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136. Isolierung und Charakterisierung von nativer nuklearer
Desoxyribonukleinsiure aus Tabakblidttern
von A. Temperli, U. Kiinsch und H. Tiirler
Eidg. Forscbungsanstalt, Scktion Biochemie, CH-8820 Widenswil

und Départcment de Biologie Moléculaire, Université de Genéve,
30 Quai Ernest Ansermet, C11-1211 Genéve

(4. ITI. 75)

Summary. Tobacco nuclear DNA (nDNA) was isolated from tobacco leaf nuclei which were
prepared according to our previously published procedure [8]. The nDNA was characterized by
basc analysis, absorption spectrophotometry, analytical CsCl density gradient equilibrium centri-
{ugation and by its melting behaviour. The results show that the isolated tobacco nDNA is native,
high molecular weight DNA, ‘which is free of detectable amounts of chloroplast DNA, RNA,
protein and polysaccharides. From its melting behaviour it was concluded that tobacco nDNA can
be placed close to calf thymus DNA with respect to intramolecular heterogeneity. Experiments on
the partial and completc denaturation of tobacco nDNA and its ability to recnature arc also re-
ported,

Einleitung. — Die Untersuchung des genctischen Materials, der Desoxyribonu-
kleinsiuren (DNS) hoherer Pflanzen wird dadurch erschwert, dass die DNS sowohl
im Zellkern (nukleare DNS) als auch in Mitochondrien und Chloroplasten vorkommt.
Die Mitochondrien-DNS und dic Chloroplasten-DNS unterscheiden sich oft, aber
nicht immer von der nuklearen-DNS (nDNS). Dieser Befund und die Tatsache, dass
in den meisten Fillen nur grob angereicherte Zellkerniraktionen (sog. «nuclear pellets»)
zur Gewinnung von nDNS zur Verfligung standen, mégen die Griinde sein, dass bis-
her iiber die Eigenschaften pflanzlicher nDNS relativ wenige und zum Teil recht wi-
derspriichliche Untersuchungen vorliegen ;1-7].

Wir haben kiirzlich ein Verfahren zur Gewinnung einer reinen Kernfraktion aus
Tabakblittern verdffentlicht [8]. Nachstehend beschreiben wir die Isolierung von
reiner Tabak-nDNS sowie deren Charakterisierung.

Experimenteller Teil. — 1. Isolierung und Reinigung der Tabak-nDNS. Als Ausgangsmate-
rial fiir die Isolierung der nDNS dienten nach unserem Verfahren gewonnene Zellkernc aus jungen
Tabakblittern [8]. Aus 10 g Blittern liessen sich elwa 4 x 10% Kerne jsolieren, die cinen DNS-
Gehalt von ca. 4 mg aufwiesen. Dic Kerne wurden cntweder direkt weiterverarbeitct oder bis zur
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Aufarbeitung bei —70° gelagert (2-3 Monate). Pro Ansatz wurden 4 x 108 Zellkerne in 3,0 ml
0,05M Tris-HCl-Puffer pH 7,6 enthaltend 0,1 M Saccharose und 0,002m MgCl, suspendiert und an-
schliessend wihrend 10 Min. bei 1000 x g und 4° abzentrifugiert. Der Ritickstand wurde in 10 ml
des oben beschriebenen Puffers suspendiert, und nach Zugabe von 10 mg Pronase (Calbiochem, B-
Grade, nukleasefrei) wihrend 20-25 Min. bei 41° inkubiert. Zunichst entstand eine hochviskose
Suspension mit schleimigen Verklumpungen, welche sich aber im Laufe der Inkubation allmghlich
auflgsten; besonders nach Zugabe einer Suspension von Pankreas-a-Amylase (500 ug, Boehringer),
und Inkubiercn wihrend weiteren 5 Min. Anschliessend wurden 2,0 ml ciner wiisserigen 109, (g/v)
Natriumlanrylsulfatldsung zugegeben und unter gelegentlichem Umrithren wihrend 10 Min. bei
57° inkubiert. Nach dem Abktihlen auf Raumtemperatur (RT.) wurde die Lésung mit 10 ml Phenol,
gesittigt mit 0,05 Tris-HCl-Puffer pH 7,6, unter leichtem Schiitteln (1 Min., Vortex Mixer) vor-
sichtig extrahiert. Die wiisserige Phase wurde abgehebert, noch 2mal mit ges. Phenol extrahiert,
und danach wihrend 20 Min. bei 30000 g und RT. zentrifugiert. Nach Zugabe von 2 Volumenteilen
Athanol (— 20°) zum Uberstand liess sich beim Umriihren dic ausfallende nDNS mit einem Glas-
stab aufwickeln. Die nDNS wurde zn 4 ml S$SC (0,15m NaCl in 0,015M Trinatrinmcitrat, pH 7,0)
gegeben, wo sie sich bei 4° innerhalb von 2-3 Tagen auflgste, und anschliessend wihrend 48 Std.
bei 4° gegen SSC dialysiert. Diese Losung mit einer DNS-Konzentration von 300 bis 500 xg/ml
wurde bis zur Weiterverwendung bei — 25° aufbewahrt,

Die weitcre Reinigung der DNS erfolgte durch Zentrifugierung in einem neutralen CsCl-Gra-
dienten: 3,75 g CsCl (Merch, p.a.) wurden in einem dickwandigen Polypropylenréhrchen mit 1 ml
DNS-Losung (400 ug) versetzt und mit SSC zum Endgewicht von 6,8 g anfgeftillt. Nach refrakto-
metrischer Kontrolle der Dichte und Einstcllung auf 1,706 gml-1, sowie Uberschichtung mit Parai-
findl, wurde in einem Winkelrotor wihrend 60 Std. bei 40000 U/Min. und 25° zentrifugiert (MSE
TC 50). Die Fraktionierung der Gradienten erfolgtc durch Anstechen der Réhrchen (10 Tropfen
pro Fraktion). Nach UV.-Spektrophotometrie wurden die Fraktionen mit den héchsten DNS-Kon-
zentrationen vereinigt und 2mal je 12 Std. gegen das 500fache Volumen SSC bei 4° dialysiert. Fiir
die nachfolgenden Untersuchungen diente ausschliesslich im CsCl-Gradienten gercinigte DNS.

2. Thermische Denaturierung. Lisungen von 15-20 ug Tabak-nDNS/ml in §SC wurden auf 95°
erwirmt unter gleichzeitiger Messung der Absorptionszunahme in einem modifizigrten Beckman-
Spektralphotometer, Modell DU. Die durch die thermische Ausdchnung des Losungsmittels ver-
ursachten Konzentrationsinderungen wurden bei der Bercchnung der Absorptionswerte bertick-
sichtigt {9].

3. Alkalische Denaturierung und Renaturierung, Eine Losung von 200 ug DNS in 2,0 ml §5C
wurde mit 1x NaOH auf pH 12 eingestellt, wihrend 15 Min. bei 22° inkubiert und mit 0,5M
KH,PO, neutralisiert. Dic Hilfte der denaturierten DNS wurde 12 Std. bei 4° gegen das 500fache
Volumen SSC dialysiert. Der Rest wurde fiir dic Renaturicrung zunéchst 60 Min. gegen Jas 500-
fache Volumen 2x SSC dialysiert, hierauf 2 Std. bei 70° inkubiert, und schliesslich wie oben er-
wihnt gegen SSC dialysiert.

4. Analytische Ulirazentvifugierung. Konzentrierte Losungen von nativer, alkalisch denaturier-
ter sowie von renaturierter Tabak-nDNS (ca. 100 yg/ml) wurden mit 0,1 X 88C auf eine Endkon-
zentration von 2-3 gg/ml verdiinnt. Als Referenz wurde DNS von Micrococcus lysodeikticus (M.
lys.), isoliert nach Marmuy [10], bis zu ciner Endkonzentration von 1-1,5 ug/ml zugefiigt und an-
schliessend mit kristallinem CsCl {Merck, suprapur.) auf eine Dichte von 1,718 gml-! eingestelit.
Als Vergleichsldsung in den Doppelsektorzellen dicnte eine Lésung von CsCl in 0,1 x SSC der
gleichen Dichte,

Alle Proben wurden gleichzeitig in einem AnG-Titanrotor bei 40000 U/Min. und eincr Tem-
peratur von 25° wihrend 25 Std. in ciner Beckman-Ultrazentrifuge, Modell E, ausgeriistet mit
UV.-Registriercinheit und Multiplexzusatz, zentrifugiert. Die Aufnahme der Absorptionskurven
erfolgte bei 265 nm mit mittlerer Registriergeschwindigkeit und einem Papiervorschub von 5 mm/
Sek. Die Schwebedichten wurden nach Schildkvaut et al. [11] berechnet, wobei DNS von M. lys.
von der Dichte 1,7310 gml-* als Referenz diente.

5. Ubrige Bestimmungen. Phosphor wurde nach nasscr Veraschung kolorimetrisch bestimmt
[12]. Ptir die quantitative Bestimmung von Adenin (A), Guanin (G), Cytosin (C), 5-Methylcytosin
(MC) und Thymin (T) wurden die Basen nach Hydrolyse mit Ameisensiure papierchromatogra-
phisch anfgetrennt, eluiert und spektrophotometrisch ihre Molverhiltnisse bestimmt [13]. Der
Proteingehalt liess sich durch Bestimmung der Aminosiuren in einem salzsauren Hydrolysat er-
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mitteln [14]. Der DNS-Gehalt in Tabakblittern und in Kernen wurde nach Hamillon et al. [8]
bestimmt, dic DNS-Konzentrationen in Lésungen cntweder mit der Diphenylaminreaktion [15]
oder durch dirckte Messung der Absorption bei 258 nm, wobci 10 ug DNS/m! eine Absorption von
0,220 ergaben. Die direkte photometrische Bestimmung des A+ T-Gchaltes erfolgte durch Aus-
wertung des nativen Spektrums nach der Methode von Hirsckmann & Felsenfeld [16).

Resultate und Diskussion. — 1. Eigenschafien der isolierten Tabak-nDNS. — 1.1.
Basenanalyse. Tab. 1 zeigt die nach verschiedenen Mcthoden ermittelte Basenzu-
sammensetzung von Tabak-nDNS sowie dic zum Vergleich angeftihrten Literatur-
werte von Tabak-Chloroplasten- und Kalbsthymus-DNS. Der Hauptunterschied
zwischen Tabak-nDNS und Tabak-Chloroplasten-DNS besteht im Gehalt an 5-
Methylcytosin, einer Base, die in pflanzlicher nDNS hiufig vorkommt. Interessanter-
weise unterscheiden sich die Anteile der restlichen Basen in den drei angefiithrten
Nukleinsjurenpriparaten — mit Ausnahme des 5-Methylcytosing — nur geringfiigig.
Die analytisch bestimmten Werte fiir G+C respektive A-+T stimmen gut mit den aus
der Schwebedichte und den aus dem nativen Absorptionsspektrum crmittclten Wer-
ten {iberein. Aus der Schmelzkurve wurde ein etwas hoherer G4-C-Gehalt errechnet
(vgl. Abschnitt 2.1.).

Tabelle 1. Basenzusammensetzung von Tabak-nDNS im Vergleich mit Litevaturwerien von Tabak-
Chlovoblasten- und Kalbsthvmus-DNS

Tabak-nDNS Tabak-Chloroplasten- Kalbsthymus-
DNS [3] DNS {17

Adenin (A) 30,8 30,4 28,3
Thymin (T) 29,6 29,0 28,3
Guanin (G) 19,2 19,5 21,9
Cytosin (C) 15,1 21,1 21,5
5-Methylcytosin (MC) 5.3 - -
A+T 60,4 59.4 56,6
G+C+MC 39,6 40,6 43,4
A+ T/G+C+MC 1,53 1,46 1,30
G/C+MC 0,94 0,92 1,02
G+CY 44,3
G+C? 36,7
G+C8) 38,7

Die Konzentrationen der Basen sind ausgedriickt in mol/100 g Atome DNS-Phosphor.

1)  Berechnet aus T'y nach der Gleichung G+ C = 2,44 (I', — 69,3) [18).

%) Berechnet aus der Schwebedichte nach der Gleichung G+C = (g —-1,660) x 100/0,098 [11].
3) A+ T Gehalt berechnet aus dem UV.-Spektrum von nativer DNS 161,

1.2, Optische Eigenschaften. Die molare Extinktion bezogen auf den P-Gehalt
[e)] (17] ergibt einen Wert von 6400. Diese Grésse ist charakteristisch fiir native,
doppelstringige DNS [17], Das Absorptionsmaximum liegt bei 258, das Minimum bei
230 nm. Aus dem Spektrum wurden die folgenden Verhiltnisse fiir Agssnm/Agsonm =
1,9; fiir Agsgnm/Agaonm = 2,4 berechnet.

1.3. Analytische Ultrazentrifugierung. Native Tabak-nDNS zeigt im CsCl-Gradien-
ten ein symmetrisches Band mit einer Schwebedichte von 1,6960 g ml-? bezogen auf
die DNS von M. lys. von der Dichte 1,7310 g ml? (Fig. 1A). Im ncutralen CsCl-
Gradienten lsst sich Tabak-Chloroplasten-DNS$ infolge des geringen Dichteunter-
schiedes nicht von Tabak-nDN$ unterscheiden [3]. Zur Priifung auf verunreinigende
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Chloroplasten-DNS muss das Priparat ciner alkalischen Denaturierung und Rena-
turierung unterworfen werden. Da Chloroplasten-INS infolge ihrer grésseren Homo-
genitit vollstdndiger renaturiert als nDNS, kommt es zu einem Dichteunterschied
und dadurch zu einer Auftrennung.

Die alkalische Denaturierung bei pH 12 (15 Min., 22°) fiihrt zu einem Anstieg der
Schwebedichte um 0,0160 g mi~* (Fig. 1B). Dieser Wert entspricht dem bei andern
DNS-Priiparaten gefundencn Ansticg fitr den Ubergang von Doppelstrang- zur Ein-
zelstrang-DNS | 3]. Inkubieren der alkali-denaturierten Tabak-nDNS wihrend 2 Stun-
den bei 70° in 2XxSSC bewirkt eine particlle Abnahme der Schwebedichte um
—0,0057 g ml* (Fig. 1C). Links davon (um 1,70 g m1-?) ldsst sich keine renaturierte
Chloroplasten-DN'S nachweisen.

A .6960 1.7310
I I
B 1.7120
I
C 1.7063 |
!

Fig. 1. Analyse von Tabak-nDNS durch Gleichgewichtszentrifugierung im CsCl Dichtegradienten
A nativ; B: alkalisch denaturicrt; C: nach alkalischer Denaturierung renaturiert. Als Referenz
dient DNS von M. lys. von der Dichtc 1,7310 g ml-.

1.4. Reinheit dey isolierten Tabak-nDNS. Aus den oben erwihnten Resultaten (Ab-
schnitt 1.3.) lisst sich schliessen, dass die isolierte Tabak-nDNS keine nachweisbaren
Mengen von Chloroplasten-DNS enthilt. Dic Priparate sind ausserdem frei von RNS
(in den DN'S Hydrolysaten ist papierchromatographisch kein Uracil nachweisbar) und
von Polysacchariden (negative Anthronreaktion). Der Proteingehalt betrigt weniger
als 1,49.

2, (f)ntersuchungen diber die Sekunddrstruktur der Tabak-nDNS. — 2.1. Schmelzver-
halten. Das Schmelzverhalten einer bestimmten DNS ldsst sich durch 3 Parameter
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charakterisieren: a) die Hyperchromie R |R = Agsanm 10)/Agssnm (25°)), wobei R ein
Mass fiir die thermische Denaturierung darstellt und oft in %, der totalen Hyper-
chromie ausgedriickt wird; b) die Schmelztemperatur Ty[Tm = T, »y] cntspricht
dem sogenannten «transition point» (Helix-Kniuel-Ubergang), bei dem die Hilfte der
Wasserstoffbriicken zwischen den komplementiiren Basen gel6st sind. Der T-Wert
ist von der Basenzusammensetzung der betreffenden DNS sowie von der Salzkonzen-
tration der Losung abhiingig; c) das Schmelzintervall ATAT = To,a ®) - T(o.18 ®) |,
das den Schmelzbereich in °C zwischen 16 und 849, der totalen Hyperchromie um-
fasst. ’

Die Schmelzkurve der Tabak-nDNS ist in Fig. 2A wiedergegeben. Der aus der
Schmelzkurve ermittelte Wert fiir die Hyperchromie ergibt 1,39. Dies entspricht dem
fiir native, doppelstringige DNS allgemein charakteristischen Wert [18). Die Schmelz-
temperatur in SSC betriigt 87,4°. Aus dieser wurde nach Marmur & Doty [18] der
(:+C Gehalt zu 44,39, errechnet (Tab. 1). Die Diskrepanz zwischen dem errechneten
Wert aus Ty, und demjenigen aus der Basenanalyse ldsst sich dadurch erkliren, dass
die Gleichung von Marmur & Doty [18] streng genommen, nur fiir DN5-Priparate
ohne 5-Methylcytosin gilt. Das ermittelte Schmelzintervall betrigt 6,6°. Fiir cine
doppelstringige DNS, die eine Normalvertcilung der B3ascn iiber die ganze Molekel
aufweist, ist die Schmelzkurve eine Sigmoide, die sich bei Umwandlung ins Normal-
wahrscheinlichkeitsnetz in eine Gerade iiberfithren lisst. Aus dieser ldsst sich nach
Khmnittel et al. [19] Ty und A T leicht ermitteln (Fig. 2B).
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Fig. 2. Theymische Denaturierung von Tabak-nDNS
A: Schmelzkurve (in SSC); B: Schmelzkurve transformicrt ins Normalwahrscheinlichkeitsnetz.

Nach Doty et al. [20] kann unter Beriicksichtigung des idealen Schmelzverhaltens
einer Poly-A-| T-DNS nach der in Tab. 2 angegebenen Gleichung o berechnet werden.
Dicser Wert gibt die mittlere Abweichung der G-} C-Verteilung vom G | C-Gehalt der
DN'S wieder und ist somit cin Mass fiir die Heterogenitiit der DNS. Aus den in Tab. 2
angefiihrten Werten ist ersichtlich, dass Tabak-nDNS in bezug auf die intramoleku-
lare Heterogenitdt dhnlich derjenigen von Kalbsthymus ist, sich aber von E. coli-
und Weizen-DNS unterscheidet,
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Tabelle 2. Schmelzintervalle ( AT) und Standardabweichung (o) vom G + C Gehalt verschiedener DNS-

Prabarate
Material AT AT — 3 2¢gY) Literatur
%
Poly-A 4 T-DN§ 3,0 0 0 [20]
E, coli (K-12) 52 2,2 55 [207
Tabak-nDNS 6,6 3,6 9,0
Kalbsthymus 6,3 3,5 3.8
Weizen 10,0 7,0 17,5 (71

1) Die Standardabweichung ist in mol-% G+ C ausgedrckt und wurde nach der Formel 20 =
2,5 (AT — 3,0) bestimmt [20].

2.2. Heterogenitdt der thermischen Denaturierung. Eine weitere Moglichkeit zur Er-
fassung der intramolekularen Heterogenitit licfert die Dispersionskurve [21], bei der
die Anderung der Schmelztemperatur als Funktion der Wellenlinge aufgetragen wird
[ATm = Tm@my — Tmeeonm)]. Fig. 3 zeigt, dass Tabak-nDNS und Kalbsthymus-DNS
fast identische Dispersionskurven ergeben, sich aber deutlich unterscheiden von der
homogen schmelzenden DNS des Bakteriophagen T, von dhnlicher Basenzusammen-
setzung [21]. Tabak-nDNS und Kalbsthymus-DNS sind sich sehr dhnlich in bezug
auf die Heterogenitit der thermischen Denaturierung und damit aunch in bezug auf
ihre intramolekulare Heterogenitit.
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Fig. 3. Hetevogenildi dey thermischen Denaturierung (Dispersionskurve) [21]
Tabak-nDNS (@); Kalbsthymus-DNS (0); DNS des Bakteriophagen T, ( A).

3. Untersuchungeniiber Denaturierung und Renaturierung.—3.1. Denaturierung durch
Salzentzug. Die Untersuchungen von Lin & Chargaff [22] zeigten, dass sich Kalbsthy-
mus DNS durch Salzentzug (Dialyse gegen Wasser) vollstindig denaturieren liess.
Auf diese Weise denaturierte DNS konnte durch Salzzugabe ganz oder teilweise, je
nach vorangegangencr Dialysedauer, renaturiert werden. Im Gegensatz zu diesen
Ergebnissen stellen wir bei der Tabak-nDNS keine oder héchstens nur sehr gering-
filgige Denaturierung durch Dialyse gegen Wasser fest. Nach 7tdgiger Dialyse von
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Tabak-nDNS gegen Wasser bei 4°, und thermischer Denaturierung in Wasser kann
keine Verinderung der Hyperchromie beobachtet werden. Hingegen erniedrigt sich
die Schmelztemperatur um 25° und der Schmelzbereich nimmt um 9,4° zu (Fig. 44,
Kurve 1). Wird die gegen Wasser dialysierte nDN'S zusitzlich 24 Stunden gegen S5C
bei 4° dialysiert und anschliessend in SSC geschmolzen, so wird das Schmelzverhalten
von nativer DNS wieder gefunden: R = 1,39, T, = 86°, T = 6,6° (Fig. 4A, Kurve 2).
Wir vermuten, dass divalente Kationen (Mg?+) bei der Zellkernisolierung an die DNS
gebunden werden und entscheidend zur Stabilisierung der Doppelhelixstruktur bei-
tragen. Eine vollstindige und irreversible Denaturierung wird erst dann erreicht,
wenn die Tabak-nDN'S zuerst 24 Stunden gegen 0,01M EDTA, pH 7,0 und anschlies-
send 6 Tage gegen Wasser dialysiert wird (Fig. 4B, Kurve 1). Anschliessende Dialyse
gegen SSC vermag in diesem Fall das urspriingliche Schmelzverhalten der nativen
DNS nicht wieder herzustellen (Fig. 4B, Kurve 2).

L4 | A r B ] |00
(2)
E 13p -1 680
[+o)
< a2
@ 1 60 E
@ Mr £
5 140 &
£ z
@ |l
= i 120
10 ’_1 1 _n 1 1 1 t | 1 0
40 60 80 °C 40 60 80 °C

Fig. 4, Denaturierung von Tabak-nDNS durch Salzenizug
A (1): dialysiert gegen Wasser (7 Tagc), geschmolzen in Wasser ( @).

(2): dialysiert gegen Wasser (7 Tage), anschlicssend gegen SSC (1 Tag), geschmolzen in $5C (0).
B (1): dialysiert gegen 0,01 EDTA, pH 7,0 (1 Tag), anschliessend gegen Wasser (6 Tage), ge-
schmolzen in Wasser ( 4).

(2): dialysiert wie B (1), zusétzlich aber noch gegen SSC (1 Tag), geschmolzen in 8SC ( o).

3.2, Renaturierung nach partieller thermischer Denaturierung. Tabak-nDNS wird
durch Erwédrmen entweder vollstindig oder partiell denaturiert. Die DNS-Lésungen
werden anschliessend innerhalb von 30 Min. auf 25° gekiihlt und nach 15stdg. Stehen-
lassen erneut geschmolzen. Nach volistindiger Denaturierung (Fig. 5A, Kurve 1) und
Abkiihlen auf 25° betrigt die Hyperchromie 1,1; beim Wiedererhitzen wird das typi-
sche Schmelzverhalten der nativen DNS nicht mehr gefunden (Fig. 5A, Kurve 2).
Kurve 1 in Fig. 5B zeigt die partielle Denaturierung von nativer DNS bis zu 789,
der totalen Hyperchromie. Beim Abkiihlen dieser Lésung wird die urspriingliche Ab-
sorption nur ann#hernd erreicht (R = 1,04), doch kann beim nachfolgenden Erwar-
men das typische Schmelzverhalten nativer DNS mit praktisch unverindertem
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Fig. 5. Renaturieruny von Tabak-nDNS nach vollstindiger und partieller theymischer Denatuvievung
A (1): vollstindige thermische Denaturierung (o).
(2): nach langsamem Abkihlen wieder geschmolzen (@).
B (1): partielle thcrmische Denaturicrung bis zu 789, Hypcerchromie ( A).
(2): nach langsamem Abkiihlen wieder geschmolzen (4).

Schmelzpunkt beobachtct werden (Fig. 51, Kurve 2). Dieser Befund weist aul das
betridchtliche Renaturierungsvermogen von partiell denaturierter Tabak-nDNS hin.
Herrn 0. Jenni danken wir fiir die sorgfiltige Anfertigung der JFFiguren.
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