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Auch in dieser Versuchsanordnung verhilt sich Chlora-
zin &hnlich wie CMU und deutlich verschieden von
2,4-D und CIPC.

Gestiitzt auf die Laboratoriums- und Gewichshaus-
versuchsresultate wurde G 25804 zu einer praktischen
Priifung als Pre-emergence-! und Kontaktherbizid vor-
geschlagen und 1954 in orientierenden Freilandversu-
chen in der Schweiz und in Amerika gepriift. Uber
seine Untersuchungen hat H. M. Day am Meeting der
Southern Weed Control Conference? am 17. Januar 1955
vorgetragen.

Diese Versuche haben bestidtigt, dass Chlorazin, in
geeigneten Konzentrationen angewandt, insbesondere in
Baumwoll- und Bohnenkulturen eine gute Wirksamkeit
u.a. gegeniiber Raygras (Lolium perenne L.), Hiithner-
darm (Stellavia media Vill), Bluthirse (Digitaria san-
guinalis Scop.) und Spitzwegerich (Plantago lanceolata
L.} hat, ohne die Nutzpflanzen wesentlich zu beein-
flussen. Uber weitere Untersuchungen mit Chlorazin
soll spiter berichtet werden.

A, Gast, E, KnUsL1 und
H. Gvysin

Aus den Forschungsiabovatorien dev J. R. Geigy AG.,
Basel, den 13. Dezember 1954.

Summary

It has been demonstrated that 2-chloro-4,6-bis-
(diethylamino)-s-triazine (G 25 804, common mname:
Chlorazin) shows remarkable phytotoxic reactions. The
possible use of Chlorazin as a pre- and post-emergence
herbicide is discussed.

1 Als Pre-emergence-Herbizide werden in der angelsichsischen
Literatur Unkrautmittel bezeichnet, welche vor der Keimung der
Kulturpflanzen auf die Oberfliche des besiten Feldes appliziert
werden. Besonderes. Interesse bieten dabei Mittel, welche selektiv
wirken, das heisst die keimende Unkrautflora vernichten, ohne die
Kulturpflanzen zu schadigen.

2 3. AntoonNiNt und H. M. Day, Exp. Comp. 444 (entspricht
G 25804 = Chlorazin) a Pre- and Post-emergence Herbicide.

Einfluss von Streptomycin und von Tetracyclinen
auf die Entwicklung keimender Samen

Lisst man die Samen von Getreidearten, zum Beispiel
Gerste, nach Behandlung mit Losungen von Strepto-
mycin geeigneter Konzentration zwischen Filtrierpapier
und dann am Tageslicht keimen, so bleiben die Keim-
blitter, auch im Licht, farblos, ihr Katalasegehalt ist
stark vermindert, und es besteht anscheinend eine ge-
wisse Analogie der so gebleichten Pflanzen mit den
chlorophylldefekten Mutanten, welche zum Beispiel bei
Albina von Gerste spontan oder in héherem Grad nach
Roéntgenbestrahlung auftreten?.

Die Wurzeln der durch Streptomycin behandelten
Samen sind anomal kurz und zeigen deutlich Klauen-
form, die aber nicht fiir'die Streptomycinwirkung spe-
zifisch ist.

An der Flagellate Euglena gracilis wurde dieser Chloro-
phylleffekt des Streptomycins von Provasori, HUTNER

1 B. v. EvLEr, Kem. Arb. [NF. 11] 9, 1 (1947). — M. Bracco und
H. v. EuLer, Kem. Arb. [NF. 1] 79, 1 und IT {1947}. - H. v.
Evrer, Ark. Kemi, Min. Geol. [A] 26, Nr. 6 {1948); Ark. Kemi 1, Nr.
81 (1949). — H. v. EvrLer und L. HerLer, Ark. Kemi 7, Nr. 31
{1949); C. r. Acad. Sci. 227, 16 (1948). — Siehe auch: F. CEprRANGOLO,
Acta Pont. Acad. Sci. 14, Nr. 7 (1951).
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und ScuaTz! bestitigt und von Hurner und seiner
Schule? durch genetisch bemerkenswerte Versuche an
Flagellaten erweitert. Weitere diesbeziigliche Versuche
verdankt man besonders ScHOPFER?® und RosEN®. Eben-
falls Hemmungen der Chlorophyllbildung durch Strepto-
mycin beobachteten Bogorap® an Fichtensamen,
WriGHT® an Weizen und Rettichsamen und Dus# (1952)
an Chiorella®.

Die erwdhnte Hemmung der Chlorophyllbildung
konntenn wir ausser durch Streptomycin auch durch
Dihydro-streptomycin hervorrufen; mit anderen Stoffen
konnte bisher ein solcher Effekt nicht erzeugt werden.

Da wir hofften, die chemischen Vorginge, die bei den
chlorophylldefekten Gerstenmutanten vom Albinatypus
auftreten, durch das Studium von chemisch induzierten
Analogiefdllen aufkliren zu koénnen, haben wir syste-
matisch Stoffe gesucht, die — dhnlich wie Streptomycin —
Chlorophyllbildung in keimenden Samen beeinflussen.
Strukturanalogien scheinen hierbei nur eine untergeord-
nete Rolle zu spiclen, jedenfalls sind keine solchen er-
kannt worden. Wir haben deshalb Stoffe zum Vergleich
herangezogen, welche, wie Streptomycin, in Actino-
myceten vorkommen. Zu diesen Stoffen, den Actinomy-
cinen, gehoren — ausser dem zuerst von WaRSMAN und
WoopRrRUFF? isolierten Actinomycin A und dem von
Brocxmann® mit Erfolg bearbeiteten Actinomycin C -
auch die Tetracycline, die wegen ihrer hohen Aktivitit
und ihres breiten Wirkungsbereiches (wir vermeiden den
ungeeigneten Ausdruck «Wirkungsspektrumy») bereits
eine weitgehende medizinische Anwendung gefunden
haben.

Chlortetracyclin (Aureomycin), Tetracyclin (Akro-
mycin) und Oxytetracyclin (Terramycin,} deren Konsti-
tutionsformeln hier als bekannt vorausgesetzt werden
diirfen, sind in bezug auf ihre antibakterielle Wirkung
in vitrol® und iz vivo!! (an mit verschiedenen Bakterien
infizierten M#usen) und im iibrigen pharmakologischi?
in Lederle Laborvatories Division sehr eingehend gepriift
worden und haben sich als einander sehr &hnlich er-
wiesen, wenn auch gewisse Unterschiede festgestellt
werden konntemn.

Keimungsversuch mit Tetracyclinen. Zur Verwendung
kamen die Samenl3 von Gerste (Hordeum distichum),
Weizen (Triticum vulg., Bancovete) und Hafer (dvena
sativa, Bancohavre II), von denen wir je 50 Kdérner der
Einwirkung von 5 bis 25 mg Antibiotikum unterwarfen,
in der gleichen Weise wie frither Streptomycin. Einige

1 L. ProvasoLrr, S. H. Hutyer und A. Scuarz, Proc. Soc. exp.
Biol. Med. 69, 279 {1951).

2 1. Provasowrl, S. H. Hurner und 1. J. Pivengr, Cold Sprung
Harbor Symp. quant, Biol. 76, 113 (1951).

3 W. H. Scuoerer und Mitarbeiter, Arch. Sci. §, 9 (1952}; Soc.
Helv. Sci. nat. 1936, 320, — Bull, Soc. chim. Biol. 36, 1195 (1954).

4 W. Rosen, Ohio J. Sci. §4, 73 {1954); Soc. exp. Biol. Med. 85,
885 (1954).

5 1. Bogorap, Amer. J. Bot. 47, 876 (1950).

6 J. M. WrIGHT, Ann. Bot. 15, 493 (1951).

7 R. Gruriano, M. 1. Strevy und H. v. EvrLer, Ark. Kemi 6, Nr.
53 (1954).

8 &, A. WaksMaN and H. B. WooDRUFF, J. Bact. 40, 585 (1940).

? H. BrockMaNN und Mitarbeiter, Naturwissens¢haften 36, 376
(1949). - Siehe auch Actinomycin X in Naturwissenschaften 40, 225
(1958). —~ CHR. HackMANN, Z. Krebsf. 58, 607 (1952); Strahlenther.
1963, 296.

10 N, Bouonos et al. Antibiotics Ann. 19531954, 49.

11 1. S. Kiser ef al. Antibiotics Ann. 1958-1954, 57.

12 R, W. CunNNINGHAM ¢f al. Antibiotics Ann. 1953-1954, 63.

13 Wir danken Herrn Direktor Dr. H. Lamrrecrt, Weibullsholm,
fiir das sehr keimkrafiige Samenmaterial, Herrn Professor Dr.
A. AxerMaN, Svaldv, fiir die freundliche Uberlassung von Gersten-
mutanten vom Albinatypus.
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Actinomycine haben sich beim Keimungstest als toxisch
erwiesen. Es muss gleich betont werden, dass die mit
Gerste, Weizen und Hafer erhaltenen Resultate erheb-
liche Unterschiede! beziiglich des Einflusses der Anti-
biotikummengen und der Aziditdt (pH) gezeigt haben.

Reine Priparate der untersuchten Antibiotika bzw.
ihrer Hydrochloride verdanken wir der American Cyana-
mid Comp., Ledeyle Laboratories Division, Pearl River.

Bei unseren hier kurz mitzuteilenden Versuchen hat
es sich zundchst um einen Vergleich gehandelt zwischen
unseren chemisch induzierten, den mittels Rontgen-
strahlen?® induzierten und den in Albinamutanten der
Gerste spontan auftretenden Chlorophylldefekten.

Beziiglich der Methodik verweisen wir auf die friiheren
Arbeiten dieses Institutes; die Behandlung der Samen
geschah teils direkt in den L&sungen des Antibiotikums,
teils nach sechsstiindigem Quellen in Wasser, Wenn die
Keimlinge eine Linge von 1 bis 3 mm erreicht hatten,
wurden die Samen zwischen Filtrierpapier in Schalen
ausgebreitet und  nach etwa 3 Tagen dem freien
Tageslicht ausgesetzt. Stets Parallelversuche mit reiner
Wasserkeimung. Aziditdt der Losungen stets pH 5,5-5,8.

Aureomycin, Die Keimung sowohl der Gersten- wie
der Weizensamen war schon in den verdiinntesten Aureo-
mycinldsungen gegeniiber den Parallelversuchen in
Wasser 3 Tage verzogert, aber fast alle Samen (96 9%)
keimten. Bei der Konzentration 10 mg Aureomycin per
100 ml Losung wurden nach 6 Tagen die Keimlinge
sichtbar. Besonders stark gehemmt war durchweg die
Bildung der Wurzeln, die nie linger als 5 mm wurden
(normale Linge in dieser Zeit 70 mm). Innerhalb von
15 Tagen erreichten die Keimlinge nach Quellung in
Losungen von 5 mg9% Aureomycin die mittlere Linge
von 40 mm; die Keimblidtter ragten dann etwa 4-6 mm
aus den Coleoptilen heraus. Sie waren nach zwélftdgigem
Stehen in hellem Tageslicht noch — je nach der Konzen-
tration des Aureomycins — rein weiss oder ganz hellgriin,
und der schwache Chlorophyligehalt nahm auch nach
weiteren 10 Tagen nicht mehr zu. Bei den Kontroll-
wasser-vVersuchen betrug die mittlere Linge der Keim-
blatter in 15 Tagen 160 mm.

Achromycin (Tetracyclin)., Verwendet zur Quellung
wie Aureomycin in Losungen von 2 bis 40 mg je 100 ml.
Von den kleinsten Konezentrationen an wvollstindige
(96 %ige), aber sehr verzigerte Keimung, die in 20 Tagen
bis zu einer Linge der Keimblitter von etwa 20 mm
fortsetzt, Wurzeln immer klauenférmig und héchstens
10 mm lang.

Wenn nach 7-12 Tagen die Keimblitter aus den stets
weissen Coleoptilen hervortreten und dann dem Tages-
licht ausgesetzt sind, tritt bei Gerste, Weizen und Hafer
eine schwache Ergriinung ein. Die Katalasewirkung
dieser Blatteile betrdgt dann im Mittel 409, der Kata-
lasewirkung der griinen Blitter. Beim Hafer macht sich
ein Maximum des Chlorophyldefektes mit der Achromy-
cin-Konzentration deutlicher bemerkbar als bei Gerste
und Weizen, Das Maximum tritt bei etwa 5 mg Achro-
mycin je 100 ml ein. Bei dieser Konzentration bleiben
die Keimblitter viel bleicher als die normalen, Besonders
empfindlich gegen die Einwirkung von Aureomycin und
Achromycin sind die Samen der Gerstenmutanten

1 Starke Unterschiede zwischen verschiedenen Getreidearten
sind schon beziiglich anderer chemischer Einfliisse, zum Beispiel von
Carbamaten, gefunden worden. Siehe W. G. TEMPLEMAN und W, A,
SexTeN, Nature 156, 630 (1945). — MicuerL, MArti und PrRESTON,
jr., Science 120, 268 {1954).

2 Siehe A. Gusrarsson, Hereditas £8, 483 (1942). — H. v. EvLER,
B. BEroman, H. HeListrOM und D. Burstrowm, Hereditas 217, 119
{1934). — G. Horw, Acta Agric. Scand. £, 466 (1954},
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(Albinatypus). Sie entwickeln nur minimale Wurzeln
und (durch 5 mg Achromycin) Keimblitter, die nie
linger sind als 11 mm,

Tervamycin (Tetracyclin) iibt im wesentlichen den
gleichen Einfluss auf die Samenkeimung aus wie Achro-
mycin. Bei der Konzentration 10 mg je 100 ml bleibt
etwa 1f; der 18 mm langen Keimlinge ganz weiss, die
ibrigen Keimblitter sind schwach griinlich.

Nach den Tetracyclinen wurden noch zwei weitere
Actinomycine untersucht. Neomycin A! wurde aus dem
Neomycin-Sulfat A (LEDERLE) durch Baryt freigemacht;
es steht mit der Formel C,H,,N,O4 dem Streptomycin
strukturell nahe®. Nach Quellung in L&dsung von 10 mg
je 100 ml entwickelten sich die Samen von Gerste und
Weizen gut, was der geringen Toxizitit des Neomycins
entspricht. Nach 8 Tagen erreichten die Keimlinge fast
die gleiche Linge wie in den Parallelversuchen mit
Wasser,; sie waren normal griin, obwohl die Wurzeln nur
4-7 mm lang (normale Linge 50-60 mm) und klauen-
férmig waren.

Fallung der Hefenukleinsdure durch Neomycin. Strep-
tomyecin und Dihydrostreptomycin haben die Fihigkeit,
Nukleinsiuren und Nukleoproteide zu fillen; diese
Wirkungen sind frither von uns in Gemeinschaft mit
Gruriano?® gemessen worden, Zum Vergleich seien hier
die folgenden Zahlen fiir Neomycin angegeben:

‘Konze‘;]tration Molaritit des Neomycins

er

Nukleinsiure 1/200 1/400 1/800 1/1600]1/3200
01 % + 4+ + - _—— = -
0,05 % e N e o A B - -
0,025 % +++ (A | -
0,0125% ++ e T e e

Die fillende Wirkung des Neomycins zeigt sich noch
grosser als die frither {l.c.} bestimmte Wirkung des
Dihydrostreptomycins.

Durch die Gegenwart von Salzen von héherer Molari-
tit als 0,02 wird dicse Fiallungswirkung stark ernied-
rigt. Uber den Einfluss des Cysteins auf die Nukleo-
proteidfillung durch Neomycin wird an anderer Stelle
berichtet. Z1égLE?* fand die antibiotische (bakterizide)
Wirkung des Neomycins auf einen Stamm von Kieb-
siella pneuwmoniae hoher als diejenige des Streptomycins?®.

Jedenfalls zeigt sich, dass das Neomycin auch in Hin-
sicht auf die Nukleinsiure- und Nukleoproteidfallungen
dem Streptomycin nahesteht. Die hier untersuchten
Tetvacycline besitzen keine Fillungswirkung gegen Nu-
kleinsduren und Nukleoproteide, Pikvomycin®, CyyH,,sO:N,
hemmt die Keimung von Weizen und Gerste schon nach
der Quellung in Lésung von 10 mg je 100 ml fast voll-
stidndig.

Was die Chlorophylidefekte betrifft, so unterscheiden
sich die durch Tetracycline hervorgerufenen wesentlich
von den durch Streptomycin und Dihydrostreptomycin
erzeugten sowie von den bei Mutanten vom Albina-
Typus auftretenden: Wiahrend nach der Streptomycin-
behandlung neben normal griinen Keimblittern wnur
rein weisse (eventuell mit griinen Spitzen), nie aber mehr

1 Neomycin, entdeckt von S. A. Waksman und H. A, Lecug-
VALIER, Science 109, 305 (1949),

2 Kyueuw ¢t al. J. Amer. Chem. Soc. 71, 2590 {1949).

3 R.GiyLiaNo, M. L. Steiv und H. v. Evner, Ark. Kemi 6, Nr. 53
(1954).

4 L. ZitcLk, C. 1. Acad. Sci. 231, 310 (1950).

5 H. BrockMan und Mitarbeiter, Chem. Ber. 84, 284 (1951);
87, 856 (1954).
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oder weniger hellgriine Keimblitter auftreten, erschei-
nen nach der Quellung in Aureomycin- und in Achro-
mycinlésungen (oder in einem Gemisch beider) je nach
Menge des Tetracyclins und Dauer der Einwirkung
alle Grade der Bleichung. Zum Teil beruht dieser Unter-
schied darauf, dass Streptomycin (wie auch Necomycin)
weniger keimungshemmend ist als Aureomycin, so dass
man letzteren Chlorophylldefekt nur in einem spidter
eintretenden, aber weniger fortgeschrittenen Keimungs-
stadium beobachten kann. In diesem Zusammenhang
mag noch erwihnt werden, dass Aureomycin in vitro die
Succinodehydrogenase hemmt (blockiert).

Andcere Arten von Chlorophylihemmungen als die hier
besprochenen sind frither von uns! erwihnt worden.

Uber die Biochemie der Tetracycline, besonders des
Aureomycins, findet man in der Literatur wertvolle
Angaben. Die toxischen Wirkungen, welche Aureomycin
im tierischen Stoffwechsel ausiibt, konnten durch Ver-
suche von Loomis sowie von METER, OLESEN und
WiLLtams? auf die Hemmung der oxydativen FPhos-
phorylierung zuriickgefithrt werden. Dieselbe wird
durch einen Enzymkomplex in den Mitochondrien ver-
mittelt. Von wesentlichem Interesse ist der Nachweis
(Ro1xE?), dass Aureomycin nach peroraler Eingabe einen
erheblichen Einfluss auf die Bakterienflora des Darmes
ausiibt. Der Gcehalt des Aureomycins im Serum nach
oraler Eingabe wird durch Zitronensiure, Brenztrauben-
sdure oder andere stark erhéht® Zahlreichen Angaben
zufolge ist Aureomycin ein spezifisches Mittel zur Virus-
Bekiimpfung. Diese und andere Ergebnisse haben uns
veranlasst, den Einfluss des Aureomycins auf die
frischen Tumorzellen des Yoshida-Ascites-Tomors zu
untersuchen.

Von diesen an anderer Stelle demnachst mitzuteilen-
den Versuchen sei hier nur folgendes erwihnt:

0,3-0,5 ml Ascites unserer Yoshida-Ascites-Tumor-
ratten wurden mit dem gleichen Volumen von Aureo-
mycinldsungen verschiedener Konzentration (pH 7) 22 h
bei 0° inkubiert und dann den Versuchsratten intra-
peritoneal eingespritzt. Wenn der verwendete Ascites
150000-200000 Tumorzellen je Kubikmillimeter ent-
hielt, so waren zur Inkubation rund 4 mg Aureomycin
erforderlich, um die Tumorentwicklung zu verhindern,
Die tumorhemmende Wirkung des Achromycins war
wesentlich schwicher, diejenige des Neomycing war
nicht sicher nachweisbar.

H.v. EvLEr und M. L. StEIN

Institut fiiv organisch-chemische Forschung dev Uni-
versitdt Siockholm, den 70. Novewmber 1954.

Summary

EuLER (1947) and M. L. StEIN (1953) had observed
that germinating seeds of barley, rye, wheat and other
grasses are colourless when exposed to solutions con-
taining more than 0-2% of streptomycin or dihydro-
streptomycin. These plants are not inhibited in growth.
The chlorophyll already formed is not destroyed by
streptomycin.

The present authors describe the bleaching effect on
germinating seeds of chlortetracycline and tetracycline.

1 H. v. EvLER, Z. physiol. Chem. 2835, 411 (1953). — Siehe auch
C. L. Hamuxer und H. B. Tukey, Bot. Gazz. 112, 525 (1952).

2 J. C. MeTER, J. J. Oresex und J. H. WiLriams, Science 113,
273 (1951). — Proc, exp. Biol. Med. 81, 215 (1952). — H. A. Larpy, J.
Biol. Chem. 195, 215 und 225 (1952).

3 P. RoiNg und T. ErtaLa, Nature 169, 1014 (1952).

4 H. J. E1snkr ef al., Pharm, exp. Therap. 108, 442 (1951).
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These antibiotics inhibit or reduce the formation of
chlorophyll in germinating seeds but the authors could
not obtain this inhibition without toxic effects {reduced
growth). Contrary to streptomyecin, the tetracyclines are
not able to precipitate nucleic acids and nucleoproteins.

On the Irreversible Agglutination
of the Sperm of the Sea-Urchins
Caused by the Sperm Extract

Antifertilizin, a substance neutralizing the sperm
agglutinating effect of egg-water of the sea-urchin, was
extracted from the sperm first by Frawk!. Later
TyrLeEr and O'MEeLVENY? described an acid soluble
substance, which is extracted by acidulated sea-water.
As to the action of antifertilizin in neutralizing fertilizin,
agglutinating the eggs, dissolving the gelatinous coat of
the egyg, paralyzing the sperm and activating the un-
fertilized egg, this has been previously reported (TYLER;
WICKLUND?),

In the present experiment a new method of extraction
of antifertilizin was used. The matcerials used were the
sea-urchins Paracentrotus lividus and Arbacia lizula,
About 10 cm? of sperm suspension in sea-water were
fixed by adding 50 cm? of acetone. The solid fraction was
collected on filter paper, and was then suspended in
20 cm?® of distilled water by vigorous shaking. The
suspension was acidulated by adding 5 cm3 of N/10
HCI, and gently heated by boiling and after cooling
filtered. The filtrate thus obtained was brought to pH 8
before use.

The sperm extract of both species of sea-urchins show
a remarkable power to agglutinate the sperm of both
species irreversibly. The sperm cells move actively in
dilute solutions of the sperm extracts at the beginning
and then form spherical masses. The mode of agglutina-
tion at the beginning is nearly the same as that caused
by egg-water of the same species, Within 10 min the
sperm cells form clots of irreversible agglutination. The
sperm extracts of Paracentrotus and Arbacia cause the
irreversible agglutination on the sperm of Paracentrotus
up to 40 and 20 times dilution with sea-water respec-
tively. The agglutination of the sperm of Asbacia is also
observable in the presence of excess of NaHCO,. After
mixing equal volumes of sperm extract and M/2 NaHCO,,
the mixture is diluted with sea-water. The above men-
tioned extracts of Paraceniroius and of Avbacia show
irreversible agglutination of the sperm of Avbacia up to
16 and 64 dilutions respectively. The agglutination is
not observable in the control (mixture of bicarbonate
and sea-water).

The eggs agglutinate instantaneously by sticking to
each other forming a precipitation membrane on the
surface of the jelly-coat, when they are put into the
neutralized extracts. The sperm extract of Paracentrotus
shows the ability of egg agglutination up to 40 and 160
dilutions to the eggs of Pavacentrotus and of Arbacia
respectively, and that of Avbacia is effective up to 20 and
80 dilutions to the eggs of thosc species respectively.
The egg of Awbacia is therefore more sensitive to the
extracts.

The extracts also show the capacity to neutralize the
fertilizin, the sperm agglutinin of egg-water. The egg-

1 J. A. FraNK, Biol. Bull. 76, 198 (1939).

2 A. TvLer and K. O. MELVENY, Biol. Bull. 87, 364 (1941).

3 A. TyLER, Physiol. Rev, 28, 180 (194%8). - E. WICcKLUND, Ark.
Zool. [A] 40 \NT. 5 (1948).



