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Abstract-Normal and tumour tissues of different dicotyledonous species were examined for their octopine content. 
In all tumour tissues octopine was detected up to concentrations of 35 pg/g fr. wt. Normal tissues did not contain 
any octopine exceeding 20 rig/g fr. wt (limit of experimental determinations). 

EINLEITUNG 

Durch verschiedene Stgmme des Ayrohacterium tumefa- 
ciens induzierte Pflanzentumoren synthetisierec als Pro- 
dukte eines vergnderten Argininstoffwechsels Octo- 
pin [l]. Bis heute ist es jedoch umstritten, ob dieses 
Octopin in Normalgeweben der Pflanzen gebildet wird 
oder ob die Pflanzenzelle die Fihigkeit zur Octopinsyn- 
these erst im Verlauf der Tumor-Transformation erwirbt. 
Vorkomme! von Octopin in Normalgeweben wiirde 
gegen eine Ubertragung der genetischen Information fiir 
die Octopinsynthese aus den tumorinduzierenden Bak- 
terien in die Pflanzenzelle sprechen. Untersuchungen mit 
dem Ziel, dieses Problem zu kllren, sind mehrfach mit 
unterschiedlichem Ausgang durchgefiihrt worden [2-51. 
Eine kritische Nachuntersuchung mit verbesserter 
Kenntnis der methodischen Grenzen erschien daher 
wiinschenswert. Es wurden zu diesem Zwecke Normal- 
und Tumorgewebe auf ihren Gehalt an Octopin gepriift. 

ERGEBNISSE 

(1) Methodengenauigkeit. Entscheidender Faktor bei 
Aussagen iiber das Vorkommen einer Substanz in 
Pflanzen ist die Festlegung der methodischen Grenzen: 
Bei Extraktion von Gewebe und anschlieI3ender Gelchro- 
matographie, und Elektrophorese werden 74% von zuge- 
setztem Octopin wiedergefunden. Von den 26% Verlust 
verbleiben 18% am Gel, der Rest geht bei den folgenden 
Manipulation verloren. 

Die Empfindlichkeitsgrenze des Guanidin-Nachweises 
mit Hilfe der Diacetyl-Reaktion in LGsung liegt unter 
den gewlhlten Bedingungen bei 5 pg/ml Octopin. Die 
Empfindlichkeitsgrenze des Nachweises von Octopin mit 
Hilfe der Phenanthren-Chinon-Fluoreszenz auf Cellu- 
lose-Platten ist bei 0,l ,ug/ Fleck von ca. 1 cm Durch- 
messer erreicht. Das entspricht ca. 0,4nMol. 

(2) Quantitative Bestimmung der Gesamtguanidine. Die 
Gesamtmenge der in den Gewebeextrakten vorhandenen 
Guanidinderivate wie Octopin, Arginin und anderer Sub- 
stanzen wurde nach Extraktion, Gelchromatographie, 
Lyophilisieren und L&en mit dem Diacetylreagens bes- 
timmt und gegen den Verlustfaktor korrigiert. Guanidine 

wurden in allen untersuchten Geweben gefunden, in 
Tumorgeweben mehr als in Normalgeweben (x 2-3). 

(3) Quahtiue Brstimmung von Octopin erfolgte stets 
nach der Diinnschichtelektrophorese von Extrakten und 
zwar auf der Cellulose-Platte mit Hilfe von Phenanthren 
chinon (A), in Liisung des aus den Platten eluierten 
Octopins mit der Diacetyl-Reaktion (B) oder nach 
Rechrochromatographie der Octopinbande der Elektro- 
phorese an Diinnschichtplatten und Ermittlung der 
Fluoreszenz mit Phenanthrenchinon bzw. dessen Phos- 
phoreszenz (C). Bei jeder untersuchten Pflanzenprobe 
wurden mindestens 2 der genannten Methoden A-C par- 
allel benutzt. Eine Bande auf dem Elektropherogramm 
oder dem Diinnschichtchromatogramm wurde nur dann 
als positiv fiir Octopin gewertet, wenn sie (a) die gleiche 
chromatographische Position einnahm wie reines Octo- 
pin in Gegenwart von Pflanzenextrakt; (b) die charakter- 
istische Fluoreszenz mit dem Phenanthrenchinon-Rea- 
genz ergab; (c) wenn sie mit Phenanthrenchinon Phos- 
phoreszenz ergab. Mit diesen VorsichtsmaIjnahmen 
konnte Octopin in allen verwendeten Tumorgeweben 
einwandfrei identifiziert werden. Die untersuchten Nor- 
malgewebe enthielten in keinem Falle nachweisbares 
Octopin (Tab1 1). Aus der Menge des extrahierten Gew- 
ebes und der Kenntnis der Nachweisgrenzen 1giBt sich 
kalkulieren, da13 1 g Normalgewebe weniger als 0,02 /*g 

Tabelle I. Qualitative Bestimmung von Octopin in Tumor- 
und Normalgeweben. 

Vorkommen 
Gewebe Methoden von Octopin 

Normalgewebe 
Helianthus annuus A/B/C 
Nicotiana tahacum A/B/C 
Datura stramonium AIBK 

Tumorgewebe 
Helianthus annuus (B6)* A/B + 
Nicotiana tahacum (A6)* A/B + 
Datura stramonium (A6)* A/WC + 
Vinca rosea (B6)* A/C + 

* Bakterienstamm, der den Tumor hervorgerufen hat. 
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Octopin enthalten kann, wenn es iiberhaupt damit ver- 
sehen ist. 

(4) Qt~r,ltiturice Bcstirnn?uny rles Octopins in Extrakten 
aus Tumorgcweben ergab nach Gelfiltration. priipara- 
tiver Gel-elcktrophorese fiir Tumoren von Hr/iarzthz~s 
UIVX~LI.S 26,9 /lg Octopin pro g Frischgewicht (gleich 

0.11 ~Mol) und fiir Tumoren aus Datt~rrr .stranzonium 
35 log Octopin pro g Frischgewicht (gleich 0.14 ~Mol). 

DISKUSSION 

In Tumor- und Normalgewebcn der untersuchten 
Pflanzen konnten Guanidine in Mengen nachgewiesen 
werden, in denen sie such in Geweben aunderer Pflanzen 
vorkommen 131. AulTallend ist dcr hohe Gchalt an 
Guanidinen in den Geweben von Helimths nw~tus [3]. 
Octopin wurde im Rahmen der experimentellen Nach- 
weisgrenzen. die dencn anderer Untersucher ghnlich 
sind [X3.5]. wohl in allen Tumorgeweben, aber in 
keinem der Normalgcwcbe gefunden. obwohl als Quelle 
fiir Normalgewebc iiberwiegend embryonalcs Material 
dientc. Wenn im Normalgewebe Octopin vorhanden ist, 
dann weniger als 20 ngjg Frischgewicht entspricht. In 
Tumorgeweben wurden bis zu 35 ~(8 Octopin!g Frisch- 
gewicht gefundcn, was mchr als dem IO”-fachen ents- 
pricht. Die Frage. ob die genetische Information fiir 
Octopinsynthese in den Tumoren lctztlich den Bakterien 
entstammt, kann nicht cndgiiltig gekllrt werden. Mit der 
verwendeten Tcchniken la& sich aber kein Indiz dafi_ir 
finden, daf3 normale Pflanzenzellen untcr den Bed- 
ingungcn in der Pflanzc Octopin synthetisieren. Uns crs- 
cheint das Auftreten des Octopins im Tumor vergleich- 
bar dem Auftrctcn von Phytoalcxinen nach Infektion von 
Pfianzen mit verschiedenen Pilzen 161. wo ebenfalls gene- 
tischc Information der Pflanzc aktiviert wird. 

EXPERIMENTELLER TEIL 

Anzucht der Agrobacterien erfolgte in NBhrbriihe [7] bei 
30 unter Beliiftung. Zur Infektion wurden Suspensionen von 
(‘0. 1 x IO’ Bakteri&ml verwendet. Es wurden infiziert: 9 
Tage alte Keimlinge von Hriianthns ~lnnlll(.\ mit .4. tt,,n&cien,s. 
Stamm B6.[8]; 3 Monatc alte PHanzen von :Vicofiur~o r&rcu,n 
var. “Tokai” mit ;I. tur~wfircims, A6.; 7 Wochen alte PHanzen 
bon Daruru st~~u~w~~iw~7 mit ,4. funl&cicns. A6. Gut entwic- 
kelte Tumoren waren nach 2 6 Wochen reif ftir die Extrak- 
tion. Als wcitere Qucllc fiir Tumorgewebe diente eine Tumor- 
gcwcbekultur aus l’f/~crr ~o.s(‘(I L. 193. Normalgewebe wjurdcn 
aus Kcimlingen von H. L~II~L~L,S. D. ctm~noniunl und R:. ruhucvm 
gcwonnen. Im letlteren Fall wurdc ein Gemisch aus 100 Var- 
ietaten der Tabak in grol3en Schalen im Geuiichshaus aus- 
g&t. angckcimt und die 0.X ~1 cm grol3en Keimlinge zur 
Extraktion vcrwendct. Extraktion der Guanidinc aurde modi- 
firicrt nach cmem angegehenen Verfahrcn [3]. Eingefrorene 
Gcwehe wurden in dcr Kllte in 50”,, AthanoI homonenisiert. 
durch Zcntrifugation (20 min bci 18000 rpm) w&de der 
Extrakt gekliirt. Proteinc wurdcn anschlicRcnd durch Zugabe 
cines,gleichen Volumens van siedendem AthanoI gefillt und 
dcr Uberstand gckliirt. Dcr so erhaltcnc Extrakt wurde mit 

dem Rotations-verdampfcr eingeengt bis zur Trocknc. mit 
Hz0 aufgenommen, erneut geklLrt und eingefroren. I ml 
dieser Extrakte enthielten liisliche Guanidinc aus 70&40 g 
Geweben. Guanidinhaltige Extrakte wurden an Slulen von 
Sephadex G 10 gereinigt r2] und nach Gefriertrocknung 
in Elektrorese-Puffer ibernommen. Hochspannmlgselck- 
trophorese bei 600 V wurde in Puffer (3”,, Eisessig. 0,4”,, 
Pyridin. pH 3,6) an Cellulose-Platten durchgeflhrt [2]. 
Aufgetragen wurden maximal 50 ~1 (entspricht einem 
Extrakt aus 5 g Frischgewicht) auf runde Flecken oder maxi- 
mal 300 111 (enispricht Extrakt aus 20 bis 40 g Frischgewicht) 
auf Streifen. Diinnschichtchromatographie erfolgte eben- 
falls an Cellulose-Platten mit dem Laufmittel Pyridin~ 
Butanol--Wasser (1 : I : I). In diesem System war dcr R,-Wert 
fir reines Octopin 0.22. fiir reincs Arginin 0.13. Im Extrakt 
weichen die Laufeigenschaften von Octopin und Arginin sow 
oh1 fiir Gelelektrophoresc als such fiir Diinnschichtchromato- 
graphie erhehlich van denen der Reinsuhstanren ah. Daher 
wurdcn stets parallel zu Extrakten und Reinsubstnnzen such 
Gemlsche von Extrakt und Rcinsubstanz laufen tasscn. Nach- 
weis der Guanidine in LBsungen wurde mit dem Diacetql- 
Reagens [IO] durchgefiihrt 30 min nach Beginn der Rcaktion 
wurde die Extinktion bei 530 nm vermesscn. Unter den 
gewLhlten Bedingungen war sie linear zwischen 20 und 
150 nMol/ml Octopin. Nachweis der Cuanidine auf Platten 
crfolgte mit Hilfc der Phcnanthren-Chinon-Reaktion [I I]. 
Vor Bespriihen wurden alle Ftuoresfenzen notiert. die auf Vcr- 
unreinigungen der Extraktc zuriickzufiihren waren. Mit dem 
Phenanthren~-Chinon liefern dann die Guanidine hei Bestrah- 
lung mit kurzwettigem UV fiir einige Stunden eine geebgriine 
Fluoreszenr. die danach blau wird. Dariibcrhinaus feiecn die 
Reaktionsprodukte aus Phenanthren Chinon und GuaLidinen 
in fliissigem Stickstoff nach Bestrahtung mit UV tine etwa 
1 min anhaltende Phosphorcszenz (M. D. Gordon. miindt. 
Mitteilung). Au& diese Reaktion wurdc Tur Identifiricrung 
von Octopin benutzt. 

4,7crke,zrlurlgi~rl-- -Wir dankcn der Deutschen Forschungsgc- 
meinschaft fiir Sachbeihilfen. 
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