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Abstrakt. Zwanzig neu synthetisierte Derivate der Phenoxyessigsiure VII—XXVI, die in
der vorgehenden Arbeit (MAKOvCcOVA, VacULIK 1963) bereits beschrieben worden sind, wurden
mittels empfindlicherer Teste bei einer Konzentration von 10-1% nochmals iiberpriift. Es wurde
der Kressenwurzeltest und der TURFITT-Test mit Sacharomyces cerevisiae beniitzt. Im Vergleich
zur Wirkung von neun bekannten Wuchsstoffen Ia—VI unterschiedlicher Wirkungsweise
zeigten die gepriiften Substanzen weder eine Wirkung auf das Lingenwachstum, noch auf die
Zellteilung. Bei diesen Untersuchungen zeigte sich, dass die chemische Struktur selbst nicht
immer massgebend fiir die Wirkungsweise ist. Bei den Substanzen, die von uns gepriift wurden,
zeigte sich die Art und Zahl der Substituenten im aromatischen Kern fiir sehr wichtig. Die
Resultate dieser Arbeit bewcisen, dass der sonst sehr empfindliche TurFITT-Test eine unge-
eignete Methode zur Ermittlung der Wirkung von Wuchsstoffen des Typus 3-Indolylessigsiure
(IXa) ist.

In der vorhergehenden Arbeit, in der die Substanzen VII—XXVTI in ihrer
Wirkung auf Keimlinge von Stnapis alba L. geprift wurden, erwiesen diese
Stoffe keine nennenswerte Hemmwirkung. Da aber alle diese Substanzen die
schon erwihnte Forderung (MuIlr, HaNscE 1951) nach einem aromatischen
System und einer Seitenkette mit einer Karboxylgruppe erfiillen, wollten
wir die Wachstumswirkung noch mittels empfindlicherer Methoden iiber-
pritfen.

Verwendete Substanzen und Methoden
Es wurde die Wirkung der weiters aufgeziéhlten Substanzen mit der Wirkung von 2,4-Dichlor-

phenoxyessigséure (Ia) und der 2,4,5-Trichlorphenoxyessigsdure (Ib) verglichen. Diese Vergleich-
stoffe wirken in der beniitzten Konzentration stimulierend auf das Wachstum in gleicher Weise
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wie die weiteren beniitzten Vergleichsstoffe, die 3-Indolyl-essigsiure (IIa) und ihre Homologe
B-(3-Indolyl)-propionséure (IIb) und «-(3-Indolyl)- buttersidure (Ilc) und 1-Naftylessigsdure (III).
Endlich wurden die Vergleichssubstanzen aus der Gruppe der Biosstoffe, d. h. biologischer
Katalysatoren, derer die Zelle zur Entwicklung bedarf — Nikotinséureamid (IV), Thiamin (V)
und Biotin (VI) in die Untersuchungen eigeschlossen.

Es wurde die Wirkung folgender Substanzen untersucht:

2-Oxyphenoxyessigsiureanilid (VII)*

2-Oxyphenoxyessigsiure-o-chloranilid (VIII)

2-Oxyphenoxyessigséure-m-chloranilid (IX)

2-Oxyphenoxyessigséure-p-chloranilid (X)

2-Oxyphenoxyessigsiure-p-methoxyanilid (XI)

2-Methoxyphenoxyessigsiureisopropylester (XII)

2-Methoxy-4,5-dichlorphenoxyessigséuremethylester (XIII)

2-Methoxy-4,5-dichlorphenoxyessigsiureithylester (XIV)

2-Methoxy-4,5-dichlorphenoxyessigsiure-n-propylester (XV)

2-Methoxy-4,5-dichlorphenoxyessigséureisopropylester (XVI)

2-Methoxy-4,5-dichlorphenoxyessigsiurebutylester (XVII)

2-Methoxy-3,4,5,6-tetrachlorphenoxyessigsaure (XVIII)

2-Methoxy-3,4,5,6-tetrachlorphenox yessigsiureithylester (XIX)

2-Methoxy-3,4,5,8-tetrachlorphenoxyessigsiureisopropylester (XX)

2-Methoxy-3,4,5,6-tetrachlorphenoxyessigséiure-n-butylester (XXI)

2-Karboxymethoxy-3,4,5,6-tetrachlorphenoxyessigséure (XXII)

2-Karboxymethoxy-3,4,5,6-tetrachlorphenoxyessigsiurediathylester (XXIII)

2-Chlor-4-(4’-chlorphenylazo)-phenoxyessigsiureithylester (XXIV)*

3-Methoxyphenoxyessigséureithylester (XXV)*

4-Methoxyphenoxyessigsdureithylester (XXVI)*

Alle Substanzen mit Ausnahme der (*) bezeichneten, wurden erstmalig von ErTeL, MvSKA
synthetisiert (ETTEL, MY38KA 1958; 1960; 1961; 1961a; ETTEL, MYS$KA, BoMaRr 1961).

In den vorlidufigen Untersuchungen wurde die Konzentration 10-7 (0,1 mg im Liter Knopscher
Nihrlésung unter Zusatz von A—Z Losung) beniitzt. Fiir die eigentlichen Wuchsstoffteste
wiithlten wir dann die Konzentration 10-10. Die gleiche Konzentration wurde auch bei den Ver-
gleichsstoffen beniitzt.

Zur Unterscheidung der Wirkungsweise wurden empfindliche Wachstumsteste verwendet,
mit deren Hilfe wir ermitteln wollten, ob die gepriiften Substanzen in sehr kleinen Konzentra-
tionen wuchsstoffartig wirken. Um in der Alternative Klarheit zu gewinnen, ob es sich um Wuchs-
stoffe nach der Art der 3-Indolylessigsdure (Ila) handelt, die das Streckungswachstum héherer
Pflanzen fordern, oder um Wuchsstoffe nach Art der Vitamine des B-Komplexes, der Bios-Stoffe,
withlten wir zwei verschiedene Methoden.

1. Der Kressenwurzeltest — zur Untersuchung von Wuchsstoffen des Typus Ila.

Diese Methode (MoEVUS 1949a; 1949b; NIEMANN 1952) zeigte sich auch bei sehr geringen
Whuchsstoffkonzentrationen sehr gut geeignet. Auch bei der Bestimmung von Hemmstoffen
neben Wuchsstoffen und bei Untersuchungen chemisch individueller Wuchsstoffe hatte dieser
Test sehr gute Ergebnisse gezeigt (Pour 1952; LiNsER, KIERMEYER 1957). Es wird der Wurzel-
zuwachs ungefihr 3 Tage alter Keimlinge von Lepidium sativum L. gemessen. Die Empfindlich-
keitsschwankungen werden durch die natiirlichen Wuchsstoffe der Pflanzen bei der Entwicklung
der Koleoptilen hervorgerufen; um ihnen vorzubeugen, beniitzten wir in unseren Untersuchungen
nur isolierte ungefilhr 3—4 mm lange Wurzelspitzen, #hnlich wie beim Erbsenwurzeltest (Lko-
POLD, GUERNSEY 1953). Auch sonst wurde dieser Test einigermassen unseren Verhéltnissen
angepasst.

Die Samen von L. satévum mit gepriifter Keimféhigkeit liessen wir im Dunkeln 24 Stunden
bei 24° C keimen. Im Laufe dieser Zeit entwickelten sich 10— 15 mm lange Wurzeln. Von 50 gleich
herangewachsenen Keimlingen wurden 3 —4 mm lange Wurzelspitzen abgeschnitten und in eine
Petrischale auf eine Scheibe Filtrierpapier, die 50 bezeichnete Felder hatte, einzeln aufgelegt.
Die Filtrierpapierscheibe wurde vorher mit 3 ml Néhrlésung (Kontrolle) bzw. mit einer Mischung
von Néhrlosung und zu priifender Substanz angefeuchtet. Unter einer stereoskopischen Lupe
wurde jede Wurzelspitze gemessen. Dann wurden die Petrischalen im Thermostat bei 24° C
24 Stunden aufbewahrt. Nach dieser Zeit wurde der Zuwachs gemessen.

In den Vorversuchen wurden die Testobjekte, ob es sich nun um die Wurzelspitzen oder



UBER DIE WIRKUNG 3

um 5 mm lange Wurzelsegmente ohne Spitzen handelte, 10 Minuten in destiliertem Wasser
gebadet. Diese Untersuchungen wurden nur im Vergleich mit Ila in der Konzentration 10-7
vorgenommen, um die Wirkung der natiirlichen Wuchsstoffe der Testpflanze zu priifen. Zu den
eigentlichen Versuchen wurden als Vergleichsstoffe die Substanzen Ia— VI beniitzt.

2. Methode zur Verfolgung der Zellteilung.

Zur Bestimmung der Einwirkung auf die Zellteilung und auf den Stoffwechsel der Zelle ist
nach LiNsER und KiERMEYER (1957) der TuRrFITT-Hefetest gut geeignet (TuRFITT 1941). In seiner
Arbeit verfolgte TurrFITT Wachstumsbewirkende Stoffe, besonders IIa und IIT auf die Ver-
mehrung von Saccharomyces cerevisiae (Gérhefe D. C. L.). Der erzeugte Kohlendioxyd wurde
eudiometrisch gemessen und zugleich wurde der Zuwachs mit Hilfe des Thoma-Zeiss Héamato-
cytometers berechnet.

Eig. 1. Vergleich der Wirksamkeit der gepriiften Stoffe in Kressenwurzel-und in Turfitt-Hefe- Test
Durchschnittwerte des Kressenwurzeltestes. Ji
Durchschnittwerte des Hefetestes. [

Wir bestimmten die Menge des erzeugten CO,titrimetrisch. Bei der Nachpriifung der ersten
Ergebnisse kontrollierten wir die gewonnenen Resultate durch Zellenzidhlung. Da aber die ge-
wonnenen Werte wenig exakt und nur schwierig reproduzierbar waren und die titrimetrische
Bestimmung von CO, im Gegensatz dazu geniigend verliasslich war, verzichteten wir auf die
Zellenzéihlung. Die Bestimmung der Wirkung der gepriiften Substanzen auf die Vermehrung
der Hefezellen fiihrten wir im Grunde auf die gleiche Art durch, wie die Ermittlung der Erzeugung
des CO, beim Pflanzenatmen. Als Kultivierungsgefasse benutzten wir Drechsler-Waschflaschen,
deren angepasstes inneres Ende der Zufuhrrdhre ein Zentimeter oberhalb der Oberfliche der
Versuchslésung endete. In jede Waschflasche wurde 1 ml Bé#ckerhefensuspension (5 g dreéimal
durchwaschene Hefe in 20 ml Nilsennéhridsung), 5 ml 109, Saccharoselésung, 1 ml Losung
des Versuchsstoffes in einer Konzentration von 2,5 X 10~* und endlich 18 ml Nilsennshrlésung
eingetragen. Im Gesamtvolumen von 25 ml betrug die Endkonzentration des Versuchsstoffes
1 x 10-19 Bei der Kontrolle wurden 19 ml Néhrldsung pipettiert. Diese Waschflaschen befanden
sich im Thermostat bei 24° C (HagEN 1960) und an jede wurde eine andere Waschflasche mit
100 ml dest. Wassers, das genau 10 ml Baryumhydroxydiésung [7 g Ba(OH),.8 H,O und 1 g
BaCl, im Liter] enthielt, angeschlossen. In diese Lisung wurde eine Stunde lang das CO,, das
durch die Hefezellen erzeugt wurde, aufgefangen. Das CO, wurde aus den Versuchswaschflaschen
durch einen Luftstrom, der aus einer Bombe mit gepresster Luft unter konstantem Druck (20 mm
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Wassersiule) abgenommen wurde, verdringt. Dieser Luftstrom wurde durch zweimaliges Durch-
waschen in 509, Kalilauge, dann durch eine gesittigte Baryumhydroxydlésung und endlich
in dest. Wasser vor der Versuchswaschflasche von CO, gereinigt. Die Menge des erzeugten CO,
kestimmten wir indirekt durch Titration des iiberflisssigen Baryumhydroxyds mit Oxalséiure-
16sung (2,8636 g Oxalsduredihydrat im Liter). Die Konzentration beider Reagenzien wurde so
gewihlt, dass 1 ml Oxalséureldsung 1 mg CO, entspricht. Zugleich wurde immer der Titrations-
faktor von 10 ml Baryumhydroxydlésung im 100 ml Wasser bestimmt. Als Indikator wurde
Phenolphtalein beniitzt. Zu jeder beniitzten Hefesuspension wurde das Trockengewicht bestimmt
und die Resultate auf dieses berechnet.

Resultate und Diskussion

Wuchsstoffe und Hemm stoffe, deren Entstehung, Aktivierung und Wirkung
man untersuchen will, kommen in den Keimlingen in grosstem Ausmass in der
Koleoptile und in den Wurzeln vor. Aus diesem Grunde sind diese Pflanzen-
teile die besten Objekte fiir die Untersuchung der Wirkstoffe. Die Wurzeln sind
an natiirlichen Wirkstoffen drmer als die Koleoptile und das kann auch der
Anlass sein, weshalb ihre Wuchsstoffempfindlichkeit viel grosser ist als die
der Koleoptile. Deswegen beniitzten wir bei unseren Untersuchungen die
Wurzelspitzen von L. sativum L. Wir mussten aber bei diesem Testobjekt doch
auch mit den eigenen Wuchsstoffen, und zwar in ziemlich hoher Konzentration,
rechnen (L1NsER 1940). Die ersten Versuche wurden mit dekapitierten Wurzel-
segmenten durchgefiithrt, dhnlich wie BonNnNEr (1953), LinsEr und Kier-
MEYER (1957) oder KTERMEYER (1956) in ihren Untersuchungen dekapitierte
Haferkoleoptilen beniitzten. Die gemessenen Zuwachsspannen bewegten sich
in unseren Versuchen innerhalb der Grenzen zulissiger Fehler.

Wir hatten uns auch von der Menge natiirlicher Wirkstoffe in dem beniitzten
Modellobjekt iiberzeugt. Es wurde die Wirkung von Ila in einer Konzentration
von 10~7 im Vergleich zur Kontrolle mit und ohne vorhergehendes 10 Min.
langes Bad in dest. Wasser, beobachtet. Die Resultate, die Durchschnittwerte
von drei Wiederholungen mit je 50 Testobjekten vorstellen, sind in der Tafel 1

Tafel 1. Der Einfluss natiirlicher Wuchsstoffe der Wurzeln auf die Wirkung von Ila in einer
Konzentration von 10-7

t
Segment mit Wurzelspitze ‘L Segment ohne Wurzelspitze
nicht gebadet gebadet } nicht gebadet gebadet
I
mm %% mm % 1 mm mm
]
Kontrolle 0,43 100 0-056 100 | 0-03 0-02
: |
Ila 1077 0,49 114 0,108 192 ; 0,01 0,02 ‘

zusammengefasst. Durch diese Untersuchungen wurde der Reichtum des
Versuchsmaterials an natiirlichen Wirkstoffen bestitigt, woraus sich die Not-
wendigkeit ergab, bei weiteren kiinstlichen Wuchsstoffzugaben sehr niedrige
Konzentrationen zu wihlen, denn die iiber optimale Menge eigener Wuchs-
stoffe konnte die Resultate v erzeichnen, ja es konnte sogar zu einer Hemmung



UBER DIE WIRKUNG

1§

des Langewachstums kommen (PoHL 1952). Trotzdem die Zugabe von Ila
einen 1009%-igen Zuwachs bei unseren Vorversuchen hervorgerufen hatte,
wurde in den eigentlichen Untersuchungen das Baden doch weggelassen, da
wir das normale Wachstum moglichst wenig beeinflussen wolten. Aus diesem
Grunde setzten wir die Konzentration des Wirkstoffes auf 10-1° herab. In der
Tafel 2 sind die Resultate beider Konzentrationen zusammengefasst.

Tafel 2. Vergleich der Wirkung von ITa in Konzentration von 10-7 und 10-1° einschliesslich
der Mitwirkung der natiirlichen Wuchsstoffe der Wurzeln

Kontrolle i 3-Indoly his(;.ngsaule Ila , 3- Indolylesmgsaure Ila
|
o ‘ -
mm % | mm %% mm o
26,9 100 Y 30,3 112,6 }
|

Durchschnittwerte von 50 isolierten Wurzelspitzen L. sativum L., in drei Wiederholungen.

Nach Berechnung mit Hilfe des unparametrischen Testes sind die ge-
fundenen Werte beider Tafeln von hoher statistischer Bedeutung. Wir hatten
nun unsere Wachstumsteste mit den Versuchspréiparaten in einer Konzentra-
tion von 10710 ohne Bad mit isolierten Wurzelspitzen durchgefiihrt. Die ge-
wonnenen Resultate zusammen mit den Resultaten aus dem Hefetest, die
nach der Berechnung mit Hilfe der Variationsanalyse (HrusY, Konvitra
1958) ebenfalls statistisch bedeutend sind, wurden im beigeschlossenen Dia-
gramm vergleichend zusammengefasst.

Eine dhnliche Abhangigkeit zwischen der Wirkung und Konzentration wie
bei ITa, besteht auch bei 2,4-Dichlorphenoxyessigsdure (Ia). Diese ist aber in
beiden Richtungen, also sowohl inbezug auf die Stimulierung, als auch auf
die Hemmung, um drei Grade wirksamer als Ila, was auch MEINDL (1954)
bestatigt. In Uberelnstlmmung mit diesem konnten wir feststellen, dass Ia
als Wurzelstimmulator in der Konzentration von 10-10 wirksamer war als Ila.

Aus dem Diagramm ist auch zu erkennen, dass alle Standartwirkstoffe Ia
bis VI in der Konzentration von 10-1° stimulierend wirken, wobei die Wirkung
von V weitaus die grosste ist. Leicht stimulierend wirken auch die Pré-
parate XIII, XVI, XVII und XXV.

Die gepriiften Substanzen sollten ihrer chemischen Struktur geméss Wuchs-
stoffe sein, sie zeigten sich aber im Kressenwurzeltest nicht als solche, wes-
wegen wir noch den TurrITT-Hefetest durchfiihrten, um ihre Wirksamkeit
als Bios-stoffe zu priifen. SOpINg (1952) ist der Ansicht, dass Plasmawirk-
stoffe nicht nur fiir Mikroorganismen sondern auch fiir hdhere Pflanzen von
lebenswichtiger Bedeutung sind — allen scheint derselbe chemische Prozess
als Grundlage fiir Differenzierung, Wachstum und morfologische Entwicklung
zu dienen. LinsER und KierMEYER (1957) empfehlen TurrirT-Hefetest zur
Bestimmung der Wirksamkeit der Wuchsstoffe auf Zellenteilung und Stoff-
wechsel. TURFITT hatte festgestellt, dass ITa die Vermehrung der Hefezellen
in einer Konzentration von 10-% und 10-7 stimuliert. Bei unseren Versuchen
fanden wir weder bei einer Konzentration 10-7 noch von 107! eine positive



6 0. MAKOVCOVA, P. VACULIK

Wirkung. Ahnliche Resultate gewann auch RippeL (1939) bei seinen Untor-
suchungen mit Hefezellen der Weihenstefaner Saccharomyces cerevisiae-
Sorte. Er hilt diesen Stamm fiir sehr gut geeignet zur Unterscheidung der
Wauchsstoffe, eben weil er auf Wuchsstoffe des Typus Ila nicht reagiert,
jedoch gegen Bios-Stoffe sehr empfindlich ist.

Bei unseren Untersuchungen priiften wir im Hefetest alle neu synthetisierten
Substanzen mit den Vergleichsstoffen Ia bis VI, die auch beim Kressen-
wurzeltest beniitzt wurden. Die Substanzen VII, X, XVIII, XIX, XXVI
und Ife wirken im Hefetest fordernd. Die Wirkung aller anderen Stoffe ist
die gleiche wie die der Kontrolle.

Ausser der stimulierenden Wirkung, wie schon besprochen, zeigten im
Kressenwurzeltest die Substanzen XIII, XVI, XVII und XXV noch die
Derivate der 2-Oxyphenoxyessigsdure VII bis XII und die Derivate der
Pentachlorphenoxyessigsdure XVII bis XXIII eine hemmende Wirkung.
Diese hemmende Wirkung konnte in einer Konzentration von 10-¢ an Keim-
lingen von Sinapis alba L. nicht festgestellt werden (MakovcovA, VAcULik
1963). Die Substanz XXVI wirkte auf das Wurzelwachstum der 8. alba L.
in Konzentration von 10-% hemmend und zwar im Vergleich zu Ia zu 49,5%,
war aber im Kressenwurzeltest wirkungslos. Die Beziehungen zwischen den
beiden Methoden, die in dieser Arbeit beniitzt wurden, bediirfen noch griind-
lichere Durchforschung. Man kann aber bereits feststellen, dass der sonst sehr
empfindliche Turrirr-Hefetest fiir eine Untersuchung der Wirkstoffe des
Typus 3-Indolylessigsiure nicht geeignet ist.
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Sledovénim G¢inku dvaceti nov® zkousengch sloudenin VII az XXVI, jeZ jsou derivity kyse-
liny fenoxyoctové, v koncentraci 10-1° (0,0001 mg v litru) na izolované koteny Lepidium sa-
tivum L. a Saccharomyces cerevisae bylo zjidténo, Ze v porovnani s uéinnosti deviti zndmych rasto-
vé aktivnich latek Ia aZ VI, které se vzajemns lidi typem G¢inku, ani jedna vyznamnaji neovliv-
fiuje ani rast do délky, ani déleni bunék. Z vysledki vyplyvé, %e chemické struktura zkoulenych
sloudenin, alkoliv vyhovuje diive stanovenému poZadavku na konstitukei herbicidnich latek
tohoto typu, je pfili8 vSeobecnym méfitkem. Alespofi v nasem pfipadé se znaénym vlivem
uplatiiuje druh a potet substituenth na aromatickém jadfe. Experimentalni vysledky této préce
sv8déi o tom, Ze jinak velmi citlivy TurFITTUOV kvasinkovy test neni vhodny jako metoda pro
zjistovani téinku rastovych latek s udinnosti typu kyseliny 3-indolyloctové (Ila).

O. Mawosmnosa, II. Bauvink, Waeruryr axcnepmmenransraoit Goramuui YCAH, Tlpa-
ra: O BIMAHON HEKOTOPHIX EPUBATOB (2HOKCHYKCYCHBIX Kneaor Ha poer. — Biol. Plant.
6 :1—7, 1964.

Ilpm paccMOTpeHHM BAUAHHE ABAIIATH HE WCHLITBIBAEMBIX RO CHX HOP COGANHCHME
VII—XXVI, xoropele npmHagiemar K 9UcIy AePHBATOB (PEHOKCHYKCYCHOH KHCIOTHI,
B Rouuentpanun 10~ (0,0001 mr B awuTpe) Ha W30MPOBaHHKe KOpHN Lepidium sativum L.
u Ha Saccharomyces cerevisiae, GBUIO yCTAHOBJIEHO, YTO 10 CPABHEHWIO ¢ BIMAHHEM JIBATH
M3BeCTHHX CTUMYIMpylomux BemecTs la—VI, Baanmmoorawgamomuxca BugoMm addexrta,
HE OJHA M3 HOX 33aMeTHO He DJIWseT HA POCT B JAWHY, HJINX Ha [elleHNe KJICTOK. Ycra-
HOBJIGHHBIC Pe3yJbTaThl NOATBEPIKAAIOT, YTO XHMUYCCKAST CTPYKTYPA ICIILITHIBAEMBIX
COSUHEeHUH ABIAETCA CIAMINKOM OOINVM KpuTepHeM, XOTsA U BHOJIHE OTBCYAET DAHHEE yeTa-
HOBJIeHHOMY TPe0OBaHMIO HA CTPOeHUe IeOPUNMANLIX BellecTs paHHOTo Thna. [lo mpalines
Mepe B PACCMATPHBAEMOM CJIyUac Ba/KHYIO POJIh UTPAeT BHJ M KOJUYECTBO CYOCTHTYOHTOB
112 APOMATHYCCKOM HAPC. DKCOEPHMEHTAIBHEE Pe3yJbTAThH 3T0H PAGOTH CBUAETCILETBYIOT
0 TOM, 9T0 MHAYE OYeHH UYBCTBHTEALHHIE TecT Typdurra He ABIAETCA MOAXOMALMM METOIOM
WUt yeTaHOBACHNA 3@dPerTa cTUMYIsITOpoB pocta ¢ ddderroM THNIA 3-MBAOIHUIYKCYCHOR
rncsornr (11a).



