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Wirkung von Antibiotika auf Wachstum
und Ionenaufnahme bei Zea Mays L.

Von Gerhard Hool
Aus dem Botanischen Institut der Universitat Basel

Manuskript eingegangen am 16. Mérz 1967
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Einleitung

Der Lebensraum einer Pflanze, insbesondere der Boden als natiirliches
Néahrmilieu, ist ein sehr komplexes System. Nicht nur die Bodenbeschaf-
fenheit selbst, wie etwa seine Struktur, seine chemische Zusammensetzung
und Aziditédt, beeinflusst das Gedeihen einer Pflanze, sondern in entschei-
dender Weise wirkt auch eine ganze Anzahl anderer Faktoren auf ihr
Wachstum und ihren Stoffwechsel ein.

Im engen Gefiige von Bakterien, Pilzen und héheren Pflanzen
herrscht im Boden eine dauernde Konkurrenz um die vorhandenen Néahr-
stoffe. Eine nicht geringe Rolle spielen Stoffwechselprodukte, die vor
allem von den Mikroorganismen ausgeschieden werden, in die Rhizo-
sphire gelangen und in der Folge das Wachstum der verschiedenen Be-
wohner beeinflussen kénnen. Zu solchen Ausscheidungsprodukten gehd-
ren die verschiedensten Antibiotika, die von der héheren Pflanze mit der
Bodenlésung aufgenommen werden und damit einen gewissen Einfluss
auf die Lebensvorgénge im pflanzlichen Organismus haben diirften.

Die antibiotischen Stoffe hemmen, zumindest bei Bakterien, meist in
spezifischer Weise bestimmte Stoffwechselvorginge (Brock, 1961; Pest-
ka et al., 1965; Strominger und Tipper, 1965; Yudkin, 1963; Zah-
ner, 1964, 1965, weitere Literatur siehe daselbst). Aus diesem Grunde
ist ganz allgemein eine Beeinflussung des Wachstums zu erwarten.

So sind Untersuchungen iiber das Wachstum und die Teilungsrate von
Mikroorganismen gemacht worden, wobei stets ein hemmender Einfluss
festgestellt wurde (Aaronson und Scher, 1960; Jirovec, 1949).

Ebenfalls hemmender Natur waren die Wirkungen der verschiedensten
Antibiotika auf die Samenkeimung (Black und Richardson, 1965:
Kuler, 1950, 1953; Wright, 1951, weitere Literatur daselbst) und das
Wachstum von Wurzel oder Spross (Bandi, 1957; Bein et al., 1947;
Nooden und Thimann, 1963; Seiler, 1951; Weihe, 1953).

Als weiterer Effekt muss die Hemmung von Pigmentsynthese und
Plastidenbildung genannt werden. Mitteilungen hieriiber stammen vor
allem aus Untersuchungen mit Mikroorganismen (De Deken und Godts,
1960; Drawert und Mix, 1961; Ebringer, 1963, weitere Literatur da-
selbst.) Weniger zahlreich sind diesbeziigliche Untersuchungen an hohe-
ren Pflanzen (Kirk und Allen, 1965; Ledoyen, 1957; Sato, 1959, 1960;
Schopfer et al., 1951, 1952; Signol, 1961).

Die Antibiotika kénnen, wie sich jedoch gezeigt hat, nicht allgemein
als Inhibitoren betrachtet werden, sind doch — wenn auch in viel gerin-
gerer Zahl — auch fordernde Wirkungen beobachtet worden (Barton
und MacNab, 1954; Bilge, 1962; Brian, 1957; Nickell, 1952, 1953:
Nickell und Finlay, 1954). ‘
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Eine wichtige Frage im Zusammenhang mit der Antibiotikawirkung
ist diejenige nach der Beeinflussung der Tonenaufnahme.

Bis heute ist dariiber nur wenig bekannt. Norman (1959) untersuchte
die Wirkung verschiedener neuerer Antibiotika auf das Wachstum und
die Ionenaufnahme bei abgeschnittenen Gerstenwurzeln. Frei (1963)
fand eine Hemmung der Strontiumaufnahme bei Mais durch Citrinin und
Patulin und Hodges (1966) eine solche des Kaliumtransportes in Wurzeln
von Awvena sativa durch Oligomyecin.

Im weiteren beschranken sich die Mitteilungen fast ausschliesslich auf
die hemmenden Hinfliisse von Chloramphenicol, da dieses Antibiotikum
in verschiedenen Arbeiten vor allem als Inhibitor der Proteinsynthese
in Untersuchungen iiber den aktiven Prozess bei der Ionenaufnahme ver-
wendet wurde (Balogh et al., 1961; Ellis, 1963; Hanson und Hod-
ges, 1963; Hofner, 1963; Jyung und Wittwer, 1964; Jyung et al,,
1965; Sutcliffe, 1960; Uhler, 1961; Uhler und Russell, 1963).

Es schien daher interessant, den Einfluss von Penicillin, Streptomycin
sowie Chloramphenicol auf die Tonenaufnahme von intakten Pflanzen in
Verbindung mit der Wirkung dieser Antibiotika auf das Wachstum ndher
zu untersuchen und die Ergebnisse miteinander zu vergleichen.

Material und Methode

Versuchsobjekt

Versuchsobjekt dieser Arbeit war Zea Mays L., Sorte «Saatmais,
Ohio M 34 (F 2)», als ein fiir physiologische Versuche relativ gut bekannter
Vertreter hoherer Pflanzen.

Fiir physiologische Versuche — insbesondere iiber die Ionenaufnahme —
ist eine Auslese zur Erlangung mdglichst homogenen Materials ausser-
ordentlich wichtig. Dieses Ziel wurde in meinen Versuchen bis zum
Moment der Antibiotikazugabe (also dem Zeitpunkt des eigentlichen
Beginns des Experiments) angestrebt:

1. durch Auswahl gesunder, moglichst gleich grosser Maiskaryopsen,

2. durch Weiterverwendung moglichst gleichwertiger Keimlinge nach der
Keimung und '

3. durch Bildung von Pflanzengruppen, entsprechend der Anzahl Ver-
suchsbedingungen (z.B. Antibiotikumkonzentrationen), welche, mit-
einander verglichen, moglichst gleichwertiges Pflanzenmaterial auf-
wiesen.

- Auf eine vollig aseptische Aufzucht konnte verzichtet werden, da eine
rein mineralische Néahrlosung zur Verwendung kain. In der Folge wurde
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auch nie eine Infektion durch Pilze oder Bakterien der Kulturlésungen
oder des Pflanzenmaterials festgestellt.

Immerhin wurden gewisse Vorsichtsmassnahmen getroffen, um einer
Infektion vorzubeugen. So wurde der Fruchtstiel der Karyopsen abge-
brannt, die Friichte anschliessend gewaschen und wihrend 2 Stunden in
Brom 1:500 dusserlich sterilisiert (Biirgin-Wolff, 1959).

Nach 24stiindiger Quellung im sterilisierten Quellapparat (Burlet,
1940) mit dauernder Beliiftung wurden die Karyopsen in Keimréhrchen
bei 25-28 °C im Dunkeln zur Keimung gebracht. Die 3-4 Tage alten
Keimlinge wurden dann auf Fernbachkolben mit 200 cem Nahrlosung
zur eigentlichen Aufzucht umgesetzt.

Da der Wechsel vom heterotrophen Wachstum eines etiolierten Keim-
lings zur autotrophen, assimilierenden jungen Pflanze fiir diese zweifellos
eine gewisse Umstellung bedeutet, wurden die Keimlinge wiahrend 3-4
Tagen in der Nahrlosung ohne Zusétze vorkultiviert.

Im weiteren erschien es mir notwendig, vor allem zur Untersuchung
der Ionenaufnahme, die nun assimilierenden Jungpflanzen vom Rest
der Karyopse zu trennen, um einen weiteren Bezug von Nahrstoffen aus
der Frucht bei eventueller Blockierung der Féhigkeit der Stoffauf-
nahme durch die Wurzel auszuschalten; dieses Entfernen erfolgte nach
Beendigung der Vorkultur und damit nur kurz vor dem eigentlichen Ver-
suchsbeginn.

Néhrlosung

Als Kulturmedium fiir den Mais diente eine modifizierte Pfeffer-
Robbins-Nahrlosung mit erhohtem Hisengehalt (Vochting, 1953) von
folgender Zusammensetzung: 2,0 g Ca(NO,),, 0,5 g KH,PO,, 0,56 g KNO;,
0,5 g MgS0,-7H,0, 0,25 g KCl und 0,06 g FeCl; in 6000 ccm entsalztem
Wasser.

Die Spurenelemente kamen in Form von 1 ccm je Liter einer «A-Z-
Losung» nach Hoagland (aus Bergmann, 1958, S. 66) zur Nahrlosung.

Diese Zusammensetzung ergibt ein Anfangs-pH der Nahrlosung von
ca. 4. Simtliche verwendeten Salze waren vom Reinheitsgrade «pro ana-
lysin, und alle Losungen wurden mit durch Ionenaustauscher entsalztem
Wasser hergestellt (spezifischer Widerstand ca. 21068 Ohm). Ebenso
wurde zur Quellung und Keimung sowie zum Abspiilen der Wurzeln
beim Abbruch nur solches Wasser verwendet.

In der Folge erwies es sich als notwendig, die angegebene Nahrlosung
auf 1} zu verdiinnen. Die A-Z-Losung wurde jedoch weiterhin in ihrem
urspriinglichen Gehalt zugesetzt, um Mangelerscheinungen durch zu
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geringen Gehalt an Spurenelementen zu vermeiden. Aus derselben Uber-
legung heraus wurde der Eisenzusatz nur um die Hilfte reduziert.

Strontiumzusatz

Zur Untersuchung der Strontiumaufnahme musste Strontium zur
Niahrlosung gegeben werden. Dies geschah jeweils im Moment der Anti-
biotikumzugabe in Form von 1 cecm/Kolben einer Lésung von einem
Strontiumgehalt, welcher auf 200 cem Né&hrlosung berechnet war. Die
dadurch entstandene Verdiinnung der Néhrlosung konnte vernachléissigt
werden. '

Der Strontiumgehalt in der Losung betrug je nach Versuch 5-25 y/cem
Néhrlosung. Die Zusatzlosungen wurden durch Verdiinnung aus einer
Stammlosung von Strontiumchlorid erhalten, deren Gehalt mittels Zeiss-
Eintauchrefraktometer eingestellt wurde (Refraktometerwerte aus Wag -
ner, 1928).

Was die toxische Wirkung von Strontium auf das Wachstum von Mais
anbetrifft, so kann auf Lauchli (1962, S. 150) verwiesen werden. Die
hier verwendeten Konzentrationen liegen weit unterhalb des toxischen
Bereiches.

Antrbiotikumzusatz

Verwendet wurden folgende Antibiotika:

Penicillin G (= Benzyl-Penicillin, C,;;H;,N,0,S)
der Firmen Calbiochem bzw. Pfizer

Penicillin V (=Phenoxymethyl-Penicillin,
Ci6H1sN0,S) der Firma Vifor

Streptomycin A (CyHoN.O,,) der Firmen Calbiochem bzw. Pfizer
Chloramphenicol (C;;H,,CI,N,0O;) der Parke-Davis-Company.

Die Zusitze erfolgten in Form von frisch hergestellten, wissrigen
Losungen. Die geforderte Menge Antibiotikum wurde wie das Strontium
in einem kleinen, gegeniiber der Néhrlosungsmenge zu vernachldssigen-
den Volumen, dessen Konzentration auf 200 ccm Néhrlosung berechnet
war, zugegeben. Nach erfolgtem Zusatz wies dann die Losung die gefor-
derte Molaritdt an Antibiotikum auf.

Bei der Errechnung der Einwaage wurde nicht nur das Molekulargewicht,
sondern auch die definitionsgeméss geforderte Anzahl Einheiten beriick-
sichtigt (Vogel, 1951), um im Endeffekt die Molaritét in bezug auf reines
Antibiotikum zu erhalten.
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In héheren Konzentrationen war es, entsprechend der Loslichkeit der
Antibiotika, oft unméglich, die Verabreichung in Form von 1 ccm je
Kolben einzuhalten. In solchen Féllen wurde, unter Beriicksichtigung
gleicher Behandlung samtlicher Versuchspflanzen, die Vorkultur in weni-
ger als 200 cem Nihrlosung durchgefiihrt, deren Salzgehalt jedoch auf
volles Volumen berechnet war. Nach Zugabe des Antibiotikums in einem
entsprechend grosseren Volumen entsprach dann stets die Losung hin-
sichtlich Menge, Salzgehalt und Antibiotikumkonzentration den Forde-
rungen.

Im extremsten Falle wurden die Pflanzen nach der Vorkultur auf neue
Néhrlosung mit direkter Einwaage des Antibiotikums umgesetzt.

In keinem Falle wurde jedoch der Loslichkeitskoeffizient in der Néahr-
Iosung iiberschritten.

Kultivierungsbedingungen

~ Die Aufzucht erfolgte im Gewichshaus bei einem Temperaturmittel
von 25-28 °C und im 14-Stunden-Tag (kiinstliche Nachbeleuchtung mit
Fluoreszenzlampen). Die relative Luftfeuchtigkeit betrug 50609, und
- wurde durch Verdunstung von Regenwasser erzielt, um die Sprosse nicht
durch Kalkablagerung zu verunreinigen.

Die Aufstellung der Pflanzen im Gewichshaus geschah je nach Art
des Versuchs in zufilliger Anordnung oder in «Latin Squares» (Fisher
und Yates, 1948).

Konirolle der Aktivitiit der Antibiotika

Die Persistenz der antibiotischen Aktivitdt in der Nahrlosung wurde
im Lochtestverfahren (Otte, 1965, S. 82) in Petrischalen gepriift. Als
Nihrboden fiir den Testorganismus diente Bierwiirzeagar (29, Agar-Agar
in mit Brunnenwasser auf 15 verdiinnter Bierwiirze).

Testorganismus war Becillus sublilis. Die Entwicklung des Tests
geschah im Brutschrank bei 28 °C.

Der Lochtest wurde dem Zylindertest vorgezogen, da er rascher und
exakter durchfithrbar war.

Bei der Durchfithrung der Teste wurde durch standardisiertes Arbei-
ten quantitative Auswertbarkeit angestrebt. Es ist verstdndlich, dass
dies nur anndhernd getan werden kann, da nebst Konstanz von pH,
Temperatur und Suspensionsdichte des Testorganismus, vor allem dessen
Vitalitit eine Rolle in der Reproduzierbarkeit des Tests spielt.
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Dieser Test wurde auch zum qualitativen Nachweis aktiven Antibioti-
kums im Spross und in der Wurzel der Versuchspflanzen verwendet. Er
wurde dazu einzig insofern abgeéndert, als zur Aufnahme grosserer Men-
gen Testlosung eine Rinne in die Platte gegossen wurde (Fig. 2 und 3).

Aufarbeitung des Pflanzenmaterials

Bei Abbruch des Versuchs wurden Sprosse und Wurzeln getrennt und
separat weiterverarbeitet.

In Hinblick auf eine Bestimmung des Ionengehaltes oder eine Identi-
fizierung von aktivem Antibiotikum im Pressaft war ein rasches, jedoch
gutes Waschen der aus der Kulturlosung kommenden Wurzeln Voraus-
setzung. Anschliessend wurden sie zwischen Filtrierpapier abgeklatscht.
Es folgten: Lidngenmessung und Bestimmung des Frischgewichtes und
nach 12stiindiger Trocknung bei 105 °C bis zur Gewichtskonstanz die
Ermittlung des Trockengewichtes. Zudem wurde stets das Volumen der
verbliebenen Kulturlésung und deren pH bestimmt. ‘

Das getrocknete Material aus gleicher Versuchsbedingung wurde in
einer Mikroschlagmiihle (Modell Culatti) fein gemahlen und méglichst
homogen vermischt. Das so entstandene Pulver wurde in genauen Ein-
waagen in kleine R6hrchen aus Polyéthylen-Mikroschlauch (Linge 20 mm,
Innendurchmesser 2 mm, Wandstédrke 1 mm) gefiillt, die wie Ampullen
zugeschmolzen wurden. Diese Proben wurden dann im Neutronenfluss
aktiviert.

In gleicher Weise wurden Eichproben hergestellt. Das Pflanzenmaterial
dazu bestand aus einem «Standardhomogenisat», welches durch eine
einmalige Aufzucht speziell zu diesem Zweck gewonnen wurde und dessen
Gehalt an den hier interessierenden Ionen bekannt war.

Um bei der Analyse nicht Fehler durch Verunreinigungen zu erhalten,
musste der verwendete Mikroschlauch innen und die fertigen Proben
aussen peinlich saubergemacht werden. Sogenannte Leerproben (ohne
Inhalt) wurden stets mitbestrahlt, um dadurch einen Hinweis auf even-
tuelle Verunreinigung der Proben zu haben.

Die Aktivierungsanalyse

Bei der Aktivierungsanalyse — welche in dieser Arbeit zur Anwendung
kam — macht man sich die Tatsache zunutze, dass bei der Bestrahlung
von Substanzen mit Neutronen einige oder alle in ihnen vorhandenen
Elemente in ihre radioaktiven Isotope umgewandelt werden. Die Kern-
umwandlung kann hierbei auf verschiedene Art ablaufen, wie dies aus
dem nachfolgenden Schema hervorgeht:
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— ™14 1y = n,y-Reaktion
|~ ™A+ 'n = n,n-Reaktion

gn—>"A ™t iA — ™ 144921n = n,2n-Reaktion

e " A+p = n,p-Reaktion

n—1

sy MeBg ;He («) = n,a-Reaktion

n—2

Uber die Wahrscheinlichkeit, mit welcher eine der genannten Reaktio-
nen abléuft, gibt der sogenannte Wirkungsquerschnitt o Auskunft, eine
fiir jedes Element charakteristische Grosse. Im Falle der n,y- und der
n,2n-Reaktion werden Isotope des urspriinglich vorhandenen Elements
erhalten, wihrend aus der n,p- und »,xz-Reaktion Isotope von Elementen
mit 1 bzw. 2 Ordnungszahlen niedriger als die Ausgangselemente erhalten
werden. Verwendet man thermalisierte Neutronen zur Bestrahlung, so
findet hauptséichlich die n,y-Reaktion statt, widhrend die n,p- bzw.
n,-Reaktionen vor allem mit schnellen Neutronen ablaufen.

Die bei einer Bestrahlung mit Neutronen erzeugte Aktivitét lisst sich
nach folgender Gleichung errechnen :

0,691
0,6 @ ¢ - Eaa el -
A o ( 1—e 4 ) Curie/g

~ 3.7-101- AG-100

Hierbei sind :

A s = spezifische Aktivitit in Curie/g

® = Neutronenfluss in Neutronen-cm—2-g-1

o = Wirkungsquerschnitt in barn (10—2% ¢m?)

J = Héufigkeit eines Nuclids im natiirlichen Isotopengemisch in ¢,
AG = Atomgewicht :
t = Bestrahlungsdauer

T = Halbwertszeit des entstandenen Isotops

Wie aus dieser Gleichung hervorgeht, findet bereits bei der Bestrahlung
eine Vorsortierung der Elemente statt, und zwar nach ihren individuellen
Wirkungsquerschnitten und ihren Halbwertszeiten.

Durch geeignete Wahl der Dauer der Bestrahlung und des Neutronen-
flusses werden bestimmte Elemente stark, andere hingegen nur wenig
aktiviert.
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Fiir die vorliegenden Untersuchungen wurde das Analysenmaterial im
«Saphir» sowie im «Diorit» des EIR (Eidg. Institut fiir Reaktorforschung,
Wi irenlingen, Schweiz) mit einem integrierten Neutronenfluss von 9-1018
bis 1-10'7 n.v.t. bestrahlt.

Die bei der Bestrahlung entstandenen Isotope koénnen nun durch
3 Kriterien voneinander unterschieden werden:

1. durch die Art der Strahlung (8 oder y),
2. mittels Halbwertszeit und

3. durch die Energien der emittierten Strahlung.

Die Bestimmung der Gammaenergien wurde unter Verwendung eines
«Philips»- Einkanal-Gamma-Szintillationsspektrometers durchgefiihrt.

Dieses Gerét setzt sich im wesentlichen aus folgenden Teilen zusammen :

ey Schreiber
Gamma-| | Photomui- | |Impulshéhen- [—| Zéhlgerét
detektor| | tiplier Diskriminator |

Zahler

Der Gammadetektor besteht aus einem thalliumaktivierten Natrium-
jodid-Einkristall bzw. einem Bohrlochkristall aus demselben Material.

Dieser Gammaszintillator wird heute allgemein zur genauen Gamma-
energiemessung verwendet, da seine Lichtleistung der vom Kristall auf-
genommenen Energie in weitem Bereich (bis 6 MeV) proportional ist.

Treffen aus dem Préaparat ionisierende Strahlen auf den Szintillator auf,
so entstehen Sekundirelektronen, welche im Kristall Lumineszenzerschei-
nungen auslosen. Die dadurch entstehenden Photonen treffen auf die
Photokathode des Multipliers, wo sie Elektronenstrome verursachen.
Diese Impulse werden verstirkt und der Registrierung und Zahlung zuge-
leitet. Auf ihrem Weg durchlaufen die Impulse den Impulshéhen-Dis-
kriminator, welcher nun nur diejenigen Impulse durchlésst, deren Energie
grosser ist als eine bestimmte, wihlbare Spannung (= untere Diskrimi-
natorspannung). Andererseits werden ebenfalls sdmtliche Impulse mit
hoherer Energie als eine gewahlte obere Diskriminatorspannung abge-
schirmt. Wird nun die Diskriminatorspannung kontinuierlich veridndert,
bei einer frei wiahlbaren Fenster-(oder Kanal-)Breite (= obere .D.Sp.
minus untere D.Sp.) von z.B. 1V, so entsteht ein Gammaspektrum (im
Beispiel der Gammamessung), welches fiir eine bestimmte Analysenprobe
charakteristisch ist und analysiert werden kann (Fig. 1).
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I MP-UL:.5E

Sr-85(0,51)
Ca-47(0,48)

DISKRIMINATORSPANNUNG

Figur 1
Gammaspektrum einer Sprossprobe von Zea Mays
Laufzeit des Spektrums: 14 min
Logarithmische Abschwéichung: 1,500
Kanalbreite: 1V

Eichung mit Co-60
Pfeil = Empfindlichkeitsinderung

Jedes radioaktive Isotop besitzt eine fiir dieses spezifische Strahlungs-
energie, welche in linearer Beziehung zu dessen Impulshéhe steht. Durch
~diese Gesetzméssigkeit ldsst sich ein Spektrum mit Hilfe von Isotopen,
deren Gammaenergien bekannt sind, eichen, die Energien fiir die aufge-
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fundenen Maxima und somit die Isotope, fiir welche diese Maxima cha-
rakteristisch sind, bestimmen.

Durch Verinderung der Empfindlichkeit des Verstdrkers oder der
Spannung am Photomultiplier verdndert sich die Hohe der Einzelimpulse
und damit die Lage der Maxima. Auf diese Weise ldsst sich ein Spektrum
mit dicht aufeinanderfolgenden Maxima spreizen, wodurch letztere zur
besseren Unterscheidung voneinander getrennt werden koénnen.

Ist ein Isotop durch seine Gammaenergie identifiziert, so kann die
Konzentration des betreffenden Elements in der Analysenprobe bestimmt
werden. Diese Bestimmung geschieht durch Messung der Impulsraten der
fiir ein Isotop charakteristischen Emission unter Beriicksichtigung seiner
Zerfallsdaten.

Um eine Aktivierungsanalyse mit verniinftiger Genauigkeit durchfiih-
ren zu konnen, ist es notwendig, eine Eichsubstanz von dhnlicher Zusam-
mensetzung wie die zu analysierende Probe unter gleichen Bedingungen,
sowohl in der Bestrahlung wie auch in der Messung, mitzuverarbeiten.
Der Neutronenfluss innerhalb einer Bestrahlungseinheit (Reaktor) ist nur
begrenzt homogen und nicht genau messbar, so dass die entstandene
Aktivitdat nicht mit geniigender Genauigkeit aus der obgenannten Glei-
chung errechnet werden kann. Ausserdem wird der Fluss innerhalb einer
Probe durch verschiedene Faktoren (z.B. Selbstabschirmung) beein-
trachtigt. Es wiirden also grosse Fehler entstehen. Bestrahlt man jedoch
Eichproben gleichzeitig mit den Analysenproben, so lasst sich aus den
Messwerten fiir die Eichproben einfach und mit ausreichender Genaulg—
keit auf die Analysenprobe riickrechnen.

Die genannten Argumente gelten auch fiir die Messung selbst.

Der Elementgehalt wird bei Vergleich mit Eichproben nach folgender
Formel berechnet:

Nap  gesuchte Konzentration

Nep  Konzentration in EP
wobei Ngp = in n Sekunden gemessene Impulszahl der Analysenprobe
und Nep = in n Sekunden gemessene Impulszahl der Eichprobe (EP ).
Damit die einzelnen Werte und Werte aus verschiedenen Proben iiber-
haupt miteinander vergleichbar sind, miissen selbstverstandlich 2 Fak-

toren beriicksichtigt werden, bei vorausgesetzter gleicher Bestrahlung
und gleichen Messzeiten.

1. Die Halbwertszeit. Zwei Messungen, welche zu verschiedenen Zeiten
gemacht werden, sind nur bei Umrechnung auf eine gemeinsame 7 eit t,
vergleichbar.
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Nach dem Zerfallsgesetz ist:
Ng —_— NO '6_At

wobei die Zerfallskonstante A fiir ein Isotop spezifisch ist. In der Folge
wurden die Zerfallskurven fiir die zu bestimmenden Elemente aufgestellt,
aus denen die Werte ¢—* fiir eine beliebige Zeit ¢ abgelesen werden konn-
ten und sdmtliche Analysenwerte auf eine gemeinsame Zeit ¢, mit Hilfe
des Zerfallsgesetzes umgerechnet.

2. Auch die Einwaagen der Analysenproben miissen vergleichbar sein.
Aus diesem Grunde wurden simtliche Werte auf eine gemeinsame Ge-
wichtseinheit (Milligramm Trockengewicht) umgerechnet.

Die vollstindige Formel zur Ermittlung untereinander vergleichbarer
Konzentrationen mit Hilfe der gemessenen und auf ¢, umgerechneten
Impulszahlen N, lautet demnach:

( N, ) ( bekannter Gehalt )
( Elementgehalt ) mg TG ' mg TG ep
ap

pro mg TG N,
mg TG ] ep

Die Methode der Aktivierungsanalyse wurde in meiner Arbeit gewéhlt,
da sie gegeniiber anderen Analysenmethoden eine komplizierte Aufarbei-
tung des zu untersuchenden Materials umgehen lédsst, wodurch eine
Héaufung von Fehlerquellen vermieden werden kann.

Zudem kann sie als empfindlich und genau angesprochen werden.

Eine Limite-Errechnung mittels der spezifischen Aktivitdt kénnte nur
ungefihr gemacht werden, da der Neutronenfluss nur anndhernd geschétzt
werden kann. Ebenso ist die Ansprechwahrscheinlichkeit des Spektro-
meters, welche in die Rechnung ebenfalls eingeht, nur in grossen Grenzen
abschitzbar. Aus diesen Griinden wurden die Bestimmungslimiten mit
Hilfe der Messwerte der Eichproben errechnet. Unter der Annahme, dass
100 Impulse/min notwendig sind, um das Isotop identifizieren zu kénnen,
ergeben sich folgende Limiten: Kalium ca. 5 Gamma, Calcmm ca. 0,2
Gamma und Strontium ca. 2 Gamma.,

Die Limite fiir Kalium kann jedoch hier nicht als absolut angesehen
werden; wurde doch Kalium mit einem Normalkristall, Calcium und
Strontium hingegen im geometrisch besseren Bohrlochkristall bestimmt.
Somit diirfte die absolute Grenze fiir die Kaliumbestimmung etwa um
einen Faktor 50 bis 100 tiefer liegen.

Die Genauigkeit der Messungen liess sich aus den Analysen mit ca.
-+ 29, fir Kalium, ca. -39, fiir Calcium und ca. -+ 4,59 fiir Strontium
bestimmen.
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Statistische Sicherung der Resultate

Da der Umfang der einzelnen Versuche zu gross war (10 Pflanzen pro
Bedingung), um jede Kultur einzeln verwerten zu kénnen, mussten Pflan-
zen gleicher Bedingung gesamthaft analysiert werden. Um dennoch ein
Mass fiir die Streuung der Mittelwerte zu erhalten, wurden verschiedene
Versuche so angelegt, dass aus ihnen die Streuung der Mittelwerte oz
fiir das Wachstum (Lénge der Pflanzen bzw. Trockengewicht) und die
Ionenaufnahme ermittelt werden konnte. Die derart errechneten Streuun-
gen dienten im weiteren der statistischen Auswertung. Sie geschah durch
Mittelwertsvergleich nach dem ¢-Test (Fisher, 1946, S. 1221f.).

War die Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner als 59, (P <<0,05), wurde
Signifikanz angenommen.

In der Arbeit werden nur signifikante Unterschiede diskutiert.

Versuche und Resultate
Voruntersuchungen

Stabilitdt der Antibiotika
in einer Pfeffer-Robbins-Nahrlosung

Die Haltbarkeit eines Antibiotikums bzw. dessen Wirkung wird nicht
nur in natiirlichen Béden durch die verschiedensten Faktoren, wie Abbau
durch andere Mikroorganismen, pH und chemische Zusammensetzung
des Bodens, beeinflusst, sondern auch in synthetischen Nahrmedien mehr
oder weniger stark herabgesetzt (Abraham und Duthie, 1946; Dono-
vick et al., 1948).

Penicillin G wird selbst in kristallinem Zustand relativ rasch inaktiv.
In Losung ist die Haltbarkeit noch um einen beachtlichen Faktor ver-
kiirzt. ‘

Bei der Durchfiihrung von Untersuchungen iiber die Einfliilsse von
“Antibiotika auf das Wachstum und auch die Ionenaufnahme war es daher
wichtig, vorerst abzukliren, wie es um die Stabilitdt der zur Verwendung
gelangenden Antibiotika in der vorgelegten Néahrlosung bestellt ist.

Die Stabilitdtsverhéltnisse wurden daher im Plattentest ermittelt. Es
wurden je Antibiotikum mehrere Kolben mit Pfeffer-Robbins-Néhrlosung
bereitgestellt und mit den zu testenden Antibiotika versetzt. Die Kon-
zentration wurde derart gewihlt, dass im Plattentest gut messbare
Hemmzonen entstanden.

An jedem Testtage wurden den Kolben aliquote Volumina entnommen
und zur Bildung eines «Mittelwertes» zusammengegeben. Zudem lief an
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jedem Tage und auf jeder Platte eine Standardlosung (frisch hergestellte
Losung von Penicillin G) als Kontrolle mit.

Tabelle 1

Stabilitdt von Penicillin G, Penicillin V, Streptomyecin und Chloramphenicol in der
Pfeffer-Robbins-Nahrlosung
Standard = frische Losung von Penicillin G
HZD = Hemmzonendurchmesser in Millimeter
T/S = Vergleichswert (Test-HZD : Standard-HZD)
angegeben sind stets Mittelwerte aus 10 Platten

Pt Standard Penicillin G Penicillin V Streptomycin ?)%I:;?crgi
datum
Tage | mgp | mzp | T
/8 HZD T/S HZD T/S HZD
0 23,75 22,95 0,97 25,20 1,08 17,68 0,75 20,15
1 19,55 13,55 0,69 20,85 1,07 20,05 1,03 21,85
2 17,65 8,60 0,49 18,25 1,03 16,65 0,94 19,90
3 19,95 0,00 - 19,60 0,98 17,65 0,89 21,55
4 19,80 : 19,50 0,98 17,95 0,91 20,81
b 22,55 21,00 1,07 22,65 1,01 20,63
6 21,20 20,05 0,95 22,45 1,06 21,18
7 19,30 ~ 18,35 0,95 22,20 1,15 19,89
8 17,80 17,40 0,98 | 19,25 1,08 20,65
9 17,95 16,85 0,94 21,30 1,19 19,55
10 19,70 17,50 |. 0,89 18,05 0,92 19,62
36 17,50 10,35 0,59 17,20 0,98

Bei Chloramphenicol sind keine T/S-Werte angegeben, da diese Teste zu spaterer Zeit
in separater Serie stattfanden

Die Resultate (Tab. 1) zeigen, dass die antibiotische Wirkung von Peni-
cillin G innert 24 Stunden stark abnimmt und nach 3 Tagen fiir den Test
unmessbar klein wird. Aus diesem Grunde musste fiir die Versuche an
Stelle von Penicillin G Penicillin V verwendet werden, dessen Wirkung
im Vergleich zu Penicillin G gleichwertig ist. Dieses Antibiotikum sowie
Streptomycin und Chloramphenicol behalten ihre Aktivitdt wéihrend
einer Versuchsperiode praktisch unverdndert bei.

Die Schwankungen der Mittelwerte konnten trotz gleichméssiger Her-
stellung der Teste unter konstanten Bedingungen nicht verhindert wer-
den. Ihre Ursache liegt vor allem darin, dass die Beimpfung der Platten
mit Bacillus subtilis nur annahernd quantitativ kontrollierbar ist.



Bestimmung der toxisch wirkenden Dosis

Ferner musste abgekldrt werden, in welcher Konzentration diese Anti-
biotika fiir das Wachstum der Pflanze toxisch zu wirken beginnen.

In Untersuchungen des Wachstums und der Ionenaufnahme interessiert
natiirlich vor allem der nichttoxische Bereich, da bei einer Schidigung
Veranderungen im vornherein erwartet werden diirften. Jedoch schien
mir die Untersuchung des toxischen Bereiches nicht weniger interessant.

Ein Erkennen der toxischen Konzentration ist jedoch — wie die dies-
beziiglichen Versuche zeigten — nicht unbedingt leicht, denn die schéadi-
gende Wirkung erscheint in verschiedenen Formen, wie Hemmung der
Wurzel- und Sprossausbildung sowie der Chlorophyllsynthese. Diese

Tabelle 2

Zea Mays: Antibiotikumeinfluss auf die Ausbildung von Spross und Wurzel in Abhéngigkeit
vom Alter der Keimpflanze im Moment der Antibiotikumzugabe

Antibiotikum: Streptomycin
Wachstum der Pflanzen mit Antibiotikum: 13 Tage
Nahrlésung pro Kolben: 200 cem
Temperaturmittel : 25 °C
Mittlere relative Luftfeuchtigkeit: 50-60 9%
Tageslange: 14 Stunden

A = 4 Tage Keimung und 4 Tage Vorkultur
B = 3 Tage Keimung und 1 Tag Vorkultur
Umfang der Stichprobe: je 5 Pflanzen

.APU- im Vergleich zur Kontrolle
biotikum-
konz-en i Spross Wurzel
tration
molar A B A B
Langen- 10-5 etwas reduziert gleich reduziert
wachstum gefordert .
102 schwach stark reduziert stark
reduziert reduziert reduziert
193 stark stark
reduziert reduziert
Trockengewicht 10-% etwas reduziert gleich reduziert
gefordert
104 schwach reduziert reduziert stark
reduziert reduziert
10-3 reduziert stark
reduziert
Hemmung der 19> keine schwach
Chlorophyll- 10-4 schwach stark
bildung 1H)=3 stark
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Symptome treten bei steigender Antibiotikumkonzentration in mehr oder
minder fliessendem Ubergang auf, selbst dann, wenn die Konzentrationen
in Zehnerpotenzen variiert werden, wie dies in den Versuchen geschah.
Die angewendeten Konzentrationen waren fiir alle Antibiotika 10—7—,
10—%—, 1075, 104 sowie 10—3molar. Zudem wurde aus einem interessanten
Befund heraus, welcher im Abschnitt iiber die Beeinflussung der Pigment-
synthese erldutert wird, noch die Konzentration 5-10—*molar in die
Reihe eingeschoben.

Es zeigte sich, dass sowohl bei Penicillin als auch bei Streptomyecin und
Chloramphenicol das dusserliche Auftreten von Toxizitédtserscheinungen
praktisch in die gleiche Konzentration fallt. Bei Beriicksichtigung des
fliessenden Uberganges konnten nur die Konzentrationen M 10-7, 10-8
und 1075 als nichttoxisch bezeichnet werden. Bei den hochsten Konzen-
trationen (M 5-10—% und 10-2) waren alle Symptome einer Schidigung
vorhanden. In noch hoherer Dosis liessen sich die Pflanzen nicht mehr
fiir die Dauer einer Versuchsperiode von 10-14 Tagen halten. Hier war
also die Letalgrenze erreicht.

Tabelle 3
Zea Mays: Einfluss der Dauer der Antibiotikumexposition auf das Wachstum und die
Chlorophyllbildung
Antibiotika: Penicillin G bzw. V
Alter der Pflanzen bei Antibiotikumzugabe : 6 Tage
Wachstum der Pflanzen mit Antibiotikum: 14 Tage
Nahrlésung pro Kolben: 200 cem
Temperaturmittel : 25°C
Mittlere relative Luftfeuchtigkeit: 50-60 9,
Tageslange: 14 Stunden

Mittelwerte aus 5-8 Pflanzen

2w % im Vergleich zur Kontrolle
Antibiotikum-

konzentration Spross | Wurzel
molar
Penicillin G | Penicillin V I Penicillin G | Penicillin V

Léange (em) 10-5 0,0 + 1,0 — 18,7 —26,3

10—4 —17,9 + 4,0 —35,3 —20,4

10-3 S A4 — 9224 64
Hemmung der 10— keine : keine
Chlorophyll- 10— keine stark
bildung 10-3 keine stark

Bei welcher Konzentration die ersten Symptome auftreten, hingt im
wesentlichen vom Alter ab, welches die Pflanze im Moment der Anti-
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biotikazugabe erreicht hat. (Als erstes Symptom moge das sichtbare Aus-
bleichen gewisser Blattpartien definiert sein.) Auch in Linge und Trok-
kengewicht zeichnet sich eine solche Abhéangigkeit ab (Tab. 2).

Im weiteren spielt selbstversténdlich die Dauer der Antibiotikum-
einwirkung eine grosse Rolle. Sie wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht
untersucht, jedoch kann im Vergleich der Wirkungen von Penicillin G
und Penicillin V eine Bestédtigung gefunden werden (Tab. 3). Verliert
doch, wie bereits dargelegt, das Penicillin G seine antibiotische Wirkung
sehr rasch, wiahrend Penicillin V stabil bleibt.

Einfluss des Entfernens der Karyopsen
auf die Empfindlichkeit der Pflanzen gegeniiber Antibiotikawirkungen

Das Entfernen der Karyopsenreste von der Keimpflanze hatte allge-
mein eine Herabsetzung der Wachstumsgeschwindigkeit zur Folge. Das
Auftreten der ersten Erscheinungen der Antibiotikumwirkung wurde
dadurch jedoch nicht in eine niedrigere Konzentration verschoben.

Einzig konnte beobachtet werden, dass sich Pflanzen, denen die Ka-
ryopse gelassen wurde, etwas ldnger in den 10—3molaren Antibiotika-
16sungen halten liessen.

Antibiotikumzusatz und dadurch resultierende
pH-Verschiebungen in der Néahrlosung

Eine wichtige Voraussetzung ist eine moglichst parallele pH-Veran-
derung in den Néahrlosungen verschiedener Bedingungen. Ist diese For-
derung nicht gegeben, so ist es klar, dass verschiedenes Wachstum bzw.
unterschiedliche Ionenaufnahme nicht unbedingt auf die Wirkung der
Antibiotika zuriickgefiihrt werden diirfen. ;

In der verwendeten Nihrlosung betrigt das Anfangs-pH ca. 4. Wih-
rend einer dreiw6chigen Kultivierung von Mais ohne Zuséitze steigt das
pH auf etwa 7. Diese normale pH-Anderung lédsst sich in einer unver-
diinnten Pfeffer-Robbins-Nédhrlosung auch bei Antibiotikumzusatz von
sogar 10~*molar annidhernd beibehalten.

In den Versuchen mit verdiinnter Nahrlosung reichte jedoch die Puffer-
wirkung nicht mehr aus, in den hochsten Konzentrationen das pH auf
einem der Kontrolle gleichen Wert zu halten.

Die Verdiinnung der Néhrlosung war notig, um die Kalium- und Cal-
ciumkonzentration herabzusetzen, da sonst eventuelle Effekte in der
Aufnahme dieser Ionen — infolge einer gewissen Sattigung der Pflanze —
- nur schwer zu erkennen sind (vgl. Frei, 1963, S. 50).
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Durch diese Verdiinnung fillt aber auch der Phosphatgehalt und damit
die Pufferkapazitédt. Ein Ersatz durch Natriumphosphat wére ungiinstig
gewesen, weil dadurch in der Aktivierungsanalyse mit einem Natrium-
pegel gerechnet werden miisste, welcher sich nachteilig auf die Bestim-
mungen von Kalium und Calcium ausgewirkt héitte. Der verminderte
Tonengehalt hingegen hatte auf das Wachstum der Pflanzen wéhrend der
relativ kurzen Kultivierungsdauer keinen merklichen Einfluss.

Zur Beurteilung der Resultate musste daher die Beeinflussung von
Wachstum und Ionenaufnahme durch pH-Unterschiede abgeklidrt wer-
den.

Eine nur geringfiigige Verschiebung im End-pH, wie sie fiir Strepto-
mycin und Chloramphenicol zu verzeichnen war (grosste Differenz gegen-
iber Kontrolle: 1 pH-Stufe), darf im vornherein unberiicksichtigt bleiben.
Aber auch die grossere Differenz in Penicillinversuchen (3 pH-Stufen d.h.
Kontrolle: pH ca. 7 bzw. 1073 M: pH ca. 4) diirfte nicht als effektives
Moment in Frage kommen.

Aus den Untersuchungen von Lauchli (1966, Tab. 4) ergibt sich, dass
das Trockengewicht von Mais, welcher bei pH 4 gewachsen ist, gegen-
iber jenem aus Nahrlosungen von pH 6,5 nicht verschieden ist. Zudem
zeigt die Tonenaufnahme bei Mais ebenfalls keine signifikante pH-Ab-
hangigkeit (Lduchli, 1966).

Nachweis aufgenommener Antibiotika in Wurzel und Spross

Eine Beeinflussung des Stoffwechsels und damit des Wachstums der
Pflanze ganz allgemein wird vor allem dann statthaben, wenn das betref-
fende Antibiotikum in die Wurzel aufgenommen und in den Spross trans-
portiert wird und selbst im Pflanzenkorper noch seine antibiotische Wir-
kung beibehélt. Bei eventueller Desorganisation des Molekiils kénnten
natiirlich auch dessen Bruchstiicke eine Wirkung auf die Pflanze ausiiben.
Die Frage, ob Antibiotika von hoheren Pflanzen aufgenommen werden,
ist bereits verschiedentlich untersucht worden ; Mitteilungen dariiber fin-
den sich fiir Aureomycin (Blanchard und Diller, 1951), Griseofulvin,
Streptomycin und Chloramphenicol (Brian et al., 1951; Crowdy, 1957;
Mitchell et al., 1952, 1954; Ovsyannikova, 1965) wie auch fiir Peni-
cillin (Winter und Willeke, 1951; Winter, 1952) und Tetracyclin
(Alcorn und Ark, 1956).

Die Aufnahme bzw. die Menge, welche aufgenommen wird, hiangt ab
von der Dauer der Einwirkung und der Konzentration in der Vorlage
(Dye, 1956; Pramer, 1954), aber auch von Temperatur, pH, Ionen-
zusammensetzung der Losung, Anwesenheit von Atmungshemmstoffen
und verschiedenen Wachstumsregulatoren, was nicht zuletzt auf einen
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aktiven Aufnahmeprozess schliessen ldasst (Goodman und Dowler, 1958;
Goodman und Goldberg, 1960; Litwack und Pramer, 1957; Pra-
mer, 1956).

Da aus diesen Griinden eine Aufnahme der Antibiotika bei bestimmter
Versuchsanordnung nicht im vornherein angenommen werden kann,
wurde beildufig versucht, auf verschiedene Weise in den aufgezogenen
Pflanzen aktives, aus der Nahrlosung aufgenommenes Antibiotikum
nachzuweisen.

Die diesbeziiglichen Versuche umfassten:

1. die Untersuchung von Guttationstropfen im Plattentest;

2. die Untersuchung des Pressaftes zerriebener Sprosse und Wurzeln im
Plattentest;

3. die Untersuchung des Pressaftes im Papier- bzw. Diinnschichtchro-
matogramm (nach Horne und Pollard, 1948; Linskens, 1959;
Stahl, 1962).

Ein chromatographischer Nachweis gestaltet sich nicht ganz einfach,
da es sich bei einem Pflanzenpressaft um ein komplexes Analysengut
handelt. Dazu kommt, dass der Pressaft relativ wenig Antibiotikum
enthilt; diirfte letzteres doch zum Teil an gewisse Strukturen gebunden
und nur mit organischen Losungsmitteln extrahierbar sein (Crowdy und
Pramer, 1955).

Einzig Chloramphenicol liess sich im Papierchromatogramm mit dem
Nitrotest (Linskens, 1959, S. 308) im Wurzelpressaft nachweisen. Uber
den Zustand der Aktivitdt lisst zudem ein Chromatogramm hochstens
bei anschliessender mikrobiologischer Entwicklung eine Aussage machen,
da oft auch gewisse Gruppen des abgebauten, inaktiven Molekiils dhn-
liche Reaktionen mit &hnlichen R;Werten ergeben (Linskens, 1959,
S. 305). Zur mikrobiologischen Entwicklung ist jedoch wiederum eine
gewisse Anreicherung der Substanz im Chromatogramm notwendig. Auch
eine Identifizierung im Plattentest musste, wie sich bald zeigte, mit Vor-
sicht gemacht werden.

Schon in alter Zeit wurden die verschiedensten Pflanzen in der Medizin
zu Heilzwecken verwendet. Der Erfolg war wohl unbewusst zum Teil
dem Gehalt an antibiotisch wirksamen Substanzen zuzuschreiben. Heute
liegen zahlreiche Nachweise solcher Substanzen aus Pflanzen praktisch
aller Organisationsstufen vor. So zum Beispiel aus Algen und Moosen
(Wolters, 1964), vor allem aber aus Vertretern der héheren Pflanzen
(Carlson et al.,, 1946, 1948; Duquénois, 1955; Duquénois und
Schaelderlé, 1958; Kovacs, 1964; Nickell, 1959; Winter und Wil-
leke, 1951a, 1952a, b).
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Auch wihrend der Untersuchungen des Pressaftes im Plattentest konn-
ten hier solche antibiotischen Stoffe aufgefunden werden. Zeigte doch
der Pressaft aus Sprossen etwa 3 Wochen alter Maispflanzen eine schwach
hemmende Wirkung auf das Wachstum von' Bacillus subtilis. (Allerdings
war bei 24stiindiger Inkubation des Tests die Hemmzone stets leicht vom
Testorganismus iiberwachsen) (Fig. 2, K-S). Diese Tatsache musste bei
der Beurteilung der Testergebnisse einkalkuliert werden, welche in den
Figuren 2 und 3 abgebildet sind. Im Spross konnten, wie eine Begutach-
tung der Platten zeigt (Fig. 2), alle 3 Antibiotika als in aktiver Form vor-
handen gefunden werden: Chloramphenicol (C3S) durch eine gegeniiber
der Kontrolle (K-S) stdrker ausgeprigte Hemmzone und Penicillin (P3S)
sowie Streptomycin (S3S) durch eine Zone totaler Hemmung des Test-
organismus innerhalb der durch pflanzeneigene Stoffe bedingten Hemm-
zone (Pfeile!).

Im Falle des Tests der Wurzelpressifte waren die Nachweise ebenfalls
positiv und zudem eindeutig, da in der Kontrolle keine Hemmung zu ver-
zeichnen war (Fig. 3). Einzig der Nachweis von Streptomyecin ist hier
nicht ganz augenfillig, da Bacillus subtilis nicht sehr empfindlich gegen
dieses Antibiotikum ist. Aber auch dieser Test darf entsprechend der
geringen, jedoch scharf ausgeprigten Hemmzone (Pfeile!) positiv bewer-
tet werden.

Im Guttationswasser konnte nur Chloramphenicol in aktiver Form
nachgewiesen werden. Vermutlich war nur hier die Konzentration genii-
gend hoch, um noch die Hemmung von Bacillus subtilis zu bewirken.

Die Ergebnisse, gesamthaft gesehen, gestatten demnach die Aussage,
dass sowohl Penicillin wie auch Streptomycin und Chloramphenicol unter
den gegebenen Versuchsbedingungen von Maispflanzen via Wurzel auf-
genommen und in den Spross verfrachtet werden und zudem selbst im
pflanzlichen Organismus noch antibiotisch aktiv sind. Das bedeutet, dass
Effekte der genannten Antibiotika auf das Wachstum und auf die Ionen-
aufnahme nicht nur durch eine dussere Kontaktwirkung mit dem Wurzel-
system erfolgen werden, sondern vielmehr durch ihre direkte Effektivitdt
in den pflanzlichen Organen.

Hauptuntersuchungen

Die Beeinflussung der Pigmentbildung

Die Mitteilungen in der Literatur iiber die Hemmung der Pigment-
bildung - insbesondere der Chlorophyllsynthese — durch Antibiotika
beschrinken sich fast ausschliesslich auf die Wirkung von Streptomycin
(Literatur s. Kinleitung).
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Im Laufe dieser Arbeit konnten ebenfalls solche Wirkungen auf die
Pigmentproduktion beobachtet werden, und die Ergebnisse mogen hier
an den Anfang aller festgestellten Effekte gestellt werden, da diese Pig-
mentblockierung eine wesentliche Rolle hinsichtlich der Verinderungen
im Wachstum spielen diirfte.

Es konnte festgestellt werden, dass alle drei verwendeten Antibiotika
in gleicher oder zumindest dhnlicher Weise die Chlorophyllbildung beein-
flussen, trotzdem sie, entsprechend ihrer chemischen Struktur, verschie-
denen Stoffgruppen angehéren. : '

Aus Untersuchungen iiber die Wirkungsweise auf Bakterien ist Peni-
cillin als spezifischer Inhibitor der Zellwandsynthese bekannt (Rogers
und Jeljaszewicz, 1961; Strominger und Tipper, 1965), wihrend
Chloramphenicol als spezifisch die Proteinsynthese hemmend gilt (Weis-
berger und Wolfe, 1964) und ebenso auch Streptomycin als dieselbe
beeinflussend angesehen werden muss (Hurwitz, 1965; Parthier, 1965).

Die Frage nach Verallgemeinerung auch auf héhere Pflanzen ist heute
noch umstritten. Es diirfte wahrscheinlich sein, dass alle 3 Antibiotika
in irgendeiner Weise die Proteinsynthese beeinflussen.

Was die Hemmung der Chlorophyllbildung anbetrifft, lassen sich bei
genauer Beobachtung des zeitlichen Verlaufs wohl gewisse Unterschiede
bei den untersuchten Antibiotika feststellen.

Im gesamten betrachtet, kann festgestellt werden, dass eine Wirkung
erst in Konzentrationen iiber ca. 10~ M sichtbar wird. Mit zunehmender
Konzentration tritt sie dann mehr und mehr in Erscheinung. Dabei zeigt
sich deutlich eine graduelle Zunahme der Wirkung, da bei schwach hem-
mender Dosis des Antibiotikums die Blédtter hellgriin werden und bei
starker Hemmung gelb bis weiss erscheinen.

Viel auffilliger jedoch ist die partielle Wirkung, weil nicht das ganze
Blatt oder gar die ganze Pflanze chlorophyllos wird, sondern nur die vom
Moment der Antibiotikumzugabe weg neu entstehenden COrgane oder
Organteile. Dadurch sind stets Bldtter zu finden, welche spitzenwirts
kraftig griin, sonst aber total ausgebleicht sind (Fig. 4 und 5).

Die Hemmung der Chlorophyllbildung scheint sich also in der Blatt-
folge von der Blattbasis zur -spitze hin auszubreiten. Diese Beobachtung
steht in vélligem Einklang mit Resultaten von Euler (1953), Euler und
Stein (1955) und Sato (1959), welche zur Erkenntnis fiithrten, dass
bereits vor der Antibiotikumzugabe ausgebildetes Chlorophyll nicht abge-
baut wird, sondern unbeeinflusst bestehen bleibt.

Interessanterweise erscheint nun aber diese partielle Hemmung nicht
mit allen 3 Antibiotika in gleicher Lokalisation, sondern es ldsst sich bei
Chloramphenicol eine merkliche Abweichung feststellen.
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Wihrend bei Penicillin und Streptomycin eine gleichméssige Ausblei-
chung der Blattfliche (abgesehen vom chlorophyllhaltigen Endabschnitt)
erfolgt, zeigt sich bei Chloramphenicolwirkung eine Lokalisation auf die
Mittelrippe und die parallellaufenden Nerven, so dass eine ldngsgerichtete
Zeichnung entsteht (Fig. 5). Dieses Bild #ndert sich auch in hdherer
Konzentration nicht, zumal mit 103 M der Ubergang zur letal wirken-
den Dosis erreicht ist.

Bei Penicillin konnte ein weiterer, sehr interessanter Effekt festgestellt
werden. '

Werden Maispflanzen aufgezogen, ohne dass die Karyopsenreste ent-
fernt werden, so zeigt sich, dass unter der Wirkung von 10~*molar
Pénicillin eine Hemmung der Chlorophyllsynthese statthat (Fig. 4), bei
einer Dosis von 10-3 M jedoeh nicht (Fig. 5), obwohl weitere Hemmungen
im Spross, vor allem aber in der Wurzel klar zutage treten (Fig. 6 und 7).

In einem identischen Versuch wurde zudem die Penicillindosis 5-10-* M
mit untersucht; diese Konzentration erwies sich als etwas stérker pig-
menthemmend als 10-¢ M. Im {iibrigen erwies sich der 10—3-M-Effekt als
reproduzierbar.

Im Laufe der weiteren Untersuchungen zeigte sich, dass derselbe Effekt
auch in Pflanzen, deren Karyopsenreste entfernt wurden, entsteht, wenn
auch in etwas weniger eklatanter Weise.

Ganz allgemein wurde der Eindruck gewonnen, dass hinsichtlich des
Ausbleichungsgrades bei allen 3 Antibiotika in der Konzentration 1073 M
eine gewisse «Besserung» entsteht. Erstaunlicherweise also daselbst, wo
die fiir die Pflanze letal wirkende Dosis praktisch erreicht ist. Im Ver-
gleich zum Wachstum kénnte diese « Besserung» daher rithren, dass infolge
noch stirkerer Wachstumshemmung die Ausbleichung weniger in Kr-
scheinung tritt, weil damit der relative Anteil der griinen Blattfliche,
deren Chlorophyll vor der Antibiotikawirkung gebildet wurde, zur ge-
samten Blattfliche grosser wiirde.

Diese Betrachtungsweise diirfte jedoch auszuschliessen sein, da im
Konzentrationsbereich 104 bis 10-3molar das Wachstum vom Moment
des Beginns der Antibiotikumwirkung an — insbesondere durch Strepto-
mycin und Chloramphenicol — praktisch abgestoppt wird (vgl. Fig. 8).

Der Einfluss auf das Wachstum

Unter der Wirkung von Penicillin, Streptomycin und Chloramphenicol
kénnen je nach Konzentiation dieser Antibiotika merkliche Anderungen
im Wachstum festgestellt werden. Diese kommen sowohlim Lingenwachs-
tum, bzw. der Zuwachsrate, wie auch im Trockengewicht zum Ausdruck.
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Im grossen ganzen darf wohl von einer Hemmung gesprochen werden,
wie sie von verschiedenen Autoren beschrieben ist (Bein et al., 1947;
Bandi, 1957; Nooden und Thimann, 1963; Weihe, 1953).

Unter den Versuchsbedingungen der vorliegenden Arbeit zeigte sich
jedoch bald, dass dieser hemmende Effekt nicht iiber den ganzen zur Unter-
suchung gelangten Konzentrationsbereich verallgemeinert werden kann.
In den hoheren Konzentrationen — insbesondere in jenen, wo die Pig-
menthemmung statthat — konnte eine Hemmung des Wachstums besté-
tigt werden. Zusitzlich jedoch konnte fiir geringe Dosen — also fiir jene,
welche auf die Pigmentbildung noch ohne Einfluss bleiben — sogar eine -
Wachstumsstimulation angegeben werden.

Beeinflussung des Langenwachstums

Bereits in den photographischen Abbildungen (Fig.4, 5, 6 und 7)
kommt zum Ausdruck, dass eine deutliche Unterscheidung in der Wir-
kungsintensitit der 3 Antibiotika gemacht werden kann. Wihrend Strep-
tomycin und Chloramphenicol, insgesamt betrachtet, das Wachstum der
Pflanze stark beeinflussen, zeigt Penicillin im Vergleich dazu eine gerin-
gere Wirkung.

Diese Feststellung betrifft sowohl die Beeinflussung des Wachstums
der Wurzel als auch des Sprosses, und sie lidsst sich parallelisieren mit
der geringeren medizinischen Giftigkeit von Penicillin gegeniiber Strep-
tomycin oder Chloramphenicol.

Betrachtet man die Effekte in den verschiedenen Konzentrationen,
s0 zeigt sich deutlich, dass Penicillin iiber den ganzen untersuchten Bereich
die Wachstumsrate nicht wesentlich verdndert (ausgenommen in der
starksten Konzentration). Die Wurzel wird zunehmend in ihrem Wachs-
tum gehemmt, jedoch in schwicherem Ausmass als bei den beiden ande-
ren Antibiotika (Fig. 8).

Streptomycin und Chloramphenicol bewirken ein mehr oder weniger
identisches Bild mit einer férdernden Beeinflussung des Liangenwachs-
tums in nichttoxischen bzw. hemmenden in toxischen Konzentrationen.

Die Kurvenpunkte (Fig.8) sind jeweils Mittelwerte der absoluten
Lange von Spross bzw. Wurzel bei Versuchsabbruch. Um ein Bild vom
eigentlichen Léngenzuwachs wéihrend der Versuchsperiode unter Anti-
biotikawirkung zu erhalten, ist zu beriicksichtigen, dass die Keimpflanzen
im Moment der Antibiotikumgabe durchschnittlich sowohl eine Spross-
wie auch eine Wurzellinge von 10 cm aufwiesen; es zeigt sich dabei, dass
dieser Zuwachs in den héchsten Konzentrationen sehr gering ist. Von
einer Sistierung des Wachstums kann aber nicht gesprochen werden; ist

232



Figur 2

Zea Mays: Nachweis der gebotenen Antibiotika im Sprosspressaft

Alter der Keimpflanzen bei Antibiotikumzusatz: 7 Tage
Wachstum mit Antibiotikum: 18 Tage
Antibiotikumkonzentration in Nahrlésung: 1032 M

K-S = Kontrolle

C38 Chloramphenicolnachweis
P38 = Penicillinnachweis

538 = Streptomycinnachweis
Pfeile 8. Erklarung im Text (S. 229)
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Figur 3

Zea Mays: Nachweis der gebotenen Antibiotika im Wurzelpressaft

Alter der Keimpflanzen bei Antibiotikumzusatz: 7 Tage
Wachstum mit Antibiotikum: 18 Tage
Antibiotikumkonzentration in Néhrlosung: 102 M

K-W
C3W
P3W
S3W

Pfeile

l

Kontrolle
Chloramphenicolnachweis
Penicillinnachweis
Streptomyecinnachweis

8. Erklarung im Text (5. 229)



Figur 4

Zea Mays: Einfluss von Penicillin, Streptomycin und Chloramphenicol auf das Spross-
wachstum und die Chlorophyllbildung

Alter der Keimpflanzen bei Antibiotikumzusatz: 7 Tage

Wachstum mit Antibiotikum: 18 Tage
Antibiotikumkonzentration in Nahrlosung: 10* M
Von links nach
rechts: Kontrolle
Chloramphenicolwirkung
Penicillinwirkung

Streptomycinwirkung



Figur 5

Zea Mays: Einfluss von Penicillin, Streptomycin und Chloramphenicol auf das Spross-
wachstum und die Chlorophyllbildung

Alter der Keimpflanzen bei Antibiotikumzusatz: 7 Tage

Wachstum mit Antibiotikum: 18 Tage
Antibiotikumkonzentration in Nahrlésung: 10-3 M
Von links nach
rechts: Kontrolle
Chloramphenicolwirkung
Penicillinwirkung

Streptomycinwirkung



Figur 6

Zea Mays: Einfluss von Penicillin, Streptomycin und Chloramphenicol auf das Wurzel-
wachstum

Alter der Keimpflanzen bei Antibiotikumzusatz: 7 Tage

Wachstum mit Antibiotikum: 18 Tage
Antibiotikumkonzentration in Nahrlosung: 102 M
Von links nach
rechts: Kontrolle
Chloramphenicolwirkung
Penicillinwirkung

Streptomycinwirkung



-

Figur 7

Zea Mays: Einfluss von Penicillin, Streptomycin und Chloramphenicol

Von links nach
rechts:

auf das Wurzelwachstum

Alter der Keimpflanzen bei Antibiotikumzusatz: 7 Tage

Wachstum mit Antibiotikum: 18 Tage
Antibiotikumkonzentration in Nahrlésung: 103 M
Kontrolle

Chloramphenicolwirkung

Penicillinwirkung

Streptomycinwirkung



Figur 9a

Figur 9b

Figur 9c

Figur 9d




Figur 9 a—d

Zea Mays: Einfluss von Penicillin, Streptomycin und Chloramphenicol
auf die Bildung von Wurzelhaaren

Alter der Keimpflanzen bei Antibiotikumzusatz: 6 Tage

Wachstum mit Antibiotikum : 3 Tage
Antibiotikumkonzentration in Nahrlésung: 104+ M
a = Kontrolle

b = Penicillinwirkung

¢ = Chloramphenicolwirkung

d = Streptomycinwirkung
Alle Aufnahmen in gleicher Gesamtvergrésserung
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Figur 8

Zea Mays: Einfluss von Penicillin, Streptomycin und Chloramphenicol
auf das Langenwachstum

Alter der Keimpflanzen bei Antibiotikumzusatz: 7 Tage
Wachstum mit Antibiotikum: 14 Tage
Mittelwerte aus 8—10 Pflanzen

0 o Wurzel

O Spross ®
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doch festzuhalten, dass selbst in der Konzentration 10—3 M stets eine den
Kontrollpflanzen entsprechende Anzahl Blitter ausgebildet wird.

Die erwidhnte Stimulierung des Wachstums mag in den vorliegenden
Figuren nicht unbedingt signifikant erscheinen. Durch eine eingehende
Betrachtung der Verhiltnisse unter Beriicksichtigung der Ausbildung von
Seiten- und Adventivwurzeln konnte aber diese fordernde Wirkung erhér-
tet werden. In den betreffenden Konzentrationen zeigte sich ndmlich
eine zunehmend bessere Ausbildung der Seitenwurzeln und eine stirkere
Tendenz zum Adventivwurzelansatz, nach der Reihe:

K<10o"M <10M > 10°M >> 104 M...

Uber 10-°molar erfolgte zunehmende Unterdriickung der Adventiv-
und Seitenwurzeln.

Was nun die Hemmung des Wachstums anbetrifft, so koénnen drei
interessante Feststellungen erwdhnt werden:

1. Ein Vergleich der Seitenwurzelausbildung in den Konzentrationen
104 M, 5-10~4 M und 103 M lisst erkennen, dass in der héchsten — also
«préletaleny — Dosis wieder eine schwache, aber merkliche Forderung
statthat (Fig. 6 und 7). Sie ldsst sich parallelisieren mit den Beobachtun-
gen iiber die Pigmenthemmung.

2. In den Konzentrationen 10~* M und héher der 3 Antibiotika konnten
nach etwa zehntdgiger Kultivierung an den Spitzen der Seitenwurzeln
braunliche, flockige Abscheidungen festgestellt werden. Mikroskopisch
gesehen, scheinen hier mehr Zellen der Wurzelhaube, eventuell auch der
Waurzelspitze abgestossen zu werden als bei den Kontrollen. (Leider war
eine photographische Dokumentation nicht moglich, da bei der Pripa-
ration sich die Zellhaufen von der Wurzelspitze 16sten.)

Schopfer et al. (1952) beschreiben insbesondere eine hemmende Wir-
kung von Streptomycin auf das Wachstum von embryonalen Zellen der
Seitenwurzelmeristeme.

Auch Chloramphenicol zeigt eine Wirkung auf zytoplasmatische Struk-
turen meristematischer Zellen (Sosnova und Hrabetova, 1958), und
Penicillin kann Veridnderungen des Dermatogens hervorrufen (Bein et al.,
1947). Demnach wire eine Desorganisation des Gewebes in der Spitzen-
zone der Seitenwurzeln bei pathologisch wirkenden Dosen nicht auszu-
schliessen. Beschreibt zudem doch Dye (1956) die nekrotische Wirkung
héherer Streptomycinkonzentrationen auf Blitter und Stengel.

3. Auffallend und von physiologischer Bedeutung ist im weiteren die
Bildung von sehr viel mehr und lingeren Wurzelhaaren an Haupt- und
Seitenwurzeln. Die Abbildungen (Fig. 9 a—d) zeigen je einen Ausschnitt
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einer Hauptwurzel von Kontrolle, Penicillin, Chloramphenicol und Strep-
tomycin (10— M).

Wihrend bei den Kontrollen nur wenige, kurze Wurzelhaare zu finden
sind, treten sie in den Antibiotikakonzentrationen 10—4molar und hoher
ab ca. 1 cm hinter der Spitze der Hauptwurzel bis in die Region der Seiten-
wurzeln hinein und selbst an letzteren in dichter Masse auf. Dabei zeich-
net sich auch hierin eine verschiedene Intensitit in der Effektivitédt der
3 Antibiotika ab, welche in die Gruppierung der medizinischen Giftig-
keit passt: je toxischer das Antibiotikum, desto mehr Wurzelhaare wer-
den gebildet.

Diese Erscheinung ist bereits am zweiten Tage nach der Antibiotikum-
gabe signifikant,

Beeinflussung des Trockengewichtes

Eine weitere Beurteilung der Antibiotikumwirkung kann mit Hilfe
des Trockengewichtes gewonnen werden (Fig. 10). Es erweist sich eine
deutliche Parallelitdt zum Léingenwachstum. Wihrend Penicillin nur
in der stdrksten Dosis eine prignante Anderung des Trockengewichts im
Sinne einer Hemmung bewirkt, zeigen die Kurven fiir Streptomyecin und
Chloramphenicol im nichttoxischen Konzentrationsbereich wiederum
Forderung und in toxischen bis letalen Dosen einen hemmenden Einfluss.

Insgesamt sind nach den Ergebnissen der gemachten Untersuchungen
hemmende und fordernde Einfliisse auf das Wachstum zu verzeichnen,
welche abhéingig von der Antibiotikumkonzentration sind und welche
nicht auf eine Antibiotikumspezifitidt hinweisen.

Der Einfluss auf die Wasseraufnahme

Parallelgehend mit den Wachstumsverdnderungen kann auch eine ver-
dnderte Aufnahme von Wasser festgestellt werden. Diese dussert sich
jedoch erst in den hohen Antibiotikumkonzentrationen in signifikanter
Weise, das heisst, wo auch die wachstumshemmenden Effekte deutlich
hervortreten. Bei allen 3 Antibiotika war die stiarkste Hemmung der
Wasseraufnahme stets in der préletalen Konzentration mit 509, gegen-
iiber der Kontrolle zu verzeichnen.

Diese Verianderung im Wasserhaushalt kann als weiterer Ausdruck
der Beeinflussung des Wachstums durch die Antibiotika angesehen werden. .

Eine markante Erhohung der Transpiration, welche etwa in einer signi-
fikanten Erhohung der Wasseraufnahme zum Ausdruck gekommen wiire,
wurde nicht festgestellt.
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Figur 10

Zea Mays: Einfluss von Penicillin, Streptomycin und Chloramphenicol
auf das Trockengewicht

Alter der Keimpflanzen bei Antibiotikumzusatz: 7 Tage

Wachstum mit Antibiotikum: 14 Tage
Mittelwerte aus 8-10 Pflanzen
(@) O Spross ® e Wurzel




Winter (1952) konnte erkennen, dass Penicillin in héheren Konzen-
trationen die Guttation hemmt. :

Diese Beobachtungen konnten auch in meinen Versuchen bestétigt
werden. Etwa 2-3 Tage nach der Antibiotikumzugabe konnten an den
Pflanzen der hochsten Konzentrationen keine Guttationstropfen mehr
beobachtet werden.

Allgemein gesehen, diirfte die Beeinflussung des Wasserhaushaltes
kaum in ihrer Intensitidt mit jener durch Patulin bewirkten zu vergleichen
sein, welches Antibiotikum als Welkstoff und starkes Plasmagift bekannt
ist (Gdumann und Jaag, 1947; Gaumann et al., 1947).

Der Einfluss auf die Ionenaufnahme

Im Zusammenhang mit dem Einfluss von Penicillin, Streptomycin und
Chloramphenicol auf das Wachstum der Pflanze ist die Untersuchung
der Beeinflussung der Tonenaufnahme von unbedingtem Interesse. Diese
Frage ist jedoch bis heute kaum an intakten Pflanzen untersucht worden.

- Durch verschiedene Arbeiten, welche die Beziehungen zwischen der
Tonenaufnahme und der Proteinsynthese abzukliren versuchten und in
welchen Chloramphenicol als spezifischer Inhibitor der Eiweissynthese
verwendet wurde, sind dessen hemmende Einfliisse auf die Aufnahme
verschiedener Ionen bekanntgeworden. Die Untersuchungen wurden
jedoch — mit Ausnahme der Arbeiten von Uhler (1961) sowie Uhler und
Russell (1963) — an isolierten Zellen (Jyung et al., 1965), isolierten
Organellen (Hanson und Hodges, 1963) bzw. mit Gewebestiicken
gemacht (Ellis, 1963; Jacoby und Sutcliffe, 1962; Sutcliffe, 1960)
oder an einzelnen Organen, wie Blittern (Jyung und Wittwer, 1964)
bzw. isolierten Wurzeln (Balogh et al., 1961; Hofner, 1963). Es fehlen
zudem die Vergleichsmoglichkeiten mit Penicillin und Streptomycin, die
zu erhalten ein weiteres Ziel dieser vorliegenden Arbeit war.

Es wurde zu diesem Zweck die Aufnahme von Kalium und Calcium
(als Vertreter der Nihrelemente) und von Strontium (ein fiir die Pflanze
reines Ballastelement) bestimmt. Die aktivierungsanalytische Gehalts-
ermittlung erfolgte jeweils nach Abschluss einer gewissen Wachstums-
periode, wilhrend welcher die Pflanzen unter der Wirkung verschiedener
Konzentrationen der erwihnten 3 Antibiotika standen.

Anmerkung: Es soll an dieser Stelle darauf aufmerksam gemacht wer-
den, dass in den verschiedenen Figuren der Gehalt in Form von Impuls-
zahlen aufgetragen ist. Diese sind gemiss der Aktivierungsanalyse ab-
hingig von der Intensitit der Bestrahlung. Da im Rahmen einer Akti-
vierung stets Wurzel- bzw. Sprossproben nicht genau denselben Verhélt-
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nissen im Neutronenfluss ausgesetzt waren, kann anhand der Kurven
kein Gehaltsvergleich von Wurzel und Spross gemacht werden. Dafiir —
insbesondere auch fiir Vergleiche zwischen verschiedenen Antibiotika —
sind allein die Tabellen (Tab. 4, 5 und 6) massgebend, in denen durch
Beriicksichtigung der Eichproben der Elementgehalt pro Gramm Trok-
kengewicht ausgerechnet ist.

Die Effekte auf die Kalium-Aufnahme

Die Kurven (Fig. 11) zeigen einen fiir Penicillin, Streptomycin und
Chloramphenicol gleichartigen Verlauf. Dieser ist interessanterweise im

Tabelle 4

Zea Mays: Einfluss von Penicillin, Streptomyecin und Chloramphenicol auf die Aufnahme
von Kalium

Alter der Keimpflanzen bei Antibiotikumzusatz: 7 Tage
Wachstum mit Antibiotikum: 14 Tage

Mittels Eichproben aus den Impulszahlen errechnete Gehaltswerte

Antibiotikum.- A A

konzerllzration » K/g TG | in 9 der Kontrolle

s Wurzel | Spross | Wurzel Spross
Penicillin — 13 900 33 400 100 100
10-7 11 500 30 200 83 90
10-8 12 100 29 000 87 87
103 10 900 25 300 78 76
10—+ 10 500 - 30 400 76 92
5-10—4 12 700 32 800 91 98
10-3 18 600 56 600 134 170
Streptomyecin — 22 500 44 800 100 100
10-7 17 700 40 100 79 89
10-¢ 27 000 50700 120 113
o= 21100 52 100 94 116
10— 25 300 65 000 112 145
5-10¢ 30 300 68 700 135 153
103 32 800 73 700 146 165
Chlor- — 22 500 44 800 100 100
amphenicol 10-7 20 600 36 900 92 82
10-¢ 16 100 34 500 72 77
105 14 900 40 900 . 66 91
- 104 25 500 51 100 113 114
5-10-4 27 500 56 600 122 126
10-3 38 000 55 900 169 125
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Vergleich zu demjenigen von Kurven iiber Wachstum und Trockenge-
wicht spiegelbildlich. Ist hier doch eine Hemmung der Aufnahme im
nichttoxischen und eine Forderung, die zum Teil ganz beachtliche Werte
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Figur 11

Zea Mays: Einfluss von Penicillin, Streptomyciﬁ und Chloramphenicol

auf die Kalium-Aufnahme

Alter der Keimpflanzen bei Antibiotikumzusatz: 7 Tage
Wachstum mit Antibiotikum : 14 Tage
Mittelwerte aus 8 Pflanzen

Beriicksichtige Anmerkung S. 237

® Wurzel O

Penicillin: ® O Spross
Streptomyecin: [ ] B Wurzel O [0 Spross
Chloramphenicol: A A Wurzel hay A Spross
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Figur 12

Zea Mays: Einfluss von Penicillin, Streptomycin und Chloramphenicol
auf die Calcium-Aufnahme

Alter der Keimpflanzen bei Antibiotikumzusatz: 7 Tage
Wachstum mit Antibiotikum: 14 Tage
Mittelwerte aus 8 Pflanzen

Beriicksichtige Anmerkung S. 237

Penicillin: [ e Wurzel o) O Spross
Streptomycin: B H Wurzel O 0O Spross
Chloramphenicol : A A Wurzel A A Spross
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annimmt, im toxischen Konzentrationsbereich zu finden. Unterschiede
im Vergleich der 3 Antibiotika sind hochstens ausgeprigt in der Breite
hemmend wirkender Dosisbereiche bzw. in der Intensitéit der inhibieren-
den oder stimulierenden Wirkung.

Auch die Tabelle (Tab. 4), in welcher die Werte fiir den Kaliumanteil
am Trockengewicht bzw. des prozentualen Vergleichs zur Kontrolle
zusammengestellt sind, gibt keinen Hinweis auf ein spezifisch anderes
Verhalten in der Wirkung eines dieser 3 Antibiotika.

Aus der Tabelle geht weiterhin hervor, dass der Kaliumgehalt der
Wurzeln stets geringer ist als jener der Sprosse. Daraus lasst sich schlies-
sen, dass keines der Antibiotika den Transport dieses Ions von der Wurzel

Tabelle 5

Zea Mays: Einfluss von Penicillin, Streptomycin und Chloramphenicol auf die Aufnahme
von Calcium ;

Alter der Keimpflanzen bei Antibiotikumzusatz: 7 Tage
Wachstum mit Antibiotikum : 14 Tage
Mittels Eichproben aus den Impulszahlen errechnete Gehaltswerte

Antibiotilcam. Calciumgehalt
konzentration y Calg TG : in 9% der Kontrolle
. Wurzel Spross Wurzel Spross
Penicillin — 280 551 100 100
16 235 513 84 93
10-¢ 191 551 68 100
Q=3 194 594 69 108
164 191 542 68 98
5-10-¢ 170 494 61 90
103 164 945 59 172
Streptomycin — 130 846 100 100
10-7 85 792 65 94
1o-8 137 959 105 113
105 ° 116 771 89 91
103 122 1090 94 129
5-10¢ 260 1400 200 166
10-3 372 1740 286 206
Chlor- — 131 846 100 100
amphenicol 107 51 506 39 60
10-¢ 49 470 37 56
10-3 69 630 53 75
104 92 874 70 103
5-10—4 © 184 877 140 104
10-3 188 1010 144 119
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in den Spross blockieren diirfte, was in der Folge durch eine signifikante
Anhaufung von Kalium in der Wurzel im Vergleich zum Gehalt im Spross
sichtbar werden miisste.

Die Effekte auf die Calcium-Aufnahme

Es ist allgemein bekannt, dass Kalium und Calcium nicht nur ernéh-
rungsphysiologisch fiir die Pflanze von grosser Wichtigkeit sind, sondern
dass die beiden Elemente durch ihre antagonistische Wirkungsweise im
pflanzlichen Organismus eine bedeutende Rolle spielen (Bollard und
Butler, 1966; Evans und Sorger, 1966).

In dieser Hinsicht schien die Untersuchung des Effektes der Antibiotika
auf die Aufnahme von Calcium als interessant und sinnvoll.

Die Versuche ergaben, wie die Kurven (Fig. 12) zeigen, einen der Ka-
liumaufnahme insgesamt durchaus vergleichbaren Effekt. Die Tabelle 5
zeigt zudem, dass der Calciumgehalt im Vergleich zu jenem von Kalium
viel geringer ist (was allgemein bekannt ist) und eine vorwiegende Loka-
lisation des Calciums im Spross. Unterschiede zwischen Kalium- und
Calciumaufnahme bestehen nur hinsichtlich der Verschiebung des hem-
menden bzw. fordernden Konzentrationsbereiches der Antibiotika. So
zeigt zum Beispiel ein Vergleich der Kurven der Penicillinwirkung (Fig. 11
bzw. 12) in toxischen Konzentrationen eine Erhohung des Kaliumgehaltes
in der Wurzel, wihrend die Calciumaufnahme durchwegs gehemmt wird ;
oder im Vergleich zur Hemmung der Kaliumaufnahme durch Penicillin
im Spross bleibt jene von Calcium in weitem Bereich unbeeinflusst.

Eine Beurteilung dieser Unterschiede durch selektive Wirkung dieses
Antibiotikums auf die Aufnahme dieser beiden Nédhrelemente ist sehr
schwierig, da solche Verschiedenheiten — wie in der Diskussion noch zum
Ausdruck kommen wird — auch durch Beeinflussung der verschiedensten
Vorginge sekundir entstehen kénnten.

Dagegen ist durchaus moglich, dass die Wirkung eines bestimmten
Antibiotikums hinsichtlich der Aufnahme verschiedenwertiger Tonen ver-
schieden stark ist. Die Verhéltnisse fiir Streptomycin weisen auf eine
solche Abhingigkeit hin (vgl. Tab. 4 und 5).

In welchem Masse dies fiir alle 3 verwendeten Antibiotika zutreﬁ'eﬁ
konnte, kann im Rahmen dieser Arbeit nicht voll entschieden werden.

Die Effekte auf die Strontium-Aufnahme

Uber die Aufnahme des Ballastelements Strontium ist allgemein be-
kannt, dass sie in Konkurrenz mit jener von Calcium geschieht (Collan-
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der, 1941). Es war daher interessant, zu erfahren, ob sich Antibiotika-
einfliisse auf die Strontiumaufnahme an jene der Calciumaufnahme anglei-
chen lassen.

Die Bestimmung des Strontiums gestaltete sich, verglichen mit den
Bestimmungen von Kalium und Calcium, schwieriger. Wie das Spektrum
(Fig. 1) zeigt, liegt das Strontium-85-Maximum im Bereiche der nieder-
energetischen Strahler, wodurch seine Gammastrahlung von einem hohen
Untergrunde begleitet ist. Zudem fillt an dieselbe Stelle ein Maximum
von Calcium-47. Dies hat zur Folge, dass die Bestimmung des Strontiums
erst geschehen kann, wenn die Strahlung von Calcium-47 abgeklungen
und die Gesamtstrahlung des Untergrundes méglichst reduziert ist. Diese
Wartezeit wird durch die relativ lange Halbwertszeit von Strontium-85
(T = 65 Tage) — demgegeniiber Calcium-47: T = 4,7 Tage — erméglicht,
allerdings unter entsprechender Einbusse an Impulsen pro Zeiteinheit.

IMPULSE

DISKRIMINATORSPANNUNG
Figur 13
Gammaspektren von Wurzelproben von Zea Mays
Laufzeit des Spektrums: 14 min
Logarithmische Abschwachung: 1,254
Kanalbreite: 1V

E = Eichung mit Ag-110
O = Spektrum der Probe okne Strontium
= Spektrum der Probe mit Strontium
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Figur 14

Zea Mays: Einfluss von Penicillin, Streptomycin und Chloramphenicol
auf die Stronttum-Aufnahme

Alter der Keimpflanzen bei Antibiotikumzusatz: 7 Tage
Wachstum mit Antibiotikum : 14 Tage
Mittelwerte aus 10 Pflanzen

" Beriicksichtige Anmerkung S. 237

Penicillin: o e Wurzel O O Spross
Streptomycin: | H Wurzel O O Spross
Chloramphenicol: A A Wurzel A A Spross
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Trotz einer Wartezeit von 60 Tagen verindert sich das Verhéltnis der
reinen Strontium-85-Strahlung zu jener des Untergrundes jedoch nicht
wesentlich, obwohl nun die Stérung durch Calcium-47 nicht mehr in
Betracht fillt. Ein Spektrenvergleich von Proben mit bzw. ohne Stron-
tium (Fig. 13) nach einer 60tdgigen Wartezeit zeigt im ersten Falle an
der Stelle von Strontium-85 ein Maximum bzw. im zweiten Falle ein
Minimum, jedoch insgesamt nur einen geringen Anteil reine Strontium-
strahlung.

Dies bedeutet, dass wohl die Strontiumstelle im Spektrum definiert
werden kann, sich die quantitative Analyse jedoch nur mit relativ langen

Tabelle 6

Zea Mays: Einfluss von Penicillin, Streptomycin und Chloramphenicol auf die Aufnahme
von Strontium

Alter der Keimpflanzen bei Antibiotikumzusatz: 7 Tage
Wachstum mit Antibiotikum : 14 Tage
Mittels Eichproben aus den Impulszahlen errechnete Gehaltswerte
Antibiotilkum. Strontiumgehalt
konzentration y 8r/g TG | in 9, der Kontrolle
) Wurzel | Spross | Wurzel Spross
Penicillin _— g5 261 W 117 100
10-7 253 231 93 88
10-6 189 218 70 84
10-3 184 251 68 96
10-4 157 259 58 99
5-10-% 255 259 ‘ 94 99
10-3 282 303 104 116
Streptomycin — 528 397 100 100
107 450 369 85 93
10-6 516 358 98 90
10-° 527 370 100 93
10-* 599 409 113 103
5-10—-% * * * *
10_3 * * £ *
Chlor- — 390 350 100 100
amphenicol 10-7 380 330 97 94
10-6 370 300 95 86
10-% 370 370 95 106
104 420 400 108 114
5-10-% *® * * *
10—3 * * * *

* = nicht getestete Konzentrationen
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Messzeiten durchfithren lisst. Ausserdem nimmt die Genauigkeit durch
die sich schwierig gestaltende Subtraktion des Untergrundes ab.

Die Messergebnisse der Strontiumanalysen ergaben, wie die Kurven
(Fig. 14) zeigen, eine der Kalium- und Calciumaufnahme gleichartige
Beeinflussung durch die Antibiotika.

Bei den Untersuchungen der Aufnahme dieses Ions wurde aus versuchs-
technischen Griinden nur in der Anwendung von Penicillin die volle Kon-
zentrationsreihe getestet. Fiir Streptomycin und Chloramphenicol fehlen
die Werte fiir die priletalen Dosen. Jedoch diirfte mit grosser Wahr-
scheinlichkeit ein anderes Verhalten als bei Penicillin, das in diesen Dosen
eine weitere Verstirkung der Aufnahme zeigt, auszuschliessen sein.

Anhand der Tabellen (Tab. 6) zeigt sich wiederum eine grossere Effek-
tivitdt von Streptomycin und Chloramphenicol, verglichen mit Penicillin.

Zudem liegt der Gehalt an Strontium in einer Grossenordnung, die
mit dem Calciumgehalt vergleichbar ist. Dieser Befund kann als Uberein-
stimmung mit Ergebnissen anderer Arbeiten taxiert werden, die dahin
gehen, dass bei gleichzeitiger Anwesenheit von Calcium und Strontium
im Nédhrmedium diese beiden Ionen anndhernd im selben Verhiltnis auf-
genommen werden, wie sie konzentrationsmaéssig im Substrat vorhanden
sind (Collander, 1937, 1941). Dies ldsst sich mit den Verhaltnissen der
Versuchsbedingungen der vorliegenden Arbeit vereinbaren; waren doch
beide Ionen in ungefihr derselben Konzentration in der Néhrlosung
gegenwartig.

Abschliessend kann gesagt werden, dass eine gesamthafte Betrachtung
— unter den Versuchsbedingungen dieser Arbeit — keine signifikante
wonenspezifische Wirkung der Antibiotika auf die Aufnahme von Kalium,
Calcium sowie Strontium erkennen lisst.

Die Verdnderungen der Ionenaufnahme diirften Sekundéareffekte sein,
welche durch verschiedene primére Wirkungen der Antibiotika auf wich-
tige Stoffwechselvorgéinge entstehen.

Diskussion

Die Resultate dieser Arbeit geben einen Uberblick iiber die Effekte,
die durch Penicillin, Streptomycin und Chloramphenicol hinsichtlich
Wachstums und Kationenaufnahme bei intakten hoheren Pflanzen ent-
stehen kénnen.

Es ist klar, dass die Ergebnisse sich nur in beschrinktem Masse mit
den Verhiltnissen und Vorgéingen in der freien Natur vergleichen lassen.
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Wahrend im Experiment unter stark vereinfachten Bedingungen gear-
beitet werden muss, werden im komplexen natiirlichen System des Bodens
die verschiedensten Faktoren eine Uberlagerung von Effekten ergeben,
die eine Interpretation verunmoglichen.

Eine weitgehende Vereinfachung dieses Systems zu Versuchszwecken
ldsst nun zwar das eindeutige Erkennen der Effekte zu, jedoch eine Erkla-
rung, bei der auch die Mannigfaltigkeit von Reaktionen, die in einem le-
benden Organismus ablaufen, beriicksichtigt werden miissen, wirft nicht
minder schwierige Probleme auf Sind doch Erscheinungen wie das Aus-
bleichen der Blitter oder die Hemmung bzw. Stimulierung des Wachs-
tums gleichsam der makroskopische Ausdruck von chemischen oder
physikalisch-chemischen Vorgingen, die sich im molekularen Bereich
abspielen.

Es war im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht méglich, ndher zu
untersuchen, ob die Verdnderungen des Wachstums und der Ionenauf-
nahme durch eine direkte spezifische Wirkung der Antibiotika auf gewisse
stoffwechselwichtige Zentren im Spross bzw. der Wurzel zustande kommen
oder ob eine Blockierung von Atmung oder Proteinsynthese als Ursache
in Frage kommt.

Die in den Resultaten erkennbare Vergleichbarkeit der Effekte sowohl
von Penicillin wie auch von Streptomycin und Chloramphenicol lésst
vermuten, dass weniger eine spezifische Wirkung, sondern eher eine Beein-
flussung von stoffwechselphysiologisch wichtigen Vorgéngen eine Rolle
spielt. Zeigen doch die verschiedensten Untersuchungen, dass sowohl im
Falle des Streptomycins als auch des Chloramphenicols nicht an eine
einzige spezifische Wirkung gedacht werden kann. So weisen, abgesehen
von der allgemein bekannten Hemmung der Proteinsynthese durch
Chloramphenicol, Arbeiten von Sosnova und Hrabetova (1958) und
Stoner et al. (1964) auf die Hemmung der oxydativen Phosphorylierung
und der ATPase-Aktivitit durch dieses Antibiotikum hin. Zudem gehoren
auch die Fillung von Nucleinsduren und Nucleoproteiden sowie die Hem-
mung des Einbaues von Aminosduren in die Proteine der Mitochondrien
und der Bindung von Messenger-RNS an Ribosomen zu seinen Wirkungs-
eigenschaften (Das et al., 1964; Penny und Galston, 1966; Weisber-
- ger und Wolfe, 1964). Die meisten dieser Wirkungen sind aber nicht
spezifisch fiir Chloramphenicol, sondern kénnen auch fiir Streptomycin
angenommen werden (Das et al., 1964; Euler, 1953; Kandeler, 1959;
Pestka et al., 1965).

Es ist daher verstindlich, dass bei einer derartigen Vielfalt von Wir-
kungsmoglichkeiten die Abklirung des genauen Reaktionsweges, der
schliesslich zur Pigmentblockierung bzw. zu einer Hemmung oder Sti-
mulierung des Wachstums fiihrt, bis heute noch nicht gelungen ist.
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Rossner (1960) zeigte anhand licht- und elektronenoptischer Unter-
~ suchungen, dass unter Streptomyecineinfluss die normale Ontogenese der
Chloroplasten gestort wird. Dieser Hemmung der Plastidenbildung geht
eine mehr oder minder starke Verhinderung der Chlorophyllsynthese
parallel, wobei die Umwandlung von Protochlorophyll in Chlorophyll a
oder die Bildung eines Pigmentvorldufers blockiert wird (Ledoyen, 1957)
bzw. eine von Rosen und Gawlik (1961) postulierte Bindung von Magne-
sium durch Streptomycin die Blockierung des Mg-benstigenden Schrittes
in der Synthese des Chlorophylls bewirkt. Dass das im Moment der Anti-
biotikumwirkung bereits ausgebildete Chlorophyll nicht abgebaut wird,
konnte in der vorliegenden Arbeit bestéitigt werden.

Diese schwerwiegende Hemmung der Photosynthese diirfte wohl in
direkter Weise das Wachstum und die Stoffwechselvorginge iiberhaupt
beeinflussen.

Aus den Resultaten dieser Arbeit geht hervor, dass die Reduktionen
des Wachstums vor allem dann bedeutend werden, wenn die Blockierung
der Pigmente und damit der CO,-Assimilation statthat. Zudem zeigt sich
umgekehrt eine leichte Férderung der Wachstumsrate in der hochsten
Antibiotikumkonzentration (10-3 M), fiir die eine entsprechende Ver-
minderung der Chlorophyllhemmung erkennbar ist. Diese diirfte im
Zusammenhang mit der stark geférderten Ionenaufnahme stehen ; zeigten
doch Gray (1955), Rosen (1957), Rosen und Gawlik (1961) sowie
Zahn (1962a, b, ¢) in ihren Untersuchungen, dass durch die verschie-
densten Kationen eine gewisse Entgiftung der Antibiotikumwirkung
erzielt wird. Es diirfte jedoch kaum méglich sein, die Wachstumséinde-
rungen allein durch die mehr oder minder starke Blockierung des Assimi-
lationsvorganges zu interpretieren.

Aus den Arbeiten von Calo et al. (1957) und Srivastava und Mere-
dith (1962) geht hervor, dass zumindest in gewissem Grade Atmung
sowie Proteinsynthese und -stoffwechsel zu beriicksichtigen sind. Eine
Wachstumsférderung insbesondere, wie sie auch in dieser Arbeit erscheint,
diirfte nur zu erkliren sein unter Miteinbezug der von Nickell und
Finlay (1954) angefiihrten Hypothesen iiber die Wirkung von Antibiotika
auf Vitamin- und Hormonstoffwechsel bzw. der Entgiftung von toxischen
Stoffwechselprodukten durch dieselben.

Inwieweit insbesondere Atmung und Proteinsynthese in direkter Bezie-
hung zur Ionenaufnahme stehen, ist bis heute nicht abgeklirt. Die Unter-
suchungen von Steward und Preston (1941) weisen auf einen engen
Zusammenhang hin. Ebenso die Untersuchungen von Steward (1954),
Steward und Millar (1954) sowie Russell (1954) und die neueren
Arbeiten, welche Chloramphenicol als Inhibitor der Proteinsynthese ein-
beziehen (Jacoby und Sutcliffe, 1962; Jyung et al., 1965; Sutcliffe,
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1960). Im Gegensatz dazu stellen MacDonald et al. (1966) eine solche
Beziehung, besonders bei der Chloramphenicolhemmung der Ionenauf-
nahme, in Frage.

Ein diesbeziiglicher Beitrag zur Kldrung der gefundenen H emmungen‘
kann im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht gegeben werden.

Was jedoch die stimulierende Wirkung auf die Tonenaufnahme anbe-
trifft, so wird durch die Ergebnisse dieser Untersuchungen ein Aspekt
angezeigt unter Beriicksichtigung der Gesamtheit der durch die Anti-
biotikumwirkung entstehenden Effekte in der Pflanze sowie der einfachen
Prinzipien passiver und aktiver Ionenaufnahme und der Bedeutung der
Wurzelhaare als Organe der Stoffaufnahme (s. dazu : Liauchli, 1967,
und weitere Literatur daselbst).

Die in hohen Konzentrationen der Antibiotika stark geforderte Aus-
bildung von Wurzelhaaren — welche in ihrem Wesen nicht gedeutet wer-
den kann — bringt eine enorme Oberflichenvergrésserung mit sich. Da-
durch erhéht sich in entsprechender Weise die Kapazitit der Wurzel,
Tonen aus der Nahrlosung zu adsorbieren, die somit der aktwen Aufnahme
zugénglich werden.

Bei weiterer Erhohung der Antibiotikumdosis in den Bereich der stark
toxischen Konzentration, die im Sinne von Sosnova und Hrabetova
(1958) bzw. Bein et al. (1947) zu einer Verdnderung zytoplasmatischer
Strukturen bzw. zum Platzen des Dermatogens fiihrt sowie eine Verin-
derung der Permeabilitit der Plasmagrenzschichten bewirkt (Bandi,
1957; Nickell und Finlay, 1954), kénnte sogar die reine Diffusion eine
hervortretende Bedeutung im Aufnahmeprozess erhalten.

Wie alle Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, so fithrt auch diese Be-
trachtung wieder unvermeidlich zum Schluss, dass alle 3 Antibiotika,
trotz Zugehorigkeit zu verschiedenen chemischen Stoffgruppen, gleich-
artige Vorgiange im Stoffwechsel der Pflanze beeinflussen diirften.

Zusammenfassung

1. Es wurden die Wirkungen von Antibiotika auf Wachstum und Tonen-
aufnahme (K, Ca, Sr) von intakten, hoheren Pflanzen (Zea Mays L.)
untersucht.

2. Folgende Antibiotika wurden verwendet: Penicillin V, Streptomycin
A und Chloramphenicol sowie in einigen Voruntersuchungen auch
Penicillin G.

3. Die Pflanzen wurden in definierter, mineralischer Néahrlésung auf-
gezogen, zu der nach einigen Tagen Vorkultur das Antibiotikum in
verschiedenen Konzentrationen zugegeben wurde.
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4. Die Antibiotika wurden bis zum Versuchsende in der Néhrlosung
belassen ; ein Verlust ihrer Aktivitdt war (ausser bei Penicillin G) wéh-
rend der Versuchsperiode nicht festzustellen.

5. Der Gehalt an Kalium, Calcium und Strontium wurde aktivierungs-
analytisch bestimmt.

6. Die Untersuchungen umfassten den nichitoxischen (1077-10—> M)
sowie den toxischen (10~5-10—3 M) Konzentrationsbereich der Anti-
biotika, wobei 102 M als préletale Dosis bezeichnet werden muss.

7. Die in der Nahrlosung vorgelegten Antibiotika konnten in aktiver
Form in Wurzel und Spross nachgewiesen werden.

8. Alle 3 Antibiotika bewirken im toxischen Bereich zunehmende Hem-
mung der Chlorophyllsynthese. In der priletalen Dosis ist eine Ab-
schwichung dieses Effektes zu erkennen. '

9. Das Wachstum wird ebenfalls in Abhédngigkeit von der Antibiotikum-
konzentration verandert. Feststellen lassen sich: Forderung im nicht-
toxischen und Hemmung im toxischen Bereich sowie eine leichte
Abschwichung der Hemmung in der priletalen Dosis.

10. Toxische Konzentrationen fordern in starker Weise die Ausbildung
von Wurzelhaaren. ‘

11. Die Kationenaufnahme (Kalium, Calcium und Strontium) wird in
nichttoxischen Konzentrationen gehemmt, in toxischen stark stimu-
liert.

12. Ein Unterschied der 3 Antibiotika in der Beeinflussung von Wachs-
tum und Ionenaufnahme erscheint nur in der Wirkungsintensitat.

Die vorliegende Arbeit wurde im Botanischen Institut der Universitit Basel unter der
Leitung von Herrn Prof. Dr. M.Geiger-Huber ausgefiihrt.

Ich danke ihm bestens fiir sein Interesse an meiner Arbeit und fiir die Uberlassung der
Mittel des Institutes. Mein herzlicher Dank gilt zudem Herrn Dr. H.Seiler, PD (Anorga-
nisch-Chemisches Institut, Universitat Basel), fiir seine Hilfe bei den Aktivierungsanalysen
und dafiir, dass er mir die Messapparaturen zur Verfiigung stellte,

Ausserdem verdanke ich bestens:

Herrn Dr. M.St6ri (J.R.Geigy AG) die Analyse des Eichmaterials sowie Herrn Prof.
J.F.Sutcliffe (Universitat Sussex, England) bzw. den Firmen Pfizer AG (Ziirich) und
Vifor SA (Genf) die kostenlose Uberlassung der verschiedenen Antibiotika.

Auch sei Herrn Dr, A.L&auchli fiir seine Ratschlage, Frl. E.Rudin fir ihre Mithilfe,
vor allem bei Aufzucht und Abbruch der Pflanzen, und meinem Freund J.Hess fiir seine
Mihe bei der Verfertigung der photographischen Dokumentationen bestens gedankt.
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