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{54) ’ Se!ek‘clonsverfahren fir Ef'fektoren mlttels Wachstums‘ und lonenumsatzanalysen autotropher Mikroal-
’ gensuspensionen ‘ o ; o ‘

: (57) Die Erﬂndung Selektionsverfahren fir Effektoren mittels Wachstums und Ionenumsatzanalysen autotropher
Mxkroalgensuspensnonen" dient der Suche nach Pflanzenschutzmitteln und der Charakterlsxerung von Effektoren
biologischer Prozesse. Sie verfolgt das Ziel, méglichst i in'einem Arbertsgang die Ergebnisse von Tests mit .
autotrophen Zellsuspensionen auszuwerten und dabei priméare Photosyntheseeffektoren von priméren Effektoren des
Stickstoffhaushalts bzw. der Proteinsynthese zu trennen. Die Erfindung basiert auf einem Auswertungsverfahren, das

- die entwicklungsbedingte Beeinflussung der optlschen Eigenschaften und lonenumsétze substanzbehandelter

Zellsuspensionen nutzt. Fig. 3 illustriert anhand-von Wirkbildern fiir die Beemflussung der optischen Eigenschaften .

bei 680 bis 750 nm sowie des pH-Wertes durch einen Effektor B, daB das Ausweértungsverfahren dariiber hinaus

Informationen (ber Einsetzen, Verlauf, Bestandxgkelt und Rlchtung der Wirkungsauspragung in Abhang;gkeit von der

DOSIS und von der Emw:rkungsdauer der Effektoren liefert. Fig. 3 :
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Erflndungsanspruche

1.  Verfahren zur Selektion von Effektoren mlttels Wachstums- und lonenumsatzanalysen autotropher Zellsuspensionen, .
dadurch gekennzeichnet, daR die optischen Elgenschaﬁen und der lonenumsatz des Stickstoffhaushalts substanzbehandeiter
autotropher Mlkroalgensuspensmnen genutzt-werden, um mlttels substanzinitiierter Variation der optischen Eigenschaften -

. und der lonenumsétze solcher Suspensionen die Effektoren in einem Arbeitsgang nach ihrer Wirkspezifik in primare und

- sekundire Photosynthese- bzw. Protemsyntheseeﬁektoren sowie in photosynthese- bzw protéinsyntheseneutrale Effektoren

-differenzieren zu kénnen. :

* 2. Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daf als autotrophe Zellsuspensionen alle suspendlerbaren autotrophen

" einzelligen Algen verwendet werden kénnen,

3. Verfahren nach Punkt 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daf3 die optlschen Eigenschaften der Algensuspensmnen mittels

" Spektralkolorimetrie; Spektralphotometrie oder Nephelometrie bei ein bzw. zwei bis n verschiedenen Wellenldngenbereichen

. ..oder ganzen Spektralbereichen im infraroten, sichtbaren oder ultravicletten Spektralbereich analysiert werden.

4, Verfahren nach Punkt 1 bis 3, dadurch gekennzelchnet daB der lonenumsatz der Algensuspensionen mittels pH-Elektroden, .
nitratsensitiver Elektroden oder anderer ionensensitiver Elektroden, polarographischer Methoden oder anderer

elektrochemischer Verfahren, spektralanalytischer Methoden oder durch Kombmatxon mehrerer dieser Methoden analysiert
wird.

5\ Verfahren nach Punkt 1 bis 4, dadurch gekennzeschnet daR die optischen Eigenschaften und die Ionenumsatze der
autotrophen Algensuspensionen in ginem Arbestsgang kontinuierfich oder in defmterter Zettfolgn paraHel oder simultan
analysiert werden.

‘Hierzu 4 Selten Zeschnungen :

;

- Anwendungsgeblet der Erfmdung ' o L
: Pﬂanzenschutzmlttelforschung, Suche nach Regu!atoren blologlscher Prozesse, Umweltanalyse, Naturstoffchemle

Charakteristik der bekannten Lésungen:

Der EinfluR chemischer Substanzen auf biologische Prozesse kann auf vielfaltige Weise gepruft werden Nach dem Patent
DD WP C12K1/100 Nr.94 234 lassen sich aus einer Stichprobg von Chemikalien dlejemgen selektieren, die den fundamentalen

“Prozel des autotrophen Zellwachstums, die Photosynthese, unmittelbar oder mittelbar beeintréchtigen oder férdern.
Substanzen, die die Photosynthese nicht beeinflussen, aber dennoch blochemlsch wirksam sind, werden nach diesem Verfahren

- “als biochemisch unwirksam eingestuft. Solche Substanzen mussen dann in einer Kette nachfolgender Tests spezifischer

.- Zielstellung auf entsprechenden spezifischen Effekt gepriift werden, so zum Beispiel potentielle Atmungshemmer in einem-
Atmungstest, Effektoren des Nukleinséurehaushalts bzw. des Stickstoffhaushalts in-einem Nukleinsiuretest bzw, in einem
Stickstofftest. Wahrend eine Reihe von Verfahren wie DD WP C12 Q1/00 Nr.200472/1 eine genauere Charakterisiering von
‘Effektoren hinsichtlich ihrer spezifischen Beeinflussung der optischen Eigenschaften und der photosynthetischen bzw.
respiratorischien Gaswechselumsatze autotroph bzw. heterotroph kultivierter Zell- oder Organismensuspensionen und damit
eine Selektion der Effektoren nach ihrer erkspezmk erlauben, bereitet eine dhnliche Differenzierung und Selektion der
Wirkstoffe hinsichtlich ihrer spezxflschen Beeinflussung des Stlckstoffhaushalts bzw. der Protemsynthese solcher Zell- oder

- Organismensuspefisionen Schwierigkeiten.

- So werden neben verschiedenen Verfahren zur Exwelﬁbestlmmu ng wie teilautomatISIerte chromatographlsche Ven‘ah renvor
allem variierte Methoden der Stickstoffbestimmung nach der Kjeldahitechnik genutzt.

Die Nachteile dieser Verfahren bestehen hauptsachlich im erheblichen Arbeitsaufwand, das Kjeldahlverfahren erfordert z.B.

die drei Arbeitsabschnitte Veraschung, Destillation und Titration, und den dadurch determinierten objektiven und subjektiven

. Fehlerquellen, so daf} insgesamt eine lnterpretatlon soicher Daten, die nur in einem kleinen Berexch varueren fraghch

erscheint.
Daraus ergibt sich der Wunsch nach einem Verfahren, das zwar ebenfalls auf Suspens:onskuituren einzelliger Griinalgen
" béruht; dessen MeRtechnik und Au_swertun'gsmodus neben der Charakterisierung der Effektoren hinsichtlich der Beeinflussung
der optischen Eigenschaften von Zellsuspensionén auch eine Charakterisierung der Beeinflussung des Stickstoffhaushalts und
~-damit eine Differenzierung.in primére und sekundére Ef'fektoren der Photosynthese bzw des. Snckstoffhaushalts in einem -
- Arbeltsgang erlaubt
Ziei der Erfmdung ’ { : . ' .

" Die Erfindung verfolgt das Ziel, fiir Tests mit autotrophen Suspensmnskulturen einzelliger Gruna!gen ein Verfahren und einen
Auswertungsmodus vorzuschlagen, das bzw. der in einem Arbeitsgang eine Selektion in primare Photosyntheseeffektoren,
Effektoren, die.primar den Stickstoffhaushait tangieren bzw, Proteinsyntheseeffektoren und sekundére Photosynthese- baw.

. Stickstoffhaushaltseffektoren ermdglicht und die Wirkspezifik solcher Effektoren hinsichtfich der Beeinflussung der optischen
.Eigenschaften und der lonenumsétze des St:ckstoﬁhaushalts der Suspenswnskuituren genauer charaktenslert

* - Darlegung des Wesens der Erfindung -

" Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, mittels eines spezxe!!en MeR- und Auswertungsverfahrens Effektoren in einem
geschlossenen Arbeitsgang als primére Photosyntheseeffektoren oder als primdre Effektoren des Stickstoffhaushalts wie
Proteinsynthese-, Nukieinsduresynthese- und andere Effektoren oder sekundéare Effektoren der Photosynthese oder des
Stickstoffhaushalts zu charakterisieren-und zu differenzieren. )

Das ,Selektionsverfahren flir Effektoren mittels Wachstums- und lonenu msatzanalyse autotropher Mikroalgensuspensionen”
nutzt hierbei die teils unterschiedlichen substanzinitiierten Beeinflussungen der optiséhen Eigenschaften einzelliger
Algensuspensionen im infraroten, sichtbaren und/oder ultravioletten Spektralbéreich und die Mdglichkeit, die Beeinflussung

" des Stickstoffhaushalts solcher Algensuspensaonen direkt durch Nitrat-, Nitrit- oder Ammoniumumsatzanalysen oder besser

. auf indirektem Wege durch Analyse der korrespondlerenden Hydroxid- bzw. Wasserstoffionenumsitze verfolgen zu kénnen.”

" Einzellige Mikroalgen sind fiir Untersuchungen der Beeinflussungen des Stickstoffhaushalts besonders geeignet, da sie weder
{iber Speicherkapazitaten fiir Nitrat- oder andere stickstoffhaltige lonen verfiigen und es fiir solche lonenumsétze prinzipiel}
“keine Transport- und Permeationsbarrieren gibt. Das Auswertungsverfahrenliefert dariber hinaus Informationen iber
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Einsetzen, Verlauf und Bestandigkeit der Wirkungsauspragung in Abhangxgkent von der Dosis und von der Emwwkungsdauer

der Effektoren sowoh! hinsichtlich der Beeinflussung der optischen Exgenschaften als auch der Beemﬂussung des

* Stickstoffhaushalts.

‘Beim , Selektionsverfahren fiir Effektoren mittels Wachstums- und lonenumsatzanalysen autotropher
Mlkroalgensuspensmnen” werden definierte Mengen chemlscher Verbindungen mit autotroph kultivierten Zellsuspensionen

- einzelliger Griinalgen in unmittelbaren Kontakt gebracht und diese Proben parailel mit unbehandelten Vergleichskuituren bei
ginheitlicher Temperatur zwischen 20°C und 38°C im Licht belliftet, so daf sie-auf der Grundlage des sich voilziehenden
Photosyntheseprozesses wachsen und sich entwickeln. Kontinuierlich oder zu festgelegten Zeitpunkten werden nach Proben
und Vergleichskulturen oder Anteile von beiden paralle! oder in definierter Folge mittels spektralanalytischer Verfahren bei
einem, zwei oder mehreren Wellenlingenbereichen des infraroten, sichtbaren oder ultravioletten Spektrums sowie durch
Analyse des lonenumsatzes mittels pH-Elektroden, nitratsensitiven Elektroden bzw. anderen stickstoffionensensitiven

- Elektroden, polarographischen Methoden, konduktometrischen oder anderen elektrochemischen Verfahren bzw.

spektralanaiytlschen Methoden untersucht und die dabei gewonnenen Ergebnisse verglelchenden Betrachtungen unterzogen.

Ausfuhrungsbelsmele :

Frisch geschlupfte Aplanosporen synchroner Kulturen einzelliger Griinalgen der Species Chlorella vulgaris var. vulgaris,
Stamm BOHM und BORNS 1972/1, werden in eine anorganische Néhridsung mit Fe-EDTA-Komplex und Spurenstoffen so
{iberfiihrt, daR jeder Kubikzentimeter der Suspension etwa sechs Millionen Algenzellen enthalt 1 Liter der Kultur-Nahrigsung N
‘'setzt sich dabei aus den drei Teilndhridsungen N, N, und Ny zusammen;

1000cm3N = 998cm® Ny + 1em® Ny + Tem® N

Die Nahr!osungen Ny, N, und'N; enthalten folgende Substanzen

Néahriésung N, ' ' ’ J
Fir die N&hrigsung N, werden zunachst die- Stammlosungen 1 bIS 4 durch Auffiillen der genannten Substanzmengen mrc Aqua
dest. hergestellt:
Stammiésing 1: 100g KNOy/1000¢cm?
Stammldsung 2:  25g CaCl, - 6H,0/1000em?
Stammlésung 3: 250g MgS0, - 7H,0/1000em?
- Stammldsung 4: 160g KH,P0,/1000cm?,
\Dlese Stammldsungen sind zu sterilisieren (Feuchtsterilisation) und kihl zu fagern. .
Aus je 5em? der Stammidsung 1, 0,5¢cm?® der Stammidsung 2,1 cm? der Stammidsung 3 und 5cm3 der Stammldsung 4 werden
_durch Auffililen mit destilliertem Wasser entweder 1000 cm? bzw. bei Beachtung der Verhaitnisse eine beliebige Menge der
: Nahrlosung N, hergestellt. R -

Nahrlosung N,

Die Nahridsung N, enthalt in.1000cm® Lésung 61mg H;BO;, 169 mg MnSOA H,0, 287 mg ZnS0O, - 7HZO 2,5mg Cu304 5H,0
und 12,4mg (NH,),Mo0O,.

Néahrlosung N;

Zur Herstellung der Nahridsung Ny werden 6,9g FeSO, - 7H,0 und 8,3g Na- EDTAIn destllhertem Wassergelost und auf1 000cm?
mit Aqua dest. aufgefiilit. ‘
Je 80cm?d der so hergestellten Suspension werden in je eine Kulturréhre eingebracht, durch sin Gemisch aus gereinigter Luft
und 2Vol.-% Kohlendioxid begast und.mit je 1cm?® verschieden konzentrierter waRriger Ldsungen der zu prifenden
Substanzen A, B und C beimpft oder ais unbehandeite Kontrollen bei 37,5°C behchtet so daf3 alle erforderhchen '
Voraussetzungen fiir die Photosynthese gegeben sind.
. Wahrend die in N3hrldsung suspendierten Zellen in den unbehandeiten Vergleichskulturen normal wachsen und sach
_entwickeln, werden Wachstum und lenenumsatz in den mit Chemiekalien versetzten Proben mehr oder weniger beeinflullt,
wenn verschiedene Substanzkonzentrationen den Photosyntheseproze® bzw. den Stickstofthaushait mehr oder weniger
storen. In definierter Zeitfolge werden von den Vergleichskulturen und den mit der Substanz A behandelten Proben die optischen
Eigenschaften bei 680 und 750nm als Wachstumsparameter sowie der pH -Wert als MaR fiir den Stickstoffhaushalt
gemessen. . :
Die Ergebnisse der Analysen sind den Fig. 1 bis 4 zu entnehmen. i
Figur 1, A, enthait die dekadischen Logarithmen der Extinktionsmessungen bel 680 nm fiir die unbehandelte Kontroue K und
die mit abgestuft zunehmenden Konzentrationen der Substanz A versetzten Proben 1 bis 5, die von der nullten Stunde bis etwa
-zur achten Stunde rund aile 45 Minuten gemessen wurden, die Fig. 1, A, die entsprechenden Ergebnisse solcher
Extmktlonsmessungen bei 750 nm. Ein Vergieich der auf diese Weise parallel, also in einem Arbeitsgang gewonnenen Wirkbilder
zeigt trotz unterschiedlicher Spektralbereiche weitgehende und prinzipieile Ubereinstimmung der dosisabhéngigen
Wirkungsverlaufe. Dies wird besonders deutlich bei einer Zusammenfassung beider Wirkbilder in Form einer Auftragung der
Logarithmen der Extinktionen bei 680nm und 750 nm gegeneinander in Fig.2, As. Aus'diesem Vergleich 18Rt sich zunédchst nur
" der SchiuR ziehen, da Substanz A auf jeden Fall biochemisch aktiv ist, wobei sich ihre Wirkung offensichtlich im '
Photosyntheseproze® zu manifestieren scheint. Die Analysenergebnisse fiir die pH-Messungen zeigen die Fig.1, Agund A,
Wahrend die unbehandelte Kontrolle K einen Anfangs-pH-Wert'von 5,1 hat, der nach acht Stunden den Wert 6,5 erreicht,
variieren die Anfangs-pH-Werte der mit der Substanz A behandeiten Suspensionen konzentrationsabhéngig von 5,25 fur
“Probe 1 bis 5,45 fiir Probe 5. Zur Vereinfachung der Auswertung wurde deshalb dieses Wirkbild in Form von Fig.1, Ay normiert,
indem die pH-Zeit-Kurven fiir die Dosen 1 bis 5 parallel zur Zeitachse verschoben wurden, daR die Anfangs-pH-Werte fir'alle
Dosen mit dem Kontrollwert 5,1 iibereinstimmten. Das so erhaltene, normierte Wirkbild Fig. 1, A, ist qualitativ den Wirkbildern
Fig.1, A, und Fig.1, A, shnlich.
Eine Auftragung der Logarithmen der Extinktionen ben 680nm zu den entsprechenden pH-Werten zeigt das Wirkbild Fig.2, Ag,
das auch normiert wurde, Fig.2, A;.
Aus den Wirkungsverlaufen in Fig.2, A; lassen sich zwei Wirkmechanismen ableiten. Wahrend dle Dosen 1 und 2 sofort zu
. einer dosxsabhanglgen ‘wachstumsbedingten Hemmung der pH-Wert-Zunahme und damitzu einer entsprechenden Hemmung

L At EP L el €L it e abiin AT Phaman D iimAd A Alimam andaran aniab Aacicahhi3nninan Wirkunaavarlanf im
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"Gegensatz zu den Dosen 1 und 2 14Rt siéh zunachst keine Wirkung nachweisen. Im zweiten Wirksamkeitsabschnitt wird danin

der Stickstoffhaushdlt stark beeinflut, der dann im dritten Wirksamkeitsabschnitt eine starke Hemmung des Wachstums der

- Zellen determiniert. Daraus ist zu schluRfolgern, da Substanz A em vorranglger Effektor des Stlckstoffhaushaits und ein
unspezifischer Photosynthesehemmer ist. -

- Von der Substanz B, Uber deren Analysenergebnisse und Auswertungen Fsg 3 informiert, wurde der EmﬂuB von 6 abgestuft
. zunehmenden Konzentrationen 1 bis 6 auf Wachstum und Stickstoffhaushalt von Chlorella-Suspensionen untersucht. ’
Figur 3, B, zeigt eine Auftragung der Logarithmen der Extinktionen bei 680nm in Abhangigkeit von der Wachstums- bzw.

- Einwirkzeit-und Fig.3, B, eine entsprechende Korrelation der Extinktionen bei 750 nm. Ein Vergleich der Wirkbilder Fig.3, 8,
und B, fiir die Wachstumsbeeihflussungen. untereinander und mit Fig. 3, By, das die Beeinflussung des pH-Wertes der -~

Suspensxonen durch Substanz B in Abhéngigkeit von der Einwirkzeit zeigt, illustriert anschaulich Unterschiede im Einsetzen,

‘Verlaufund in-der Bestandlgke:t der erkungsauspragu ngin Abhanglgkelt von der Dosis und von der.Einwirkdauer des Effektors.
Das wird besonders durch die unterschiedlichen dosisabhangigen Wirkungsveridufe in den Wirkbildern Fig.3, 84 bis Bg

verdeutlicht. Eine Auftragung der Loganthmen der Extinktionen bei 680 und 750 nm zueinander, Fig.3, B, zeigt in-den ersten

- Abschnitten der Wirkkurven fiir die Dosen 2 bis 4 eine zunehmend stirkere Wachstumshemmung bel 680 nm als bei 750nm. -

Das weist diese Substanz als einen spezifischen Photosynthesehemmer aug. )

‘Vergleiche der Wachstumsbeeinflussungen bei 680 bzw. 750 nm' mit der, Beemflussung des pH- Wertes in Fig.3, Bs und B,s

bestitigen in dhnlicher Weise besonders in den ersten W|rkungskurvenabschmtten daB mit zunehmenden Dosen der ‘

‘Substanz B die optischen Elgenschaften bei 680 und 750nm zunehmend starker beemfluGt werden als der wachstumsbedmgte

Stickstoffhaushalt.

Damit kann Substanz B als primérer Photosyntheseeffektor eingestuft werden. . :

Uber die Analysenergebmsse der Beeinflussung des Wachstums und des Stickstoffhaushalts der Chlorella Suspensmnen

durch Substanz C informieren die Fig.4, C, bis Cs. ‘Auch hief zeigen die Fig.4, C, C;und C; die zeltabhanglgen Beeinflussungen

der optischen Elgenschaften bei 680nm, Fig.4, C,, und bei 750nm, Fig. 4, C,,-sowie des pH- Wertes, Rig.4, Cs. ’

Eine Auftragung der Logarithmen der Extinktionen bei 680 und 750 nm gegeneinander, Fig:4, C,, zeigt, dafs das Wachstum

. 'dosxsabhang:g bei 680nm stérker. gehemmt wird als bei 750 nm. Das'weist Substanz Czunachst als ainen Photosynthesehemmer
" ‘aus. Aber-ein Vergleich der Wachstumsbeemﬂussungen mit der Beeinflussung des Stlckstoffhau5halts durch Substanz Cin

., Formvon Auftragungen der Loganthmen der Extinktionen bei 680 nm, Fig.4, C, bzw. bei 750nm, Fig.4, Cg, in Abhangigkeit
vom pH:Wert der Suspensionen zeigt in beiden Wirkbildern, dai3 die wachstumsbedingte pH-Wert-Zunahme und damit der
Stickstoffhaushalt mit zunehmender Dosis im ersten Wirksamkeitsabschnitt stérker beeinflu3t wird als die Chlorophylibildung .

- oder das Zellwachstum. Gletchze:txg’ verdeutlicht Fig. 4, Cg vergleichsweise zu Fig.4, Cg, daR die pH-Wert-Beeinflussung und-

. damit die Stérung des Stickstoffhaushalts zu einer vergleichsweise starkeren Hemmung der Chlorophyllbjldung fithrt; wahrend

das Zellwachstum durch die Dosen 1 bis 3 in Fig.4, Cs kaum beeinfluRt wird, wie die weiteren Verlaufe der Graphen in Fig. 4, Cs

“-und Cq zeigen. Damit kann.Substanz C als ein primarer Effektor des Stickstoffhaushalts eingestuft werden.

.Vergleicht man die Aussageri der Figuren 1:bis 4 fir die Substanzen A, Bund C miteinander, so wird deutlich, dafd die Auswertung
solcher Tests bei verschiedenen Wellenlangen, fir die die Extinktionsmessungen bei 680 und 750 nm lediglich eine moghche
Kombination von vielen darstellen, und gleichzeitiger pH-Wert-Messungen, die W|ederum nur eine von mehreren
lonenumsatzmessungen darstellen, in einem Arbeitsgang zu sehr differenzierten Aussagen hinsichtlich der Wirkung der drei

" Substanzen fiihren kann. Besonders deutlich zeigen sich diesbeziigliche Unterschiede bei Korrelationen der dekadischen
Loganthmen der Extinktionien verschiedener Wellenlangen wie 680 ind 750 nm zuginander sowie Auftragungen der dekadischen

. Logarithmen der Extinktioner in Abhangigkeit von den entsprechenden pH-Werten. Durch Vergleich entsprechender Wirkbilder

von neu untersuchten Substanzen, (ber deren herbizide Wirksamkeit bisher nichts oder wenig bekannt ist, mit einer

Wirkbildkartei oder mit Hilfe der elektionischen Datenverarbeitung der Wirkdaten von gut untersuchten, auch kommerz1e!!

vertriebenen Herbiziden oder Standardherbiziden erhait man konkrete Hinwsise Gber h nhche Wurkspeznﬂka erkmechamsmen,

Selektivitat und Anwendungsmoghchkeiten solcher Effektoren. . :
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