300

Synthese von DNA im Gammapflinzchen
von Weizen

DNA-synthesis in Gamma-plantlets of Wheat

Hartmut Kern

Institut fiir Botanik und Mikrobiologie,
Kernforschungsanlage Jiilich

(Z. Naturforsch. 30 ¢, 300—301 [1975] ; eingegangen
am 2. Dezember 1974)

Wheat, DNA-synthesis, Irradiation

Plants, arising from irradiated (300 kR) caryopses of
wheat, exhibit a low incorporation of [*H]thymidine into
the DNA, which, as shown by sedimentation on sucrose
gradients, does not indicate tendencies of normalization.

Unter Gammapflanzchen versteht man Keimpflan-
zen, die aus Saatgut hervorgehen, das im trockenen
Zustand hohen Dosen ionisierender Strahlung (y-
oder Rontgenstrahlen) ausgesetzt wurde. Durch die
Bestrahlung, die 500kR und mehr betragen kann,
wird die DNA-Synthese fast vollig gehemmt?!, da
sich die embryonalen Zellen ausdifferenzieren und
nur noch wenige Mitosen ablaufen 2. Gammapflanz-
chen sind zum Wachstum befihigt, das ausschlieBlich
durch Zellstreckung zustandekommt. Seit Haber und
Luippold ® diesen Beweis gefithrt haben, finden
Gammapflanzchen, vorwiegend von Weizen, hiufig
Verwendung fiir spezielle physiologische Fragestel-
lungen : 377, Es gilt als erwiesen, daf} eine auffal-
lende Ahnlichkeit hinsichtlich stoffwechselphysiologi-
scher Vorgidnge zwischen normalen Pflanzen und
Gammapflinzchen besteht?. Unter weitgehender
Ausschaltung von Prozessen, die mit DNA-Synthese
und Mitose verkniipft sind, bieten daher diese
Pflinzchen u.a. die Moglichkeit, eine kausale Be-
ziehung zwischen den durch Phytohormone beding-
ten Effekten (Zellstreckung u.a.) und Ereignissen
auf der Basis von Transkription und Translation
herzustellen,

In eigenen Arbeiten, die sich mit der durch Gib-
berellinsidure bewirkten Zellstreckung in den Coleop-
tilen von Gammapflinzchen aus Weizen (Triticum
aestivum) beschiftigen, stellte sich u. a. die Frage,
wieweit eine Bestrahlung trockener Weizenkaryop-
sen mit 300 kR einer Rontgenquelle in den entspre-
chenden Keimlingen noch eine DNA-Synthese zu-
liBt? und ob in Abhingigkeit von der Keimdauer
wieder eine Normalisierung (Repair) der DNA er-
folgt. Zu diesem Zweck wurden die Karyopsen nach
erfolgter Bestrahlung einer Oberflachensterilisation
mit einer Losung von Calciumhypochlorit unterwor-
fen und die Sterilitit wihrend der Keimung durch
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zwischengeschaltete Behandlungen mit einem Ge-
misch verschiedener Antibiotica aufrechterhalten 8.
Nach verschiedenen Keimzeiten im GM-Medium ¢
wurden die Embryonen abpripariert und anschlie-
fend 16 h im gleichen Medium in Gegenwart von
[®*H]Thymidin (Methyl-[*H]Thymidin, 5000 mCi/
mmol) bei 14 4Ci/ml und 25 °C inkubiert. Begin-
nend bei einer Keimdauer von 24 h bis 96 h wurden
entsprechende Einbauversuche unternommen. In den
hier beschriebenen Experimenten erfolgte die Ex-
traktion von DNA nach der Methode von Kirby 1,
wobei ribosomale RNA durch Kaliumacetat ausge-
fillt, die DNA mit einem Gemisch von Ribonuclease
A und T, behandelt und nach Phenolausschiittelung
mit Athanol ausgefiillt wurde. Die jeweiligen DNA-
Priparate wurden im neutralen Saccharosegradien-
ten (5—25% linear) 4 h bei 35000 UpM im SW41-
Rotor (Beckman) und + 4 °C sedimentiert und da-
bei die Gradienten maximal mit 150 ug DNA be-
schickt. Die Verteilung der DNA im Gradienten er-
folgte durch Messung der UV-Absorption (Durch-
fluBzelle) im aufsteigenden Verfahren. Die Radio-
aktivitit wurde in 0,27 ml-Fraktionen nach Fillung
mit Trichloressigsiure und Filtration durch Milli-
pore-Filter in einem Fliissigkeitsscintillations-Spek-
trometer bestimmt.

Die in Abb. 1 dargestellten Sedimentationsprofile
beziehen sich auf DNA-Prdparate aus 64h alten
Keimlingen bestrahlter bzw. 48 h alten Keimpflanzen
aus unbestrahlten Karyopsen. Es ist ersichtlich, daf}
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Abb. 1. Sedimentation von DNA im linearen Saccharose-
gradienten (5—25%). Keimpflanzen aus unbestrahlten
Karyopsen wurden nach 48 h und Gammapflanzchen (300
kR) nach 64 h Keimung 16 h in Gegenwart von [*H] Thymi-
din inkubiert. Die aus ihnen gewonnene DNA wurde 4 h
bei 35000 rpm im SW41-Rotor (Beckman) zentrifugiert.
DNA aus unbestrahltem Weizen: —+—-—, UV-Absorption
bei 260 nm; ----, die zugehirige Verteilung von *H. DNA
aus Gammapflinzchen: , UV-Absorption bei 260 nm;
----- , Verteilung der Radioaktivitit. Sedimentation von
rechts nach links.
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die DNA aus Gammapflinzchen infolge der strah-
lenbedingten Fragmentierung eine geringere Sedi-
mentation im Vergleich zur DNA aus unbestrahltem
Saatgut aufweist. Da hierbei neutrale Gradienten ver-
wendet wurden, kommen nur Doppelstrangbriiche
in der DNA zum Ausdruck. Bei DNA aus unbe-
strahltem Saatgut koinzidiert die Verteilung der
Radioaktivitit mit dem Verlauf der UV-Absorption
im Gradienten. Aber auch die DNA aus Gamma-
pflinzchen zeigt die gleiche Erscheinung. Offensicht-
lich reflektiert der Einbau von Thymidin unvoll-
stindige Reparationsvorginge, die jedoch keine
DNA-Molekiile mit erhohter Sedimentation erge-
ben. Die trotz Bestrahlung noch méglichen Mitosen
in vereinzelten Zellen? finden kaum einen Nieder-
schlag bei dieser Analyse. Auch DNA aus ilteren
Gammapflinzchen liefen #hnliche Verhiltnisse er-
kennen. Demnach konnen unter unseren Versuchs-
bedingungen Normalisierungen der DNA-Synthesen
weitgehend ausgeschlossen werden. Diese Folgerung
steht in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen ande-
rer Autoren. So konnten kiirzlich Schwarz und
Haber 7 nachweisen, dafl es in Gammapflinzchen zu
einer Entkoppelung von DNA-Synthese und Phos-
phorylierung von Thymidin zu Thymidinmonophos-
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phat durch eine Nucleosid-Phosphotransferase
kommt. Diese Feststellung ist von Bedeutung fiir
die Aufklirung der Wirkung von Inhibitoren der
DNA-Synthese auf die durch Gibberellinsdure her-
vorgerufene Zellstreckung. Hierauf soll an anderer
Stelle eingegangen werden.

Die Tatsache, dafl in Gammapflinzchen nur eine
sehr geringe DNA-Synthese stattfindet, hat eine
wichtige praktische Bedeutung fiir Markierungs-
experimente. Wenn hierbei durch Applikation radio-
aktiver Vorstufen der RNA Aussagen iiber Neu-
synthesen von RNA im Zusammenhang mit der
Einwirkung von Phytohormonen auf Gammapflinz-
chen gemacht werden sollen, lassen sich bakterielle
Kontaminationen der Versuchsansitze leicht erken-
nen. In solchen Fillen ist ein hoher Einbau des be-
treffenden Tracers in DNA, 23S und 165 RNA
kennzeichnend. Von dieser zusitzlichen Moglichkeit,
die Sterilitit unserer Einbauversuche zu iiberprii-
fen, machten wir Gebrauch. Es sei erwihnt, da} wir
nur in Fillen erwiesener Kontaminationen durch
Ultrazentrifugation im CsCl-Dichtegradienten eine
»3atelliten-DNA* fanden. In diesem Zusammenhang
sei auf eine neuere Arbeit von Sarrouy-Balat et al. !
verwiesen.
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