Meyerhof. Marsh en Goddard, Am. J. Bot. 26, 767, 1939. XII. De groei van Graminee??nkiemplanten wordt in het licht geremd.Deze remming heeft bij het mesocotyl een anderen oorzaak dan bijhet coleoptiel. In het mesocotyl verminderen in het licht gevormderemmende stoffen de reactiviteit op groeistof. In het coleoptielwordt de afzetting van secundaire celwand in het licht versneld,waardoor de wand zijn plasticiteit verliest.
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