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Aufnahme von Ferrioxamin B durch
Tomatenpflanzen

Es ist heute iiblich, Eisen in komplex gebundener Form
zu verabreichen, wenn infolge von hohem pH oder un-
giinstiger ionaler Zusammensetzung der Néhridsung die
Loslichkeit des Eisens reduziert ist, so dass die Versor-
gung der Pflanze mit Eisen ungeniigend wird1. Der Auf-
nahmemechanismus von Eisenkomplexen in die Wurzel
ist Gegenstand mancher Untersuchung? und vor allem
interessiert die Frage, ob der Komplex von der Wurzel
intakt inkorporiert wird. Resultate entsprechender Ver-
suche sind teilweise verschieden®4¢ In den fraglichen
Versuchen wird meistens mit Komplexbildnern vom Typ
des Athylendiamintetraacetates gearbeitet und zum bes-
sern Nachweis der Komplexe in der Pflanze werden die
Verbindungen mit C markiert. Aus MC-Aktivitdts-
messungen in der Pflanze, z. B. Radiographie, wird auf
die Anwesenheit des Komplexes in der Pflanze geschlos-
sen. Bei solcher Versuchsanordnung ist allerdings nicht
eindeutig entscheidbar, ob der Komplex intakt von der
Wurzel aufgenommen wird.

In den vorliegenden Versuchen wurde Ferrioxamin B
(FOB), e¢in Cyclopeptid mit hohen Komplexbildungs-
konstanten fiir das dreiwertige Eisen® verwendet®. FOB
ldsst sich in einem Biotest mit Bacillus subtilis als Test-

Tabelle 1. Ferrioxamin-B-Aufnahme durch Tomatenpflanzen aus
Hoagland-L#sung

Inkubations~
zeit in min

Hiscn-~
applikation

p.g aufgenom-
menes Eisen in
oberirdischen

pg Ferrioxamin
B proml
alkoholischen

Pflanzenteilen®  ExtraktesP
FeCl, 10 <0,
Fels.FOB 10 0,2 <1,0
0.2
0,1
<0,
FeCl, 30 <0,1
Fe'-FOB 30 0,3 95
0,2 2,0
0,1 <10
0,2 2.0
FeCl, 60 <01
<0,
0,1
<20,
Fer.TOB 60 1,0 3,5
0,8 3.0
0,5 3,0
0,5 1,0
FeCly a0 0,1
04
0,1
1,0
Fet3-FOR 90 1,4 2,0
1,5 2,5
1,6 4,0

4 10Y% Genauigkeit fiir 0,1 pg Lisen bei 120 min Zihldauer; spez.
Aktivitat: 300 cpm pro pug Eisen.
b Bestimmungsgrenze; 1,0 wg FOB pro mlL
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organismus quantitativ bestimmen. Der Test beruht aunf
der antagonistischen Wirkung von FOB zum Antibioti-
cum Ferrimycin?. Da nur der intakte Komplex auf den
Test anspricht, ist FOB ein geeigneter Komplexbildner,
um zu priifen, ob Eisenkomplexe unveridndert in die
Wurzel aufgenommen und in die Bldtter transportiert
werden. Verbindungen wie Eisencitrat, -malat, -malonat
oder -dthylendiamintetraacetat sprechen auf den Test
erst in hohen, unphysiologischen Konzentrationen mess-
bar an (unvertffentlichte Resultate),

Fiinf Wochen alte Tomatenpflanzen (1,3-1,5 g Frisch-
gewicht der oberirdischen Teile), aufgezogen in Quarzsand
mit Hoagland-Nihrlosung, ohne Eisen bei 20-25°C, wur-
den sorgiiltig aus dem Substrat genommen (Heraus-
spiilen). Die Pflanzen wurden einzeln mit den Wurzeln
bis zum Hypokotyl in ein Becherglas mit je 14 ml der
eisenfreien Hoagland-Lésung und einem ml einer 3*FeCly-
bzw. 5#Fe-FOB-Ldsung gestellt. Nach den in Tabelle I
angefithrten Zeiten (Kurzzeitexperiment) wurden jeweils
vier Pflanzen pro Nihrlgsungskombination {(nur drei
Pflanzen bei Fet3-FOB, 90 min) iiber dem Hypokotyl
dekapitiert. Die abgeschnittenen oberirdischen Pflanzen-
teile wurden zusammengerollt, in ein passendes Reagens-
glas gesteckt und die 5*Fe-Aktivitit in einer y-Scintilla-

‘Tabelle 1I. Ferrioxamin-B-Aufnahme durch Tomatenpflanzen aus
Wasser

LEisen- Inkubations- ug aufgenom- pg Ferrioxamin
applikation  zeit in min meunes Eisenin B pro ml
oberirdischen allkcholischen
Pflanzenteilen® Extraktes?
FeCl, 15 <0,1
Fets.FOB 15 <0,1 <1,0
FeCly 45 <0,1
Fet3.FOB 45 1,0 3,0
1,0 3,0
0,5 2,5
1,0 2.5
FeCl, 90 0,1
<0,1
0,1
<0,1
Fet3.FORB 90 4,0 3,5
45 5,5
4,0 45

2 109% Genauigkeit {iir 0,1 pg Eisen bei 300 min Z4hldauer; spez.
Aktivitdt: 240 cpm pro pg Eisen.
b Siehe Tabelle 1.
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t1.0nssonde mit Lochkristall (Philips PW 4119) ausge-
z&hlt. Dann wurden die Praben mit 0,5 m1 Athanol (80%,)
versetzt und zerrieben. Im abgetrennten Extrakt wurde
das FOB bestimmt.

Aus den Resultaten der Tabelle I ist ersichtlich, dass
FQB von eisenhungrigen Pflanzen rasch aufgenommen
wird, dass die Eisenaufnahme mit der FOB-Aufnahme
}torreliert und dass das komplexierte Eisen (Fet*-FOB)
Im Vergleich zum freien ionischen Eisen rascher in die
oberirdischen Teile transportiert wird bei gleichen Aus-
8angskonzentrationen (5,8 pg Eisen pro mi).

Die stimulierende Wirkung von FOB aunf die Eisen-
aufnahme konnte in einer zweiten Versuchsanordnung,
W0 anstatt Hoagland-Ldsung nur destilliertes Wasser ver-
wendet wurde, eindeutiger gezeigt werden, weil Ausfillen
des freien Eisenions nicht in Betracht zu ziehen ist. Wie
d{e Resultate der Tabelle 11 zeigen, wird auch unter
diesen Bedingungen der Eisenkomplex rascher als das
fI"eie Eisenion in die oberirdischen Pflanzenteile transpor-
tiert, Ausgangskonzentration des Eisens: 11,6 pg pro ml.

Fate of Cartilage Cells in Limb Regeneration in
the Axolotl (Ambystoma mexicanum)

Limb regeneration in Amphibia involves a morpho-
logical de-differentiation of tissue cells to form a blastema,
which subsequently develops into a complete new limb.
The de-differentiation leading to blastema formation
appears to be complete, so far as can be determined from
electron microscopical and other observations (see review
by Hav1). Thus, highly specialized cells, such as those of
cartilage and muscle, lose their characteristic morpho-
logy and become indistinguishable from each other in the
blastema. For this reason their eventual fates have re-
mained obscure, and it is not known whether they remain
true to type or revert to a pluripotent state and change
In type during regeneration. The present paper records an
attempt to solve this problem for one cell type — that of
Cartilage.

Method. Our experiments involved the grafting of
briploid cartilage into diploid limbs from which the distal
two-thirds of the humerus had previously been removed.

ost and donor larvae, 95 to 105 mm in length, were
kindly provided by Dr. R. R. HumpHrEY. Both were
from a dark strain of axolotls which occasionally gives
triploid offspring (HumpHrEY %). Bone-free cartilage from
the distal portion of the triploid humerus was placed in
1% trypsin, made up in a solution containing (in g/):
NaCl, 3.12; KCl, 0.078; NaH, PO, -H,0, 0.020; NalHCO;,,
0.389; adjusted to pH 8.0 with 0.1 N KOH. The cartilage,
while in the enzyme solution, was stripped completely
free of its perichondrium and then washed thoroughly in
STEINBERG’S? solution before being grafted into the host
limb. After the grafts had healed in place for 5 to 7 days
the host limbs were amputated at the elbow, just distal
to the grafted cartilage. Regeneration was allowed to
Proceed for 30 or 45 days, by which time the digital
Cartilages were well formed. The regenerates were then
fixed in Bouin’s fluid, sectioned at 10 ., and stained ac-
Cording to the azure B method of Frax and Himes? — a
Method particularly valuable for staining nucleoli.
Nucleolar number was determined in the newly formed
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Die Ursache der stimulierenden Wirkung von FOB auf
die Eisenaufnahme unter den Bedingungen des zweiten
Experimentes ist nicht bekannt. Gewisse Versuchs-
resultate (unverdffentlicht) deuten darauf hin, dass Eisen
aus der FeCl,-Losung rasch an oder in die Wurzel sorbiert
wird, aber langsamer an die oberirdischen Teile abgegeben
wird.

Summary. Ferrioxamin B (FOB), an iron chelating
cyclopeptide, is shown to be absorbed and translocated in
tomato plants from nutrient solution. Chelated iron (FOB)
is transported to the upper parts of tomato plants more
rapidly than ionic iron (FeCly).
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cartilage, muscle, and epidermis of the regenerates. Cells
derived from the triploid cartilage graft would be ex-
pected to display a maximum of 3 nucleoli per nucleus,
compared with a maximum of 2 nucleoli per nucleus for
cells of host (diploid) origin. Both triploid and diploid
cells may, of course, show fewer than the maximum
nucleolar number as a result of nucleolar fusion. Thus it is
only the maximum number per nucleus, exhibited in a
population of cells, that can serve as a reliable indication
of the ploidy of the population (Fankmauser and
HUMPHREY ).

Resulls. 39 regenerates of diploid limbs containing
grafted triploid cartilage were studied. In 28 cases the
regenerates contained no triploid cartilage, and other
tissues were also devoid of triploid cells. In these cases
the graits presumably failed to survive, or to be included
in the amputated regenerate. The remaining 11 regen-
erates all showed significant numbers of cartilage nuclei
with 3 nucleoli, indicating graft survival., The cartilage,
muscle, and epidermis of these regenerates were examined
with the following results,

In 4 cases the triploid cartilage was present in the
proximal part of the amputated regenerate but was con-
fined to the stump and failed to participate in the re-
generation, The newly formed cartilage, muscle, and epi-
dermis contained no nuclei with 3 nucleoli, so far as
could be seen,

In 7 cases the grafted triploid cartilage survived and
participated in regeneration, as indicated by the presence
of nuclei with 3 nucleoli in the newly formed cartilage. In
3 of these cases quantitative analyses were made on rep-
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