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{54) VERFAHREN ZUR SELEKTION VON EFFEKTOREN MITTELS WACHSTUMSANALYSE VON

ZELLSUSPENSIONEN

(57) Die Erfindung Verfahren zur Selektion von Effektoren mittels Wachstumsanalyse von

Zellsuspensionen” di

ent der Suche nach Pflanzenschutzmittein. Sie verfolgt das Ziel, moglichst

in einem Arbeitsgang die Ergebnisse von parallelen Tests mit autotrophen und heterotrophen
Zellsuspensionen auszuwerten und dabei vorrangige Photosyntheseeffektoren von primaren

Atmungseffektoren zu trennen. DieE

rfindung basiert auf einem Auswertungsverfahren, das die

optischen Eigenschaften substanzbehandelter autotropher und heterotropher Zellsuspensionen
oder Organismensuspensionen nutzt und deren substanzinitiierte Variation mit Hilfe der
v Spektralkolorimetrie, der Spektralphotometrie oder der Nephelometrie bei 2 bis n verschiedenen

Waellenlangenbereichenim infraroten, sichtbaren oder ultravioietten S

Spektralbereich erfatund

vergleichend betrachtet. Die Fig.4 illustriert anhand von 4 Wirkbildern fir die autotrophe und
heterotrophe Wachstumsbeeinfiussung von Chlorella-vulgaris-Suspensionen durch einen
Effektor | neben der eindeutigen Zuordnung als priméren Photosyntheseeffektor, dald das

Auswertungsverfahren dartber hinaus Informationen Gber
Abhangigkeit von der Dosis und von der Einwirkdauer der Effektoren

der Wirkungsauspragung in

Einsetzen, Verlauf und Besta ndigkeit

sowie ber Art und Weise der Wirkungsausidsung liefert. Fig.4

13 Seiten

R



33 s s
’

Titel der Erfindunc

Ve*fah”en zur Selektion von Iffektorcn nittels ¥achstums-

{1)

analyse von Zellsuspensionen

inwenduneggebiet der Erfindung

\

Pflanzenschutzmittelforschung, Suche nach Regulatoren
biologigcher Prozesse, Haturstoffchemie, Umwelischutisz

Charakteristik der bekannten technischen LBsungen

hekannt, dal fiir die Indikation der biologischen
Aktivitdt von Effektoren Zellsuspensionen einzelliger Griin-

enutzt werden k¥nnen. So lzgsen gich nach dem Fatent
rfahren zur Selektion biochemisch wirksamer Substanzen”,
DD %2 ¢ 12 K 152 888, mittels autotroph kultivierter Zell-

igen Chemikalien aus einer Stichprobe
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ren, dies den fundamentalen Prozel des zutoirophen
llwachstums, die Photosynthese, unmittelbar oder mittelbar
e 4

i
tisren, die den fundamert:len Prozesd ds
ums, dis Atmung, unmitteldbar oder
richtigen oder fordern.

sem Verfahren, so erlauben beide Test-

varianten hel Festlegung einsr winschenswerten minimalsn
fenden Effektorsn qualitative
i

inne "wirksam" oder "aicht wirk-
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Zeontrollsuspensionen sind Uber Dosis-Wirkungs-inalysen quanti-
tative Aussagen Uber die Hemmaktivitét von Effskiorsn zuging-
lich.

Die nach diesen Verfahren als "biochemis wirksam" eingestuf-
ten Substanzen bilden aber hinsichtlich ihrer Wirkungswelse
keine einheitliche Gruppe. Sie kCunnen die Photosynthese baw.
die Atmung unmittelbar beeinflussen, also als primire Photo-
syntheseeffekioren oder primire Afmungshemmer wirken.

Aber es besteht auch die kdglichkeit, daB sie nur mittelbar
bzwe. im Ergebnis ihrer lletabolisierung den Photosyntheseprozel
bzwe. dle Atmung tangieren, wEhrend sie ihre Haupiwirkung in
-anderen Stoffwechselbereichen manifestieren.

b}

Informationen hieriiber erhZlt man, wenn man nach dem "Verfzh-

Ao

ren zur differenzierten Selektion von Effektoren mittels auto-
tropher Zellsuspensionen™, DD WP C 12 Q 231 484 7, bzw. nach
dem "Verfzshren zur differenzisrten Selektion von Zffektoren
mittels heterotropher Zellsuspensionen", DD WP C 12 § 244 383
verfshrt. Beide Verfahren verfolgen das Ziel, mittels Anas

.
bgtanzinitiierten Variation der optischen Zigenschaf
.

er s
von Z s
autol rodhvarla te primire und ni 8
effektoren bzw. nit der Heteroirophvarianite primiZre und nichi
imdre Atmungseffekforen zu trennen.

'J
|J-

ussagen darilber, ob die Effektoren nur oder hauptsichlich dis
osynthese oder die Atmung hemmen bzw. ob beide 3toffwech-
ge im Zrgebnisg der Hetabol 131e*ung der Wirksitoffe

sch oder unspezifisch ftangiert werden, sind mit diesen
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er demmung der Photosyntheseprozesse zur
g rozesse auch fir den mOglichen Zinsatz
potentiellen Herbizide in der Vorauflazuf~ oder Jachsuflauf-
]
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indung verfolgt das Ziel, filir parallele Tests mit

3 7
Die Er

.1.

b

utotrophen und heterotrophen Suspensionskuliuren einzelli-

Q)

ger Griinalgen einen Auswertungsmodus vorzuschlagen, der in

0

(O]

inem Arbeitsgang die Selekiion vorrangiger Photosynthese-
fektoren und vorrangiger Atmungseffektoren ermdglicht und

[$)

die nZhere Charakterisierung der Wirkeigenschaften erlaubst.

Darlegung des Wegens der Erfindunz

Der Erfindung liegl die Aufgabe zugrunde, mittels eines

ellen Auswertungsverfahrens auf der Grundlage von Ver-
hen der Analysenergebnisse der optischen Eigenschaften
stanzbehandelter autotroph und heterotroph kultivierter

(S0
ci- @ i—"

zelliger Grinalgensuspensionen prim&re Phoitosynthese-
efie&uoren, primé&re nichiphotogsynthetische Effektoren,
priméré Atmungseffektoren und nicht primir die Atmung tangie-
nde Effektoren bzw. unspezifische Photosynthese- und At~
mungseffektoren zu charakterisieren und zu differenzieren.
Insbesondere erlaubt die Erfindung die gichere Identifizie-
rung von Photosynthesehemmern und Atmungseffektoren und damit
eine Selektion von Zffektoren, die vorrangig als Nachauflauf-
herbizide oder Vorauflaufherbizide genutzt werden kinnen. Das

r‘*“

Anwendungsverfahren liefert darliber hinaus Informationen Uber

‘a.‘

ingetzen, Verlauf und Bestindigkeit der Wirkungsausnrivung
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in Abh8ngigkeit von der Dogis und von der Einwirkungsdauer dsr
ffekioren, iber Art und Veise der Tirkungsau ldS'ng wie
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oforthemmung der Paotosynthese und/oder dsr 2

(9]

meations- und Transportprobleme sowie iiber den 7irkungsmecha-

-~

nigmug deg Effekiors.

im "Verfahren zur Selekition von Effektorsn mittels Wachs-

Ld

ﬁumsanaljse von Zellsuspensionen" verf&hrt man zunichst grund-
38tzlich so, wis es das "Verfahren zur Selskiion biochemisch

1

wirksamer Substanzen” empfiel e llengen chemi-
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her Yerbindungsn varal

der simulten mit autotroph und
terotroph xultivierien Zellsuspe"sion
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algen in unmittelbharen Xonta
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mit unbehnandelten Targleichskulituren bel einheitlicher Tempe

ratur zwi

s s
1liiftet, zo daf sie auf der Grundlage der szch 70
3

Photosynithase- und Atmungsprozesse wachsen und si znt-
!

0z
wickeln. Zu festgelegten Zeitpunkien werden denn Proben und

Vergleichskulturen oder Anteils von beiden parallel coder in
definierter Folge mittels spektralanalytischer Verfahren beil
zwel oder mehreren ¥sllenlingenbereichen des infraroten,
sichtbaren oder ultravioletten Spekitrums untersucht und die
dabei gewonnenen Ergebnigse vergleichenden Betrachiungsn
uniterzogen. Die Fige. 1 zeigt solche Analysenergebnisse der
entwicklungsbedingten optischen Eigenschaften asuiotropher,
gynchroner Chlorella=-vulgaris-Suspensionen, die mit der 3Sub-
stanz A in sbgestuft zunehmenden Konzentrationen 1
konfrontiert wurden. Ein Vergleich der ¥Wirkbilder Fig. 1, A
bis AS - Loggrithmen der Extinktionen bei 621, 680, 702 und
750 nm als Punktionen der Einwirkzeiten - illustrieren einig
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Zigenschaften substanzbehand lor el;a—Suspens1oaen,

Yeben solchen Wirkbilderm konnen auch Auftragungen der Loga=-

N =t

rithmen der scheinbaren Extinktionen lg E' nephelomeirischer
A

\1

ilesgungen bei 545 nm - Fig. 1, - oder anderer Wellenlingen
o < ~

1
oder Auftragungen der Dl_ferenzez zwischen zwel Extinkition

(l)

verschiedener elienlangen wie AT, 750 in Abhdngigkeit von

der Zelt - Fig. 1, &y = zu vergle enden 3etrachtungen hera

i
gezogen werden. Die Wirkbilder 3 bis G in Fig. 2, hisr als
r w t
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Angfilhrungsbeisniele

1. Ausfihrungsbeispiel

Von der zu priifenden Substanz E werden parallel in einem Auto-
trophtest und einem Heterotrophtest die optischen EFigenschaf-
ten bei 680 nm und 750 nm untersucht.
Hierzu werden autotroph und heterotroph kultivierte Zellsus-
pensionen einzelliger Griinalgen der Species Chlorella vulgaris
var. vulgaris, Stamm BOHM und BORNS 1972/1 in einer Suspen-
sionsdichte von 12 x 106 Zellen/cm3 mit verschieden konzen-
trierten wiZBrigen L3sungen der zu priifenden Substanz H beimpft
und zusammen mit unbehandelten Kontrollen bei 37,5 °C im Licht
zw. bel der Heterotrophvariante im Dunkeln beliiftet, wobei in

diesem Fall Glukoge als organische Kohlenstoffquelle eingesetzt
wird, so daB alle erforderlichen Voraussetzungen fiir die Photo-

0
. -

synthese bzw. fir die Atmung gegeben sind. Deshald wachsen und
entwickeln sich die in NEhrldsung suspendierten Zellen der un-
behandelten Vergleichskulturen normal. In den mit Chemikalien
vergetzten Proben sind in beiden Testvarisnten Vachstum und
zlung mehr oder weniger sgtark beeln:luﬁc, wenn ver-
Substanzkonzentrationen den Photosyathese- oder

Die Ergebnisse der Analyse sind der Fig. 3, E, bis H zu ent-
nehmen. 50 veranschaulichen die aus den Yachstumg-Zzit-Turven

dsn Wirkbilder Fig. 3, Hj und 34 die entwicklung
totrophe Vachstumsbeeinflussung der Alzensusper
Substanz H. Als ¥al flr das Tachstum wurden hier
rithmen der Axu*nkulonen bei 680 nm - FPig. 3, H = und beil
750 nm - Fig. 3, ﬁ4 - benuizt. Die Tirkbilder 7
T

o o -

FiZ. 3, dg ze igen unter vergleichbaren Bedingun
rach en Jachstumsbesinflussungen fiir diec Ze

rgleichbaren ¥irkbilder Pig, 3, ﬂ?’ HZ und H; zeigen
-~

daf ers® nach ein bis drei Stunden eine 1On:¢1«ant Abweichung
1 1

ten Proben 1 bis und den Xontrollen



festgtellbar ist. Danach ist ein Xonzeniraiionsabhingiger

TemmefTekt nachweisbar, der bis zum Znde der Versuche srhal-

ten bleibt. Ganz anders ist das Bild Fig. 3, HB fiir die Ze-
: 1 0 nm durch

"

ubgtanz H inm Auto

qserte der behandelten Proben sog X
er Annahme berechtigt, daB das Zellwachstum der mii Substenz
H behandelten Proben gegeniiber der Kontrolle scheinbar geflr-

dert wird. Tach drei bis vier Stunden stimmen die Extinktions-
werte bshandelter und unbehandelter Proben wieder weiltgehend

iiberein. Danach erst erweisen gich die Proben 1 bis 4 auch bel

dieser Wellenlinge als merklich gehemmt. Vergleichen wir die

Augsagen der Fig. 3, H1, HZ’ H4 und H

\.ﬂ

filr die Substanz H mist
daut

denen der Fig. 1, A1 bis A6 fiir die Substanz A&, so wir sut-
lich, da8 die Auswertung solcher Testg bei verschisdenen
w.l.enl?a‘ngen, fir die die Extinktionsmessungen bei 680 und

he Kombinaticn von vielen dar~
en Arbeitsgang von Autotroph- und
er

Heterotrophtest zu sehr differenzierten Aussagen hinsichilich
der Firkung der Substangen filhren kann. Aber erst Auffragzungen
dar Exiinktionen oder deren Logarithmen beider Testvarianten
zueinander erlauben unter vergleichbaren EBedingungen konkrete-
r2 Zinst 1083

cder Atmungseffektoren. Die Fig. 3, HB und I
EN
[

des heterotrophe Wachstum stdrker tangisrt als das
a

o0
<

autotrophe Tachstum. Auf Grund degsen xann Substanz H als
3 1

gar, aber unspezifischer Atnungshemmer eingestult

2
Ty

2. Ausfthrungsbeispiel



zwel verschiedenen WellsnliEngen, bei 680 nm urd bei 750 nm.
‘Fig. 4 informiert Uber dis Tirksvezifik der Substanz I,
Die Wirkbilder Fig. 4, I1 und I2 zeigen wie Fig, 2 fiUr die

Substanzen B bis G im Autotrophtest unterschiedliche,
substanzspezifische Wirkungen in beiden Tegtvarianten. Aber
auch hier erlaubt erst ein Vergleich der optischen E
ten beider Testvarianten untereinander eine genauere
nung desg Effektors. Die Wirkbilder Fig. 4, I3 und IZl z21l
fir 680 und 750 nm einen solchen Vergleich der j
der optischen Zigenschaften durch Substanz I. Resonders
Auftragung Pig. 4, I3 berechtigt zu einer Einordnung der.
Substanz I als prim&ren Photosynthesehemmer, da dag Yachstum
Autotrophtes 4 deutlich stirker gehermt wird zls im Hetero-
rophiest.
Teben den in den Fig. 3 und 4, aber auch in den Fig, 1 und 2
vorgestellten Tirkbildern gibt o5 noch eine griBere

<t F"

J

qualitativ und quantitativ unterscheidbarer Wirkungsverliufe
fir die 3=elnflusaung des zutotrophen und heterotrophen
Jachstums von Zellsuspensionen. Durch Vergleich entsprechender
Wirkbilder von neu untersuchien Substanzen, Uber deren herbi-
zide Tirksamkeit bisher nichts oder wenig bekannt ist, mit
einer Wirkbildkartei oder mit Hilfe der slektronischen Daten-
verarvelitung der Wirkdaten von gut untersuchten, such kommer-

-

zlell vertriebenen Herbiziden cder Standardherbiziden, erhilt

T

man konkrete Hinweise {iber Zhnliche ¥irkorte, Wirkmechanismen,
Anw t

Selektivitdt und Anwendungsmiglichkeiten solcher EZffektoren.
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Terfehren zur Selektion von Effektoren mittels Zzllsuspen-
sionen, dadurch gekennzeichnet, dafl die optis i
schaften substanzbehandelter, unter vergleichbaren Bedin-
gungen sich entwickelnder autotropher und heterotropher
Zellsuspensionen oder Organismensuspensionen genutzt wer-
den, um mittels substanzinitiierver Variatipn der opti-
schen Zigenschaften golcher Suspensionen und verglelichen-
der Betrazchiung der optischen Analysenergsbnisse des Auto-
T

troph- und des Heterotrophtests die Effektoren in primére
Photosynthaegesffektoren oder Atmungseffektoren sowie in
unzpezifische P £ fo-

hotosynthese- und Atmungseffektoren 4if
n

Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daf z2ls
ind heterotrophe Zellsuspensionen oder Organis-

-

sensionen alle susvpendierbaren autoirophen und hete-

+ 1 3 o 0 P
rotrep kterien, Blaualgen, Grinalgen sowle submers
gehaltene nieders und hihere mehrzellige Pflanzen verwen-
det werden kZnnen.

erfahren nach Punkt 1 und 2, dzdurch ge’enazei hnet, dab

Hiern 5 Seten Zeichnungen
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