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I. Finleitung und Problemstellung

Zum Verwandtschaftskreis der Rhizobiaceae (BERGEY, 1957) ge-
héren zwei biologisch sehr interessante Bakteriengattungen, n&mlich
Rhizobium und Agrobacterium. In der Gattung Rhizobium werden die
sog. Knéllchenbakterien, die in die Wurzeln verschiedener Leguminosen
eindringen und dabei die Wirtspflanze zur Bildung der bekannten Wurzel-
knollchen veranlassen koénnen, zusammengefaflit. In vielen Fé&llen besteht
zwischen den eingedrungenen Bakterien und der befallenen Pflanze =zeit-
weise ein symbiontisches Gleichgewicht, ein Allelo-Parasitismus
(SCHAEDE 1962). Die Pflanzen erlangen so mit Hilfe der Bakterien
die F&higkeit zur Assimilation des atmosphérischen Stickstoffes (zu-
sammenfassende Darstellungen z,B. ALLEN und ALLEN 1950;
VIRTANEN 1947; NUTMAN 1956; SCHAEDE 1962; SCHWARTZ 1959;
THIMANN 1964, S. 364 ff.; u.a.).

Diese seit langem bekannte Erscheinung der symbiontischen Stick-
stoffassimilation hat bei der taxonomischen Eingliederung der Knoll-
chenbakterien, die frither die Bezeichnung Bacterium radicicola trugen,
den Ausschlag gegeben (s. BERGEY, 1957), Die herkémmliche syste-
matische Einordnung in die Gattung Rhizobium basiert auf der Virulenz
der Knéllchenbakterien als charakteristisches Gattungsmerkmal und
deren Wirtsspezifitdt als Artkriterium, Die durch zahlreiche Untersu-
chungen an Wurzelkndllchen gewonnenen Kenntnisse liber den Verlauf
der Bakterieninfektion, die Entstehung der Kndllchen wie iliber die
Physiologie und Biochemie der biologischen Stickstoffbindung zeigen,
daB die gegenseitigen Beziehungen zwischen Pflanze und Bakterium sehr
komplexer Art sind und weiterer Kldrung bediirfen (s. z.B. NUTMAN
1954 a und b)., Dariiber hinaus diirfte von allgemeinem Interesse die
Frage sein, warum sich diese Symbiose nur bei den Leguminosen und
hier wiederum vorwiegend bei den Papilionaceae und Mimosaceae aus-
gebildet hat. Die hohe Wirtsspezifitdt der Rhizobien diirfte vom physio-
logisch-chemischen Standpunkt, wie auch von der Evolution her gesehen,

gleichermaflen interessant sein (MANIL 1958).



Agrobacterium tumefaciens ist der wohl bekannteste und meist un-

tersuchte Vertreter der Gattung Agrobacterium, Dieses Bakterium ist

der Erreger der sog. Wurzelhalsgallen oder auch ''crown-galls'. Diese

""Gallen" sind Gewebewucherungen, die in der Natur besonders am
Wurzelhals oder an der Stengelbasis vieler Pflanzen auftreten, Sie sind
aber keineswegs auf diese Stellen beschrénkt, sondern lassen sich auch
an den anderen Organen der Pflanze durch Infektion kiinstlich gesetzter
Wundstellen induzieren. Diese Wucherungen sind echte Tumoren und
erfiillen die an neoplastische Gewebe zu stellenden Bedingungen: sie
haben ein unbegrenztes Wachstum und behalten ihre Wachstumsautono-
mie sowohl in Gewebekultur, als auch nach Transplantation bei. Das

Wachstum selbst erfolgt durch apolare Zellteilungen.

Neben diesen bakteriell bedingten Tumoren gehoren zu den echten
Pflanzenkrebsen noch die Wundtumoren, die durch ein Virus hervorge-
rufen werden, das durch Insekten aber auch mechanisch oder durch
Pfropfung tbertragen wird (BRAUN und STONIER 1958), Ferner sind

die sog. genetischen Tumoren ebenfalls echte Neoplasmen, Es handelt

sich hierbei um spontan auftretende Wucherungen, die regelmiBig an
bestimmten Pflanzen auftreten, Als Ursache hierfiir betrachtet man die
genetische Konstitution der Pflanze. Das bekannteste und am grind-
lichsten untersuchte Beispiel hierfiir sind Artbastarde der Gattung Nico-
tiana mit der Art Nicotiana langsdorfii (KOSTOFF 1930 siehe BRAUN
und STONIER 1958), Wichtig ist die Feststellung, dafB bei allen eben
erwédhnten Fé&llen pflanzlicher Tumoren bei gleichem Erscheinungsbild

doch die Ursachen sehr verschieden sind.

Zahlreiche Untersuchungen beschéftigen sich besonders mit dem’

"crown-gall"-Problem und haben weitreichende Aufschliisse iiber die

Tumorgenese geben kdnnen (zusammenfassende Darstellungen bei
BRAUN und STONIER 1958; STAPP 1953; 1963; BOPP 1963; BERG-
MANN 1964; KLEIN 1965), Fiur das Studium des allgemein-biologisch
interessanten Krebsproblems erweist sich die '"Wurzelhalsgalle'' als
ein sehr geeignetes Objekt. Im Gegensatz zu tierischen und mensch-

lichen Geweben werden pflanzliche Zellen, bedingt durch die starren




Zellulosezellwidnde, im Gewebeverband fixiert, Es besteht somit die
Moglichkeit, die Herkunft der im Verlauf der Tumorenentstehung neu
gebildeten Zellen nach ihrer Lage im histologischen Schnitt abzuleiten.
Eine weitere Folge des Aufbaues der pflanzlichen Zellen ist, daf die
Abwanderung ganzer Gewebeteile im Pflanzenkorper nicht mdglich ist,
demnach auch keine Metastasen nachweisbar sind. Die Entstehung

pflanzlicher Sekundirtumoren hat andere Ursachen (s, STAPP 1963).

Aus der Fillle der liber dieses Thema erschienenen Arbeiten hat
sich zwar noch kein vollstdndiges, aber doch im Prinzip ein allgemein

zutreffendes Bild der Tumorgenese ergeben, Die Vorstellungen iiber

die einzelnen Phasen der Krebsentstehung bel Pflanzen werden z.B., in

dem von KLEIN und LINK (1955) dargestellten Schema veranschaulicht

(Abb, 1),
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Abb., 1: Schema des Umwandlungsprozesses einer Normalzelle in eine
primédre Tumorzelle, Nach KLEIN und LINK (1955);

s. STAPP (1963, S. 119),



Voraussetzung fiir die Bildung eines Tumors ist eine Wunde, die inner-
halb einer bestimmten Zeit mit virulenten Bakterien infiziert sein muf.
Die ersten sichtbaren Folgeerscheinungen hiervon sind rege Zellteilun-
gen, die zundchst wie beil einer normalen Wundheilung orientiert - die
Teilungsspindeln stehen senkrecht zur Wundfldche - ablaufen, Im wei-
teren Verlauf aber erfolgen diese Zellteilungen nicht mehr zum Wund-
rand hin orientiert, sondern werden apolar, Es setzt ein anarchisches
Wachstum ein, dessen Folge ein unorganisiertes Gewebe, der Tumor,
ist., Diese Umwandlung normaler Zellen in Krebszellen erfolgt in der
Induktionsphase (s. Abb., 1), in der die durch den Wundreiz konditio-
nierten Zellen unter dem mittel- oder unmittelbaren Einflul der viru-
lenten Bakterien zu Tumorzellen transformiert werden, Diese Umwand-
lung erfolgt unter dem EinfluB des sog. ''tumorinduzierenden Prinzips"
(TIP), eines immer noch hypothetischen Faktors, dessen stoffliche

Natur umstritten ist (BRAUN, 1947).

Auf die zahlreichen Versuche zur Kldrung dieser Frage kann hier
nicht ndher eingegangen werden (s, STAPP 1963). Nur sei erwihnt,
dafl es bislang nicht eindeutig gelungen ist, eine Tumorinduktion auf
zellfreiem Wege, d.h, mit Extrakten aus virulenten Bakterien, herbei-
zuftihren (KLEIN und BRAUN 1960), BOPP (1960; 1961; 1963; 1964)
kommt in seinen Untersuchungen tiber die Tumorinduktion, bei denen
er spezifische Antimetaboliten der Desoxyribonucleinsédure (internatio-
nale Abkiirzung: DNA s. RAUEN 1964) wie Bromuracil oder Fluordesoxy-
uridin verwendet, zu dem SchluB}, daf das 'tumorinduzierende Prinzip"
(TIP) nach der Infektion mit Agrobacterium tumefaciens in der Wirts-
zelle die Synthese einer spezifischen DNA veranlafit, Ob aber fiir den
Prozell der Umwandlung einer normalen Zelle in eine Tumorzelle ein
Vorgang angenommen werden mufl, der der bei Bakterien anzutreffenden
genetischen Transformation vergleichbar wére, daftir liegen bislang keine
zwingenden Griinde vor (RATHSACK und BRUCKER 1961), Aussichts-
reicher diirfte es sein, die Ursachen flir die Entstehung der Tumor-
zelle in einem System zu suchen, das die Informationsabgabe des Zell-

kerns an das Cytoplasma steuert. Mit anderen Worten ist es naheliegend




anzunehmen, dafl das TIP als Repressor bzw. Derepressor wirkt und
dadurch eine Aktivierung bzw, Inaktivierung entsprechender Genorte

bewirkt (vergl. BOPP 1963; BERGMANN 1964),

Neben Versuchen, die Vorgidnge der Tumorinduktion zwischen

Pflanzenzelle und virulentem Bakterium zu erfassen, fehlt es nicht an

Untersuchungen, die sich dem Bakterium selbst widmen. Bis jetzt
konnten jedoch in den Bakterien keine Stoffe oder spezifische Reaktions-
abldufe nachgewiesen werden, die kausal mit der Tumorinduktion zu-
sammenhéingen, Zweifellos ist die Atiologie des pflanzlichen Krebses
komplexer Natur und sicher nicht durch einseitige Untersuchungen zu
16sen, Da das 'tumorinduzierende Prinzip' jedoch direkt oder indirekt
vom virulenten Bakterium produziert wird, kénnten genetische Unter-
suchungen an Agrobacterium tumefaciens dariiber wichtige Informationen
vermitteln, Es ist bekannt, daf sich diese Bakterienart aus heterogenen
Stammen zusammensetzt, die sich biochemisch, physiologisch, serolo-
gisch und auch morphologisch voneinander unterscheiden (s. STAPP 1963).
Bezliglich der Pathogenitdt sind sowohl Stdmme mit einem breiten
Wirtsspektrum als auch solche mit einer manchmal nur auf eine Pflan-
zenart beschrénkten Virulenz bekannt. Hinzu kommt eine Abstufung der
Virulenz, die von hoch pathogenen iiber abgeschwichte ("attenuated')
bis zu avirulenten Stimmen reicht, KLEIN und Mitarbeiter (KLEIN und
KLEIN 1953; 1956; KLEIN und LINK 1955) wiesen nach, dafl die Viru-
lenz Ubertragbar ist. Durch Kultur avirulenter Bakterien in Gegenwart
abgetdteter virulenter Bakterien (sog. Bactrine, siehe KLEIN und
KLEIN 1953), von entsprechenden DNA-Priparaten oder in Kulturfil-
traten pathogener Stimme liefl sich die Virulenz auf diese avirulenten
Formen tibertragen. Ebenso konnten in entsprechender Weise Anderun-
gen bezliglich der Wirtsspezifitdt innerhalb virulenter Stdmme induziert
werden, Die so iibertragenen Eigenschaften erwiesen sich als genetisch
fixiert. Die Autoren folgerten, daB diese Ubertragung auf dem Wege

einer genetischen Transformation erfolgt sein mfiisse. Sie nahmen an,

daBl viele Genorte die Synthese eines spezifischen TIP steuern. In

diesem Zusammenhang ist interessant, daf die Ubertragung der Virulenz




von Agrobacterium tunefaciens auch auf andere Arten wie A, radio-
bacter und A. rubi und in einem Fall sogar auf einen Stamm von

Rhizobium leguminosarum gelang (KLEIN und KLEIN 1953),

Das TIP ist ein sehr empfindliches und instabiles System. Bereits
Temperaturen um 35°C konnen es inaktivieren, ohne dabei die viru-
lenten Bakterien in ihrer Lebensfdhigkeit merklich zu beeintrédchtigen.
Auch ist bekannt, daf durch Kultivierung der Bakterien in Gegenwart
verschiedener Aminosduren, wie Glycin, Phenylalanin u,a.,, die Viru-
lenz bis zur Avirulenz abgeschwécht werden kann., Diese Virulenz-
schwidchung ist jedoch reversibel, denn durch Rekultivierung in Ab-
wesenheit der betreffenden Aminosduren werden die Bakterien allmé&h-
lich wieder virulent (LANEN, BALDWIN und RIKER 1352; STAPP 1958).
Da der Mechanismus dieser Inaktivierung ungekldrt ist und durchaus
noch andere unbekannte Faktoren mit &hnlichen Figenschaften existieren
kbnnen, ist es denkbar, dafl eine latente Virulenz Avirulenz vor-
tduschen und somit genetische Untersuchungen tber die Virulenz sehr
erschweren kénnte, Solche Untersuchungen wiirden aber wesentlich
erleichtert, wenn die Ubertragung der Virulenz auf nachweislich apatho-

gene, taxonomisch Agrobacterium tumefaciens nahestehende Organismen

gelédnge,

In vorliegender Arbeit wird daher die Frage gepriift, ob eine Uber-
tragung der Virulenz durch genetische Transformation moglich ist, wie
das von KLEIN und KL.EIN (1953, 1956) angenommen wurde, Es lag
nahe, Rhizobium-Stimme als genetische Acceptoren fiir das 'transfor-
mierende Prinzip' aus virulenten Stimmen von Agrobacterium tume-
faciens zu verwenden. Es bestand bei diesen Untersuchungen die Hoff-
nung, durch den wechselseitigen Austausch bzw. Einbau genetischen
Materials zwischen A, tumefaciens und Stimmen von Rhizobium mdg-
licherweise Aufschliisse {iber die genetische Grundlage der bakteriellen
Virulenz in bezug auf die Fdhigkeit zur Tumorinduktion zu gewinnen,
Andererseits sollte unser Augenmerk auch auf Probleme gerichtet
werden, die mit den Besonderheiten der pflanzlichen Symbiose der

Knéllchenbakterien zusammenhédngen,




II. Das Wesen der genetischen Transformation

Unter einer genetischen Transformation versteht man die Integration
exogenen genetischen Materials in das Genom einer Acceptorzelle,

Diese Definition setzt voraus, dafl das genetische Material identisch

mit einer Desoxyribonucleinsidure (DNA) ist und diese in freier Form
vorliegt. Unter der Bezeichnung Integration wird die stidndige Bindung
zwischen den miteinander reagierenden genetischen Materialien ver-
standen, die zur Folge hat, dafl die aufgenommene DNA in das Genom
der Acceptorzelle eingebaut und gemeinsam mit diesem redupliziert
wird (SCHAEFFER 1964). An der Transformation sind zwei Partner
beteiligt, deren Rolle als DNA-Donator bzw, als DNA-Acceptor not-
wendigerweise verschieden ist, Im Prinzip ist die Ubertragung bzw.
der Austausch von DNA wechselseitig moéglich, ohne daf hierfiir eine
sexuelle Differenzierung erforderlich ist. Es ist wichtig festzustellen,
daB die durch die Transformation neu auftretenden, genetisch fixierten
Figenschaften der transformierten Zelle ihre Ursache in der Rekombi-
nation zwischen bereits bestehenden genetischen Strukturen haben, In
dieser Beziehung unterscheidet sich die Transformation wesentlich von

einer Mutation (SCHAEFFER 1964),

Das Phdnomen der Transformation wurde von GRIFFITH (1928) entf-

deckt. Er konnte beweisen, dafB lebende avirulente (ungekapselte)
Pneumococcen gleichzeitig mit hitzegetdteten, virulenten (gekapselten)
Bakterien (Vaccine) in M&use geimpft, zur Entstehung virulenter
Pneumococcen flihrte, die den Tod der Versuchstiere verursachten.
Es war bekannt,dafl durch Mutation aus gekapselten virulenten Formen
avirulente, ungekapselte Organismen entstehen kénnen, GRIFFITH fand
in den an Pneumonie gestorbenen M&usen gekapselte Bakterien. Von
grofler Bedeutung war aber die Feststellung, dafl diese virulenten
Formen nicht dem virulenten Wildtyp entsprachen, aus denen die
avirulenten mutativ entstanden waren, Vielmehr konnte nachgewiesen
werden, dafl der auftretende virulente Typ dem des eingeimpften

hitzegettteten Stammes entsprach. In den nachfolgenden Arbeiten



gelangen DAWSON und SIA (1931) solche Transformationen auch in
vitro. ALLOWAY (1933) konnte nachweisen, dafB zellfreie Extrakte aus
virulenten Stdmmen ebenfalls die Umwandlung avirulenter Formen in
virulenie verursachen kénnen., In den bahnbrechenden Untersuchungen
von AVERY, MacLEOD und McCARTY (1944) konnte schlieflich das

"transformierende Prinzip'' als Desoxyribonucleinsdure identifiziert

werden, Damit war erstmalig der Beweis gefiihrt, dal DNA Tréger

der genetischen Information ist. Die dynamische Entwicklung der Mole-

kularbiologie nahm letztlich durch diese Entdeckung ihren Anfang, Die
zwangsldufige Folge waren physikalisch-chemische Analysen der
Struktur und Zusammensetzung der DNA, die im Watson-Crick-Modell
ihren Ausdruck finden, und genetische Untersuchungen, die zur Kladrung
des Transformationsprozesses beitrugen und dartiber hinaus flr die heu-

tigen Vorstellungen der zelluliren Lebensabldufe mitbestimmend waren.

Die vorangestellte Definition der Transformation ist das Ergebnis
zahlreicher Untersuchungen, die in einer sehr umfangreichen Literatur
ihren Niederschlag gefunden haben, Es sei daher hier auf zusammen-
fassende Daretellungen von RAVIN (1961) und SCHAEFFER (1964) hin-
gewiesen, Nach den im wesgentlichen an Haemophilus influenzae, Diplo-
coccus pneumoniae, Bacillus subtilis und in der Gattung Neisseria ge-
wonnenen Erkenntnissen kann der Transformationsvorgang in mehrere
Einzelschritte zerlegt werden, Die Anwesenheit biologisch aktiver DNA
und aufnahmebereiter, kompetenter Zellen sind Voraussetzung flir die
nacheinander erfolgenden Prozesse: 1. Adsorption und Eindringen der
DNA in die Acceptorzelle; 2., Synapsis der DNA-Molekiile; 3. Integration
und genetische Rekombination und 4. die Expressivitdt neuer Eigen-
schaften, Diese Schritte sollen hier nur soweit besprochen werden, als

sie zum Verstdndnis des folgenden erforderlich sind.

Die biologisch aktive DNA 148t sich nur durch das Transformations-

experiment selbst nachweisen. Jedoch haben sich einige physikalisch-
chemische Eigenschaften der DNA als brauchbare Kriterien erwiesen,
die zur Beurteilung der Donator-DNA herangezogen werden konnen und

hier besprochen werden,




AVERY und Mitarbeiter (AVERY et al, 1944; McCARTY und
AVERY 1946 u.a.) stellten bereits fest, daf das 'transformierende
Prinzip' gegeniiber proteolytischen Enzymen sowie Ribonucleasen be-
stdndig ist, dagegen durch Einwirkung von Desoxyribonucleasen (DNasen)
vollkommen zerstort wird, Die depolymerisierende Eigenschaft dieser
Enzyme wird daher bei der praktischen Durchfiihrung einer Transfor-
mation als Kontrolle benutzt, Wird ndmlich die Donator-DNA vor
Zugabe zu den Acceptorzellen mit DNase behandelt, darf keine Trans-
formation erfolgen. Treten trotzdem Bakterien mit neuen Eigenschaften
auf, so sind sie entweder durch spontane Mutation entstanden oder aber

die Sterilitdt der Donator-DNA ist nicht gewd&hrleistet,

Es ist bekannt, daB bei einer Transformation zwar nur Teile des
DNA -Molekiils ( > 2000 Nucleotide, FOX 1964) in das Acceptorgenom
integriert werden, jedoch fiir den Kontakt mit der aufnehmenden Zelle
makromolekulare DNA notwendig ist. So stellten LITT et al, (1958)
fest, daf die transformierende Aktivitdt des DNA-Molekiils von seinem
Molekulargewicht abhédngt. Nach ihren Angaben darf transformierende
DNA ein Molekulargewicht von 1 x 106 nicht unterschreiten, Es ergibt
sich somit die Forderung nach einer grofenordnungsméfigen Bestimmung

des Molekulargewichtes der Donator-DNA,

Eine weitere Anforderung an die transformierende DNA ist deren

Doppelstrangkonfiguration, Diese 148t sich nachweisen durch die beim

Erhitzen von DNA-Lo6sungen auftretende Erscheinung der Hyperchromi-
zitdt, d. h., einem Anstieg der UV-Absorption, der im wesentlichen
durch Sprengung der Wasserstoffbindungen zwischen den komplementdren
Polynucleotidketten bedingt ist, Die Hohe dieser Hyperchromizitidt, wie
der Verlauf der thermischen Denaturierungskurve (MARMUR und DOTY
1959) sind Ausdruck und MaB fiilr den Ordnungsgrad der DNA (s.Abb. 8).
Erwidhnt sei auch die Reaktion der DNA mit Formaldehyd, die zu
Verschiebungen im UV-Absorptionsspektrum und gleichzeitig zu einer
erhshten UV-Absorption filhrt, Formaldehyd reagiert speziell mit
denaturierter DNA und ist wirkungslos gegeniiber transformierender,

doppelstringiger DNA (ZAMENHOF et al. 1953; FRAENKEL-CONRAT



-10-

1954), BEs lassen sich auch auf diese WWeise Aussagen iiber den mole-

kularen Zustand der Nucleinsidure machen.

Zuweilen wird die Hitzeinaktivierung der DNA in &dhnlicher Weise

wie die eben erwihnte Behandlung mit DNase als Kontrolle bei Trans-
formationsversuchen benutzt (z,B. YAMANE und HIGASHI 1963)., Diese
beruht auf der relativen Hitzebestdndigkeit des ''transformierenden
Prinzips', wie bereits ALLOWAY (1933) feststellte, Extrakte aus
Pneumococcus behalten ihre biologische Aktivitdt auch nach einer Er-
hitzung auf 60°C unverdndert bei. Dagegen wird die Transformations-
aktivitdt durch hohere Temperaturen stark reduziert, Man weill heute,
dafl durch kurzzeitiges Erhitzen einer DNA-Losung bis nahe an den
Siedepunkt eine thermische Denaturierung stattfindet, bei der die
Wasserstoffbindungen gesprengt werden (s. oben) und die DNA vom
geordneten Doppelstrangstadium in die einstréngige Knéuelform f{iber-
geht (DOTY et al. 1960; MARMUR und LANE 1960). Die Folge davon
ist eine abrupte Inaktivierung der Transformationseigenschaften der
betreffenden DNA, Dabei ist aber zu berlicksichtigen, dafl zwar die
biologische Aktivitdt reduziert wird, jedoch meist eine sehr geringe
Restaktivitdt zurtlickbleibt, Auf das diesbezligliche Schrifttum kann

hier nur verwiesen werden (SCHAEFFER 1964). Nach Ansicht vieler
Autoren ist dabei die Strangtrennung der DNA vollstdndig, jedoch ist
eine Renaturierung, d.h. eine teilweise Zusammenlagerung komplemen-
tdrer, einstrdngiger Molekiillabschnitte (s. Abb. 52) zu doppelstrédngigen
Strukturen nicht immer auszuschliefen, Es ist aber auch - wie in
Abb. 2 schematisch wiedergegeben wird - moglich, dafl intramolekulare

doppelstrédngige Strukturen mit biologischer Aktivitdt entstehen kénnen,

Diese Vorstellung wird durch neuere Untersuchungen von BARN-
HART (1965) erhidrtet, Aus diesem Grunde diirfte die Hitzeinaktivierung
der DNA als Kontrolle bei Transformationsansdtzen nicht eindeutig
genug sein, Andererseits mufl die Doppelstrangkonfiguration der DNA
als Voraussetzung fiir eine Transformation dahingehend verstanden

werden, daf auch intramolekulare doppelstrédngige Molekiilstrukturen
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biologische Aktivitdt besitzen kdnnen,

——d

/

Abb. 2., Thermische Denaturierung von DNA und Bildung intramoleku-
larer, doppelstrdngiger Strukturen (d) mit biologischer Rest-

aktivitat,

Die genetische Transformation wird dadurch eingeleitet, daf DNA
sich an die aufnehmende Zelle anlagert (Adsorption) und in das Innere
eindringt (Penetration; vergl. S. 8), Dieser Vorgang setzt die Auf-
nahmebereitschaft der Zelle, die sog. Kompetenz, voraus. Hierunter
versteht man '"den voriibergehenden physiologischen Zustand, in dem
sich das Bakterium im Augenblick der Einwirkung von DNA befinden
muB, wenn eine Transformation erfolgen soll'" (SCHAEFFER 1964),
Die Kompetenz tritt nur unter bestimmten Kulturbedingungen auf. Da
es kein universell anwendbares Transformationsmedium gibt und die
Bedingungen fiir die Kompetenz von Bakterienstamm zu Bakterienstamm
verschieden sind, miissen die optimalen physiologischen Bedingungen
fir die Transformation in jedem Falle empirisch ermittelt werden.

Die Kompetenz entwickelt sich in Abwesenheit der transformierenden
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DNA und ist eine Eigenschaft der Bakterienzelle, Einmal ausgebildet,

fihrt sie meistens zum irreversiblen Beginn der Transformation,

FEs werden viele Faktoren diskutiert, die die Entstehung der Kompe-
tenz beeinflussen., So nehmen z.B., BARNHART und HERRIOTT (1963)
an, dafl die Ionenabhingigkeit der optimalen Bindung von DNA an
Zellen von Haemophilus influenzae fir die Beteiligung spezifischer
Ladungsmuster auf der Oberfldche der rezipierenden Zelle spricht,

Die Ursachen fiir die selektive Aufnahme und Permeation der exogenen
DNA sind noch weitgehend ungekldrt., Neuere Untersuchungen von
TOMASZ und HOTCHKISS (1964) an Pneumococcus haben ergeben, dafl
die Kompetenz der Zellen durch ein makromolekulares Zellprodukt,
vermutlich ein Protein, induziert (''Aktivator') wird. Ein zweiter
Faktor ("Inhibitor') hemmt diesen Vorgang. Eine Transformation kann
aber auch in Frage gestellt werden, wenn der potentielle Acceptor
DNase ins Kulturmedium abgibt. Ferner wird die Transformation kom-
petitiv durch nichtspezifische DNA gehemmt, Selbst heterologe DNA,
z.B. aus Kalbsthymus, im Transformationsansatz wirkt sich hemmend

aus (HOTCHKISS 1954; ALEXANDER et al. 1954).

Das Eindringen der DNA in die kompetente Acceptorzelle erfolgt

unmittelbar nach der Adsorption an die Zelle. Dieser Vorgang ist
insofern experimentell wichtig, da zu diesem Zeitpunkt die DNA nicht
mehr durch Zugabe von DNasen inaktiviert werden kann, Es besteht
so die Moglichkeit, den Transformationsprozefl zu beliebigen Zeiten
zu unterbrechen und FEinzelvorgénge zu untersuchen, Experimente mit
radioaktiv markierter (SZP), transformierender DNA haben gezeigt,
dafl das Eindringen der DNA in zwei Schritten erfolgt, einem rever-
siblen, DNase-empfindlichen und einem irreversiblen, der resistent
gegeniiber DNasen ist., Es wird mehr DNA an die Zelle gebunden als
tatsdchlich eindringt. Die reversible Bindung ist eine intermediére
Stufe, die der irreversiblen Fixierung der DNA vorausgeht. Der Vor-

gang der Transformation 148t sich wie eine Enzym-Substrat-Reaktion

formulieren:

B(s) + DNAg—> B(s)-DNA —3 B(tr)
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Hierbei bedeuten: B(s) die Anzahl der Adsorptionsstellen auf den Bak-
terien, von der man annimmt, dafl sie proportional zur Anzahl der
Bakterien ist; DNA die Konzentration von DNA-Molekiilen und B(tr)
die Zahl der Bakterien mit irreversibel eingeleiteter Transformation
(FOX und HOTCHKISS 1957). Wie man sieht, besteht eine Beziehung

zwischen der Anzahl der Bakterien und der Konzentration an DNA,

Wenngleich sich die selektive Permeation exogener DNA mit an-
schlieBender Transformation vornehmlich auf entsprechende DNA aus
nahe verwandten Bakterienstdmmen erstreckt, so scheint doch das
Findringen der DNA selbst, die sog. Penetration, nicht spezifisch zu
sein. Es sind Félle bekannt, bei denen z,B. DNA aus Escherichia
coli in Zellen von Pneumococcus nachweislich eindrang, ohne jedoch

zur Transformation zu fithren (LERMAN und TOLMACH 1957).

Die Prozesse, die nach der irreversiblen Bindung der eingedrunge-
nen DNA in der Acceptorzelle erfolgen und schliefllich zum genetisch
verédnderten Bakterium, dem Transformanten, fithren, sollen hier nicht
besprochen werden. Nach heutiger Kenntnis beschrdnkt sich der Vor-
gang der Transformation nur auf Bakterien. Angaben Uber gegliickte
Transformationen bei anderen Organismen finden sich zuweilen. So
berichtet OPPENOORTH (1962) iiber Transformationsversuche an Hefen,
bei denen die Fi#higkeit zur Vergidrung von Disacchariden durch DNA
tUbertragen werden konnte, Die Deutung dieser Versuchsergebnisse als
genetische Transformation wird jedoch nicht allgemein als berech-
tigt angesehen (ESSER und KUENEN 1965, S. 300). In der neueren
Literatur werden Angaben dariiber gemacht, dafl in Gewebekulturen
tierischer und menschlicher Zellen die Aufnahme exogener DNA nach-
gewiesen und Transformationsphidnomene festgestellt werden konnten
(u.a. GARTLER 1959; SZYBALSKA et al. 1962; PODGAJETSKAJA et al.
1964). Die Frage, wieweit diese Erscheinungen mit der bakteriellen

Transformation vergleichbar sind, soll hier offenbleiben,

Die genetische Transformation, als Moglichkeit Bakteriengenetik

auf molekularer Basis zu betreiben, hat zwangsldufig zur Folge, dal}
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Abb. 3: Wucherungen an Tomatenstengel nach Beimpfung mit dem An-
satz: Rh. trifolii 582 + Bactrin aus Agrobacterium tumefaciens-
Stamm Dahlia-Ra.

Diese Befunde lassen zwar den Schlufl zu, dafl es sich in diesen
F&llen um eine Ubertragung der Virulenz im Sinne von KLEIN und
KLEIN handeln kann, Jedoch erfordert der eindeutige Beweis fiir das
Vorliegen einer echten genetischen Transformation umfassendere Unter-
suchungen. Wie im Kapitel II ausgefiihrt, besteht heute kein Zweifel
mehr daran, daB das 'transformierende Prinzip'' identisch mit freier
DNA ist. Diese Tatsache wird bekanntlich (s. S. 7) der Definition der
Transformation zugrundegelegt, Es erschien daher angebracht, von
weiteren Experimenten mit komplexen, DNA-haltigen Systemen, wie
den Bactrinen, abzusehen und mit gereinigten und méglichst nativen

DNA -Prédparaten zu arbeiten.
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In den folgenden Untersuchungen wurden DNA-Préparate in noch zu
beschreibender Weise aus Agrobacterium tumefaciens-Stamm Dahlia-Ra
hergestellt und Kulturen der gleichen Rhizobium-Stdmme zugesetzt, wie
sie bei den Bactrin-Versuchen (s. oben) verwendet wurden. Auch hier-
bei konnten wir virulente Formen nachweisen. Die durch sie induzierten
tumorartigen Gebilde entwickelten sich langsamer als bei Infektion mit
Agrobacterium tumefaciens. In die Untersuchungen bezogen wir weitere
Stdémme von A, tumefaciens und Rhizobium ein und verwendeten sie als

DNA Donatoren bzw. als Acceptoren,

Bei diesen Versuchen wurde nur auf die Fé&higkeit der entsprechen-
den Transformationsansitze zur Induktion tumorartiger Wucherungen an
den Versuchspflanzen selektioniert. In diesen Testen erwies sich be-
sonders Rhizobium leguminosarum-Stamm C als guter Acceptor fir die
DNA aus A, tumefaciens-Stamm 147 (Abb. 11). Dieser aus Wurzelknollchen
von Erbsenpflanzén der Sorte ''Kleine Rheinldnderin' isolierte Rhizobium-
Stamm tridgt die Laborbezeichnung ''Stamm C' und wurde entsprechend
seiner Herkunft als Rh, leguminosarum (s, S. 1) klassifiziert. Agro-
bacterium tumefaciens-Stamm 147 wird unter dieser Bezeichnung in der
Sammlung des Biologischen Institutes der Tschechoslowakischen Akademie
der Wissenschaften in Prag gefilhrt und soll auf den von SMITH et al.
(1911) isolierten Originalstamm =zuriickgehen. Diese beiden Bakterien-
stimme wurden flir die nun zu beschreibenden Untersuchungen ausge-
w#hlt, Mit ihnen wurde nachgewiesen, daB tatsidchlich eine Ubertragung
der Virulenz zwischen diesen beiden Partnern stattfindet und wir als

Mechanismus hierflir eine genetische Transformation annehmen diirfen,

1. Isolierung der Donator-DNA

Die an eine biologisch aktive DNA zu stellenden Anforderungen

wurden bereits besprochen (s, S. 8 ff.). Es stellt sich die Aufgabe,
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mdoglichst reine, hochmolekulare DNA zu gewinnen, deren molekulare
Konfiguration dem nativen Zustand in der Zelle nahekommen soll. Um
eine Verschleppung lebender Donator-Zellen in den Transformations-

ansatz zu vermeiden, ergibt sich als weitere sehr wichtige Bedingung

die Sterilitdt der DNA. In dem hier gesteckten Rahmen dirfte die Ge-

wédhr fir eine transformierende Nucleinsdure dann gegehen sein, wenn
die aus Agrobacterium tumefaciens-Stamm 147 isolierte DNA steril

ist, Doppelstrangkonfiguration besitzt und ein Molekulargewicht nicht

unter 1 x 106 (LITT et al. 1958) hat,

Der flr die prédparative Gewinnung von DNA erarbeitete Arbeitsgang
basiert auf den Methoden von MARMUR (1961), KIRBY (1957, 1958)
und KIT (1960), die in entsprechender Weise kombiniert, den experi-

mentellen Erfordernissen angepaflt wurden:

D1e Anzucht der Bakterien erfolgt in Mannit-N&hrlésung 60 h bei
28°C in 1- Literkolben mit je 250 ml Ndhrmedium (je nach Bedarf bis
zu 10 1 Ndhrldsung insgesamt)., Die Bakterien werden bei 15 000 x g
abzenirifugiert, das Sediment mit dest., Wasser aufgenommen, wieder
abzentrifugiert und in 0,15 M NaCl + 0,1 M Titriplex III (Merck), pH 8,
suspendiert (je 2 g feuchte Bakterienmasse ca. 25 ml Ld&sung).

Lysis. Nach Zusatz von 5 mg Lysozym zu je 100 ml dieser Suspen-
sion wird sie 1 h bei 37 C im Thermostaten inkubiert, anschlieflend
Natriumlaurylsulfat zugegeben (zu 100 ml des viskosen Lysozymauf-
schlusses je 15 ml einer 25%1gen Lésung voun Natriumlaurylsulfat) und
10 min im Wasserbad bei 60°C gehalten, danach flir ca. 1 h im Kiihl-
raum bkei +4OC aufbewahrt und dann mit zwei Volumina 96%igem Athanol
versetzt, Dieses Gemisch wird mit einem Glasstab geriihrt, der dabei
entstehende fiddige Niederschlag auf den Stab gewickelt und der Ubrige
Niederschlag durch Filtration gewonnen, Das gesamte Athanolprézipitat
wird in ciner 6%igen Ldsung von Natrium-p-aminosalicylat suspendiert
(je 1 g Bakterienausgangsmasse 15 ml Losung) und dabei zum gréBten
Teil geldst.

Phenolbehandlung. Zur Entfernung von Protein wird ein Volumen
dieser Losung (notfalls klarzentrifugiert) mit einem Volumen 80%igein
Phenol 20 min bei Zimmertemperatur geschiittelt, nach Zentrifugation
die obere Phase abgenommen und zur Beseitigung von Phenol vier- bis
finfmal ausgeédthert. Durch Einleiten von Stickstoff verdréngt man den
Ather aus der waBrigen Phase, Nach Athanolfdllung (s. oben) und Lidsen
in 0,15 M NaCl + 0,015 M Natriumecitrat (pH 7) erfolgt Zusatz von
RNase (50¢,m1), 30 min Inkubation bei 37°C und dann 1 h Aufbewahrung
im Kithlraum, Anschliefend wird der Ansatz mit Chloroform-Isoamyl-
alkohol (24:1 v/v) geschiittelt und nach Zentrifvgation die obere Phase
abgenommen, Dieser Vorgang wird mehrmals wiederholt, bis an der

1
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Phasengrenze der beiden Ldsungsmittel kein denaturiertes Protein mehr
sichtbar ist. Dann f#llt man die DNA erneut mit Athanol, 16st sie in
0,015 M NaCl + 0,0015 M Natriumcitrat (pH 7) und fillt sie zur Ent-
fernung noch vorhandener Beimengungen an Polysacchariden ein- bis
zweimal in folgender Weise um: 9 ml der DNA-L&sung versetzt man
mit 1 ml 3 M Natriumacetat + 0,001 M Titriplex III (Dinatriumsalz
der Athylendiamintetraessigsiure, Merck) und fiallt durch langsames
Eintropfen von insgesamt 5,4 ml Isopropanol unter kriaftigem Rihren
die DNA aus. Sie wird in gefdliter Form nacheinander mit 75%-, 80%-,
90%- und 95%igemOAthanol ausgewaschen und nach Trocknung im
Exsiccator bei -20 C aufbewahrt,

Zur Sterilisation der DNA fiir den Transformationsansatz wird sie
in sterilem NaCl-Na-citrat-Puffer (0,15 M NaCl + 0,015 M Na-citrat)
gelost, mit Chloroform versetzt, 24 h hei Zimmertemperatur geriihrt
(Magnetrihrer), die widfrige Ldsung dann von der Chloroformphase ab-
gegossen, die DIVA unter sterilen Bedingungen mit Athanol ausgef#llt
und erneut in sterilem Puffer gelost. Solche DNA-Priparate fanden bei
den Transformationsversuchen Anwendung. In einigen Fé&llen erfolgte
die Aufbewahrung der DNA in sterilen, unter Vakuum nach vorange-
gangener zentrifugaler Gefriertrocknung abgeschmolzenen Ampullen,
Meistens jedoch fand die Sterilisation der DNA unmittelbar vor Durch-
fithrung der Transformation statt, In jedem Falle wurde die Sterilitét
der DNA-Préparate durch Ausstriche auf Mannit-Agar, zuweilen auch
auf Fleischextrakt-Agar sowie in den entsprechenden fliissigen Medien
geprift.

2, Charakterisierung der DNA

Aus naheliegenden Griinden legten wir bei allen Untersuchungen be-
sonderen Wert auf die Sterilitdt der benutzten DNA-Prédparate, Bietet
allein schon die im eben beschriebenen Préparationsgang erfolgende
Behandlung mit Phenol (Endkonzentration 40%) Gewidhr fiir die totale
Abtotung der Donatorzellen, so wurde noch zus#tzlich die Sterilisierung
mit Chloroform durchgefiihrt., Wie die entsprechenden Teste beweisen,
bewirken diese Maflnahmen die Sterilitdt der DNA-Ld&sungen. Da ferner
A. tumefaciens kein Sporenbildner ist, scheidet die Gefahr einer Kon-
tamination durch nicht geschédigte Sporen aus. Allerdings kdénnen die
genannten Verfahren noch zusétzlich zu den ohnehin beim Préparations-
gang erfolgenden Verédnderungen der nativen DNA - z,B. Reduzierung

des Molekulargewichtes, chemische Reaktionen - zu Denaturierungen
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und damit zur biologischen Inaktivierung fithren. Aus diesem Grunde
soll hier zun&chst tber weitere Untersuchungen berichtet werden, die
zur Charakterisierung einer transformierenden DNA (s, S. 8 ff.) not-

wendig sind,

Fir die Analyse der chemischen Zusammensetzung verschiedener,

in gleicher Weise gewonnener DNA-Préparate aus A, tumefaciens-
Stamm 147 wurden der Gehalt an Phosphor nach Aufschlufl mit sieden-
der 70%iger Perchlorsiure kolorimetrisch nach der Methode von
BERENBLUM und CHAIN (1938) an Protein nach der modifizierten
Biuret-Methode von ZAMENHOF und CHARGAFF (s, ZAMENHOF 1957,
S. 702) und die Beimengungen an Ribonucleinsdure (RNA) nach der
Methode von CERIOTTI (1955)‘ unter Verwendung einer Vergleichs-DNA
(DNA aus Lachssperma, California Corp. Los Angeles) mit bekarntem
RNA-Gehalt bestimmt, Die quantitative Bestimmung der DNA-Konzentra-
tion erfolgte anhand einer Eichkurve kolorimetrisch nach der Methode
von BURTON (1956) oder spektroskopisch, wobeil wir den Umwandlungs-
faktor von 0,02 x E260 fir ljr native (doppelstridngige) DNA/ml be-
nutzten (SUEOKA und CHENG 1962). Dieser gilt fur die Schichtdicke

der Kivettern von d = 1 cm.

Der Verlauf der UV-Absorptionskurve kann ebenfalls zur Beurteiluag
der Reinheit von Nucleinsdurelésungen herangezogen werden, Eirnmal
interessiert dabei die qualitative Absorption (s. Abb. 48), d.h. die
Lage von Absorptionsmaximum und -minimum und die Quotienten
E260/E232 und E260/E28O' Diese errechnen sich aus den Extinktionen
im Absorptionsminimum bei 232 m M (E232), im Absorptionsmaximum

bei 260 m i, (E ) und der Absorption bei 280 m jy (E280)’ dem

Absorptibnsmaxziri?um vieler Eiweiflkorper, die als UV-absorbierende
Stérstoffe vor allem in Frage kommen., Ferner 148t die Ermittlung des
atomaren Extinktionskoeffizienten auf der Phosphorbasis §£(P) Riick-
schliisse auf die Reinheit aber auch auf den molekularen Zustand

(z.B. Hyperchromizitdt s. S. 9 ) der DNA zu. Er errechnet gich wie

folgt: 30,98 x Eggq
E@) =

c x d
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Dabei bedeuten E260 = Extinktion bei 260 mp; ¢ = Phosphorgehalt in
g/1l; d = Schichtdicke der MeRkiivette in cm; 30,98 ist das Atomgewicht

von Phosphor (CHARGAFF und ZAMENHOF 19438),

In Tabelle 1 haben wir die mit den beschriebenen Methoden er-

mittelten Analysendaten zusammengestellt,

Tabelle 1, Charakterisierung von DNA aus A, tumefaciens-Stamm 147

0—4 .
% Phosphor E260/E232 E260/E280 €(P) 260 mpm{% RNA [% Protein

DNA-147 8,4 2,10 1,80 6447 0,52 <1

Diese Daten (Tabelle 1) weisen die hier untersuchte DNA als eine in
chemischer und spektroskopischer Hinsicht ''saubere'' Nucleinsdure aus,
wobei besonders auf den niedrigen Gehalt an RNA und Protein hinge-

wiesen wird,
Mit Hilfe der Anthron-Reaktion, ein Nachweis fir Kohlenhydrate

(s. HASSID und ABRAHAM 1957, S. 35 ff,), wiesen wir jedoch nach,
dafl die DNA nicht frei von Kohlenhydraten ist, die als Polysaccharide

vorliegen diirften, Bei der préparativen Darstellung der DNA (s. S.18ff.)
wird zwar der grofite Teil der Polysaccharide entfernt. Ds jedoch diese
Prozedur in starkem Mafle die Ausbeute an Nucleinsdure herabsetzt,
kann sie nicht beliebig oft wiederholt werden. Wenngleich wir im vor-
liegenden Falle den Gehalt der DNA-Pridparate an Polysacchariden ver-
nachldssigten, ergab sich doch, wie spédter gezeigt wird, besonders bei
der Darstellung von DNA aus einigen Rhizobium-Stimmen die Notwendig-
keit einer weiteren Reinigung der Préparate. Polysaccharide, vermutlich
Bestandteil des extrazelluldren Bakterienschleimes, haben die unange-
nehme Eigenschaft, ebenso wie DNA bei der Athanolfdllung fadig auszu-

fallen. In der Literatur finden sich zwar Angaben dariiber, daf Trans-
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formationen mit Préparaten aus dem Bakterienschleim verschiedener
Rhizobium-Stdmme gelungen sind (z.B. LJUNGGREN 1961), es ist aber
anzunehmen, daB man das ''transformierende Prinzip' hierbei weniger
im Schleim, als vielmehr in extrazelluldr vorliegender DNA zu suchen
hat, Fiir diese Annahme sprechen die Untersuchungen z.B. von CATLIN

und CUNNINGHAM (1958).

Es soll hier lediglich darauf verwiesen werden, dafl unsere DNA-
Préaparate noch Stoffe enthalten, die bei der tiiblichen chemischen
Charakterisierung (Tabelle 1) nicht berticksichtigt werden. Da sich die
Gegenwart in spidter zu beschreibenden F&llen (s. Kapitel V) als sehr
stérenil auswirkte, ergab sich die Notwendigkeit, nach Methoden zu
suchen, die die Abtrennung von Polysacchariden aus DNA-Priparaten
ermo&glichen., Die hierflir entwickelte Methode soll im Prinzip an

unserer Donator-DNA demonstriert werden,

Diese Trennung von DNA und Polysacchariden gelang durch Elektro-

phorese. Hierfiir stand die "Elphor VaP-Apparatur' (Bender und Hobein,
Miinchen) zur Verfligung, die nach GRASSMANN und HANNIG entwickelt
wurde. Wie in Abb. 4 schematisch dargestellt wird, beruht das Prinzip
dieser kontinuierlichen Ablenkungselektrophorese darin, dafl einem

quer zu den Kraftlinien eines elektrischen Feldes strémenden diinnen
Pufferfilm an einer Stelle (Auftragspunkt) kontinuierlich das zu trennende
Substanzgemisch als Lé&sung zugefiihrt wird, Ungeladene Teilchen wan-
dern dann in der Richtung der gleichm#Big strémenden Pufferldsung,
wihrend geladene Stoffe entsprechend abgelenkt werden und je nach
Stréomungsgeschwindigkeit des Puffers und ihrer elektrophoretischen

Beweglichkeit in die verschiedenen Auffangglidser gelangen.,

Da Polysaccharide nur eine geringe elektrophoretische Beweglichkeit
gegeniiber DNA haben, 148t sich eine Trennung beider nach diesem
Prinzip ermoglichen. Fiir diesen Zweck erwies sich ein Puffer bestehend
aus 9,7 g Tris-(hydroxymethyl)aminomethan pro 1, durch Zugabe von
2 M Citronensédure auf pH 8,6 eingestellt, als geeignet., Bei einer
Spannung von 1950 V, einer Stromstdrke von 85 mA und einer befdr-

derten Puffermenge von ca, 200 ml/h bei geringer Dosierung der
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aufgetragenen DNA-LoOsung (Agrobacterium tumefaciens-Stamm 147) in
einer Konzentration von ca. 20 mg in 40 ml Puffer konnten wir die
Trennung im prédparativen Maflstab innerhalb von 3 h durchfithren
(Abb. 5). Von jeder einzelnen der insgesamt 48 Fraktionen wurde die
UV -Absorption bei 260 m (E260) bestimmt und mit aliquoten Teilen
die Anthronreaktion (s. oben) durchgefithrt, deren kolorimetrische

Messung bei 630 m A (E erfolgte, Wenn man von der in der Né&he

630)
der Anode auftretenden Fraktion absieht, deren unspezifische UV-
Absorption auf Zersetzungsprodukte des Puffers hindeutet, so kann man
eine DNA- und eine Polysaccharidfraktion aufgrund ihrer spezifischen

UV-Absorption bzw, positiven Reaktion mit Anthron nachweisen (Abb. 5).

Die zu den beiden Fraktionen gehdrenden Einzelgldser wurden mit-
einander vereinigt, die Loésungen im Vakuum-Rotationsverdampfer ein-
geengt, dann gegen dest, Wasser dialysiert und anschliefend mit
Athanol ausgefillt, Die in wenig Tris-Puffer mit pH 8,6 (s. oben) ge-
l6sten Fraktionen wurden auf ihre Einheitlichkeit gepriift und hierbei
eine Mikroelektrophoreseapparatur nach ANTWEILER verwendet. Die
Elektrophorese beider Fraktionen erfolgte bei 60 V und 0,3 mA und
wurde im schlierenoptischen (PHILPOT-SVENSSON) Bild im aufsteigen-
den Schenkel der Kivette verfolgt (s. ANTWEILER 1952). Wie aus |
Abb, 6 zu ersehen ist, wandert die DNA als einheitliche Fraktion zur
Anode (A), wihrend die Polysaccharidfraktion keine Beweglichkeit zeigt
und an der Ubergangsstelle zwischen Analysenlésung und Puffer liegen-
bleibt (B), Wurden beide Fraktionen zu gleichen Teilen miteinander
gemischt und dann in dieser Weise elektrophoretisch untersucht, so
lieBen sich beide wieder voneinander trennen. Dieser Befund spricht

gegen eine mogliche Komplexbildung zwischen DNA und Polysaccharid.

Die Polysaccharidfraktion 148t nur in hoher Konzentration, d.h. in

viskoser Lodsung, eine UV-Absorption erkennen, Das in Abb. 7 abge-
bildete UV -Absorptionsspektrum ist gekennzeichnet durch eine starke
Absorption im kurzwelligen Bereich (< 230 m/u) und durch ein Maximum
bei 270 mpy, Es kann angenommen werden, daf diese Polysaccharid-

fraktion frei von Nucleinsduren ist. Ob die UV-Absorption eine Eigen-
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Abb. 6 Elektrophorese der DNA- bzw, Polysaccharidfraktion im
ANTWEILER-Gerit, schlierenoptische Abbildung nach
PHILPOT-SVENSSON, Tris-Puffer 8,6 60 V/0,3 mA.
A : DNA; B : Polysaccharid.
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Abb, 7 UV-Absorptionsspektrum der Polysaccharidfraktion.
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schaft des Polysaccharides selbst oder auf adsorbierte Stoffe zurilickzu-

fihren ist, wurde nicht untersucht.

FEine weitere Voraussetzung fiir die Transformation ist das Vorliegen

der DNA in der geordneten Doppelhelix, wenn wir dabei die erwé&hnte

molekulare Konfiguration thermisch denaturierter DNA mit biologischer
Restaktivitdt (Abb, 2) unberiicksichtigt lass!é‘tn. Als MafR fiir den Ord-
nungszustand der DNA eignen sich besonders die thermische Denaturie-

rung und die Reaktion der DNA mit Formaldehyd (s, S. 9 ).

Beim Erhitzen einer DNA-Ldsung steigt die UV-Absorption, gemes-
sen bei 260 m oy, in charakteristischer '\Veisc? an (vergl., Abb., 8). Sie
ist bedingt durch den Ubergang von der Doppelhelix in das einstrédngige,
ungeordnete Kn#uelstadium (MARMUR und DOTY 1962), Dieser Ubergang
erfolgt in einem engen Temperaturbereich., Der DMNittelpunkt dieses

thermalen Anstieges der UV-Absorption, der sog. T -Punkt, gibt die
Temperatur an, bei der die H&lfte der maximalen Extinktionszunahme
(Hyperchromizitit) erreicht wird, Der Tm—Punkt wird vielfach zur
Charakterisierung einer DNA benutzt. Nach heutiger Kenntnis héngt der
Tm-Wert auBer von der Ionenstdrke des Lodsungsmittels nur noch vom
Basenverhédltnis der DNA ab, MARMUR und DOTY“(1962) konnten die
Linearit;'it. zwischen dem molaren Anteil der Basenpaare Guanin-Cytosin
(G-C) und dem Tm—Punkt an zahlreichen aus verschiedenen Organismen
gewonnenen DNA-Pridparaten nachweisen. Es gilt die Beziehung:

Tm = 69,3 + 0,41 x (G-C). Hierin bedeutet (G-C) den prozentualen,
molaren Anteil von Guanin + Cytosin an der Gesamtheit aller Basen der
betreffenden DNA, Auf dieser Grundlage bietet sich die Mdglichkeit, den
G-C-Gehalt der DNA und damit deren Basenverhéltnis zu bestimmen.
Diese Anwendung der thermischen Denaturierung der DNA soll spéter

ndher beschrieben werden.

Bei unserer augenblicklichen Fragestellung dient der Verlauf der

thermischen Denaturierung zur Demonstration der doppelstridngigen

Donator-DNA,

Zu diesem Zweck wurde die DNA in 0,0025 M Na HPO, + 0,005
M NaHZPO4 + 0,001 M Titriplex III (oder Athylendiamintetraessigsiure)
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gelsst (ca. 304 /ml), Dann wurde die DNA-L&sung in einer mit Deckel
fest verschlossenen Quarzklivette in einem temperierbaren, an einen
Ultrathermostaten angeschlossenen Kiivettenhalter langsam erhitzt., Die
Temperaturmessung erfolgte in der Vergleichsklvette mittels eines in
den Deckel eingekitteten Thermometers. Sobald sich die betreffende
Temperatur in der Kivette eingestellt hatte, wurde die E, abgelesen
und auf diese Weise die ganze Absorptions-Temperaturkurve kontinuier-
lich aufgenommen (vergl. Abb. 8). Die den jeweiligen Temperaturen
entsprechenden E -Werte wurden auf die Absorption der DNA-Lé&sung
bei Zimmertemperatur (100%) prozentual bezogen, Aus der Denaturierungs-
kurve (vergl. Abb. 8) wurde der T _-Punkt als 50% des maximalen
Anstieges der Hyperchromizitat bestimmt, Die Temperatur des T -
Punktes wurde korrigiert (Eichthermometer). Die Wérmeausdehnulrn%
der Loésung blieb unberticksichtigt,

In Abb. 8 ist die von DNA aus dem Donator A. tumefaciens aufge-
nommene Denaturierungskurve wiedergegeben. Der steile Anstieg der
Kurve wie die Hohe der Hyperchromizitdt demonstrieren die Doppel-
strangnatur dieser DNA, Der Tm-Punk‘t liegt bei ’73,40(3 und entspricht

einem molaren Gehalt an Guanint+Cytosin von 57% (s. Abschnitt C 3).
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Abb, 8 Thermische Denaturierungskurve der DNA aus A. tumefaciens-
Stamm 147,
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Eine Bestz‘a’figung flir das Vorliegen einer doppelstrdngigen DNA ist
auch darin zu sehen, dafl die DNA nach einer Inkubation in Gegenwart
von 1% neutralisiertem Formaldehyd (1 h bei 3’7OC) weder eine Ver-
schiebung des UV-Absorptionsspektrums in den la&ngerwelligen Spektral-
bereich, noch einen hyperchromen Effekt zeigte (s. S. 9),

Als Kkleinstes Molekulargewicht einer transformierenden DNA geben
LITT et al. (1958) 1 x 106 an, Um auch diese Voraussetzung zu

sichern, nahmen wir groéflenordnungsméfliige Bestimmungen des Moleku-

largewichtes vor, Hierbei wurden DNA-Molekiile nach der Methode von

KLEINSCHMIDT (1959) elektronenmikroskopisch abgebildet und aus der
gemessenen Molekiilldnge auf das Molekulargewicht geschlossen., In
1 M Ammoniumacetat geldste DNA wurde mit Cytochron C auf 0,25

M Ammoniumacetat im Langmuir-Trog gespreitet:

2 ml DNA-Lésung (50 g-/ml) werden mit 10 ml 1 M Ammonium-
acetat vermischt, von dieser Lésung 1 ml mit 1 ml einer 0, 04%igen
Ldsung von Cytochrom C in 1 M Ammoniumacetat kurz vor der Sprei-
tung vereinigt, 0,25 ml hiervon mit einer Agla-Spritze liber eine Ab-
lauframpe langsam auf die Fliissigkeitsoberfldche im Langmuir-Trog
(gefiillt mit 0,25 M Ammoniumacetat) appliziert, Nach 10 min wird
der DNA-Protein-Film mittels eines Glasstabes vom Ende des Troges
her komprimiert (als Indikator dienen vor der Spreitung in der Néihe
der Auftragsstelle ausgestreute Talkumkdrnchen). Dann fertigt man
Préparate flir das Elektronenmikroskop an, indem verschiedene Stellen
des Oberfldchenfilms mit je einem Objekttrdger (mit Formvar ver-
stirkt und kohlebedampft) abgetupft, die nach Eintauchen in abs. Atha-
nol und danach in Isopentan an der Luft getrocknet und dann einer
Schrigbedampfung unterworfen (Bedampfungswinkel 6 - 100, Palladium)
werden, Von den bei Primérvergrdferungen von 20 000 aufgenommenen
Photos werden Negativbilder gemacht., Die Lé&ngenbestimmung der ab-
gebildeten DNA-Fé&dden erfolgt an Vergréflerungen (SekundidrvergrdéBerun-
gen: 70 000 bis 80 000) durch Abmessung von Einzelfdden (Abb. 9).

Die Ausmessungen von insgesamt 30 DNA-Fidden ergaben einen
arithmetischen Durchschnittswert von 1,9/4,4,, die grofiten Liangen be- -
trugen 4/44. Nach dem von LANG, KLEINSCHMIDT und ZAHN (1964)
benutzten N&herungswert von 1,811 x 1010 Molekulargewicht je Zenti-
meter vollstdndig dissoziierter DNA wiirden 1,9/4A Fadenldnge einem
Molekulargewicht von 3,4 x 106 und 4 4 Lénge einem von 7,2 X 106
entsprechen. In den Untersuchungen von MacHATTIE und THOMAS jr.
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Abb, 9 FElektronenmikroskopische Aufnahme von DNA-Molekiilen aus
A. tumefaciens nach Spreitung mit Cytochrom C (KLEIN-
SCHMIDT 1959). Schridgbedampfung mit Palladium, Negativ-

bild. Priméirvergrdflerung 20 000 x, Endvergroflerung
62 000 x.
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(1964) werden DNA-Molekiile (Lambda-Phagen) von 17, 2pM Lénge einem
Molekulargewicht von 33 x 106 zugeordnet. Auf DNA aus A. tumefaciens
Uibertragen, ergibt sich ein mittleres Molekulargewicht von 3,6 x 10
und ein maximales von 7,6 X 106. Wenn man bedenkt, dafl sich das
DNA-Préparat aus einer Population verschieden grofler Molekiile zu-
sammensetzt, so wird deutlich, dafl diese Gro&fBenangaben nur Schitz-
werte sein kénnen und keine Aussage lber die prozentuale Beteiligung
der einzelnen GroBenklassen ermdglichen, Ferner ist zu bertcksichtigen,
dafl die DNA sterilisiert vorlag und entsprechend behandelt worden wacr
(s. S. 19). Diese Prozeduren bringen natiirlich die Gefahr einer Frag-
mentierung der Molekiile und somit einer Reduktion des mittleren Mole-
kulargewichtes mit sich. Es sei in diesem Zusammenhang darauf hinge-
wiesen, dafl wir bei Anwendung einer schonenden Préparationsmethode
(BERNS und THOMAS jr. 1965) Molekiillingen der hier interessierenden
6

DNA gemessen haben, die einem Molekulargewicht von ca., 25 x 10

entsprachen. Allerdings wurde sie nicht sterilisiert,

Aus dem Gesagten geht also hervor, dafl die hier untersuchte
Donator-DNA beztiglich ihres Molekulargewichtes durchaus den Anfor-
derungen einer biologisch aktiven DNA entspricht, Um aber einen Ein-
blick zu bekommen, wieweit der Sterilisierungsprozefl zu Verschiebungen
im prozentualen Anteil der einzelnen Molekiilgréfen fithrt, wurde jeweils
ein DNA-Préparat vor und nach der Sterilisierung (s. S. 19) sdulen-
chromatographisch miteinander verglichen, Zur Anwendung kam dabei
die kiirzlich von DAVILA, CHARLES und LEDOUX (1965 a, b) be-
schriebene Methode. Diese basiert auf Arbeiten von BENDICH et al.
(1955) und besteht im Prinzip darin, daf DNA auf eine DEAE-Siule
gebracht wird und durch aufeinanderfolgende Eluierung mit verschie-

denen Losungen entsprechend den Molekulargewichten fraktioniert

wird:

Ein aus Whatman DEAE-Chromatographiepapier (DE 81) nach den
Angaben von DAVILA et al, (1965) hergestellter und ausgewaschener
Papierbrei wird in die ''Siule'' geschlimmt., Hierfiir verwenden wir
eine 100 ml Spritzflasche aus Plastik, deren Boden abgeschnitten und
deren Ausflufl nach Entfernen des Spritzrohres mit Glaswatte zuge-
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stopft wurde, Diese wird in ein Zentrifugenglas gestellt und in einer
Horizontalzentrifuge bei ca., 600 x g zentrifugiert. In die trockene
Cellulosemasse (ca 1 g) 148t man vorsichtig konzentrierte DNA-Ldsung
(2 mg DNA in 2 ml Phosphatpuffer 0,01 M, pH 7,0) einsickern., Dann
wird die so beschickte ''Saule'' nacheinander mit je 15 ml der nachfol-
gend aufgefiihrten sechs Lodsungen libergossen, jedesmal zentrifugiert,
die Eluate quantitativ aufgefangen und entsprechend miteinander ver-
einigt und mit der jeweiligen Ldsung in einem 50 ml MeRkolben zur
Marke aufgefiillt, Die DNA-Konzentration jeder dieser sechs Fraktionen
wird spektroskopisch durch die UV-Absorption (Differenz E minus
E O) bei einer Schichtdicke von 1 cm bestimmt und als Absorptions-

ei?ﬁ%eit ausgedriickt: E260—E300 x Volumen der Gesamtldsung (50 ml).

Die verwendeten L&sungsmittel sind:
Fraktion 1 : 0,001 M Phosphatpuffer (S6rensen), pH 7,0

Fraktion 2 : 0,001 M Phosphatpuffer + 0,14 M NaCl
Fraktion 3 : 0,001 M Phosphatpuffer + 0,5 M NaCl
Fraktion 4 : 0,001 M Phosphatpuffer + 1,0 M NaCl
Fraktion 5 : 0,2 M NH3 + 2 M NaCl

Fraktion 6 : M NaOH

Bei steigender Ionenstdrke bzw., ansteigendem pH-Wert erfolgt so eine
Fraktionierung der DNA entsprechend den zunehmenden Molekularge-
wichten,

Der Vergleich zwischen unbehandelter und behandelter (sterilisierter)

DNA liefl nur geringfiigige Unterschiede in den Eluierungsdiagrammen

erkennen (Abb, 10).

%
70
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a b
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i 23456 1 23456

Abb. 10 Zentrifugale Fraktionierung von DNA aus A. tumefaciens an
DEAE-Cellulose; a : unbehandelte DNA; b : sterilisierte DNA
(s. S. 19). Ordinate : prozentualer Anteil der einzelnen Frak-

tionen (s, Text).
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Wesentlich dirfte sein, dafl in beiden Fé&llen der Anteil hochmoleku-
larer DNA bei 70 % liegt. Wenn durch die Prozedur der Sterilisierung
tatsdchlich Verdnderungen beziliglich der molekularen Zusammensetzung
des DNA-Préparates verursacht werden, dann miiiten sie in der Frak-
tion 6 erfolgen, die ihrerseits diese Verschiebungen nicht zu erkennen
gibt. DAVILA et al, (1965b) haben die Sedimentationskonstanten von
verschiedenen DNA-Préparaten bestimmt und aus ihnen das durchschnitt-
liche Molekulargewicht berechnet, Nach ihren Angaben betridgt das
mittlere Molekulargewicht der sechs Fraktionen : 500; 2000; 50 000;
500 000; 1 x 106 bzw., 5 x 106, Damit wiirden die an den elektronen-
mikroskopisch abgebildeten DNA-Molekiilen vorgenommenen Abschitzun-
gen des' Molekulargewichtes (s. S. 30) indirekt bestdtigt werden.
Interessant ist ferner, daB SROGL und LEDOUX in einer vorlidufigen
Mitteilung (s. DAVILA et al, 1965b, FuBnote S. 393) berichten, daB
die Fraktionen 4,5 und 6 einer transformierenden DNA aus Bacillus
subtilis biologisch aktiv sind, Damit scheint der Beweis erbracht zu
sein, daB DNA-Molekiile bereits bei einem Molekulargewicht von
500 000 Transformationen herbeifiihren kénnen (vergl. dagegen LITT
et al, 1958).

Die untersuchte Donator-DNA aus A, tumefaciens-Stamm 147 ist
somit hinreichend chemisch und physikalisch charakterisiert, daf man

von ihr Transformationseigenschaften erwarten kann.

3. Transformationsansatz und Selektion virulenter Transformanten

Bei den Transformationsversuchen wurden aus bereits dargelegten
Griinden (s. S. 17) Agrobacterium tumefaciens-Stamm 147 als DNA-
Donator und Rhizobium leguminosarum-Stamm C als Acceptor verwen-
det und dabei die F&higkeit zur Induktion tumorartiger Wucherungen an
den Versuchspflanzen als Selektionsmerkmal benutzt., Zur Vereinfachung

wird im folgenden von St. 147 bzw. DNA-147 und St. C gesprochen.
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Die Versuchsanstellung 14Rt sich somit formulieren:

Selektion
DNA-147 + St. ¢ —————— T —~————0uw T (virulent)

(T = Transformanten)

Die Versuchsansitze wurden in folgender Weise durchgefithrt:

Flissigkeitskulturen von St. C in Mannit-N&dhrlésung (3 g Hefeextrakt;
1 g Mannit; 100 mg NaCl; 200 mg MgSO., 7 H,O; 500 mg K_HPO,;
pH 7, dest. Wasser ad 1000 ml) wurden 24 hzbei 28°C in sterilen, mit
Kapsenberg-Kapseln vgrschlossenen Zentrifugengldsern (5 ml N&hrldsung
in Gldsern mit 12 cm  Volumen) inkubiert, abzentrifugiert und das
Bakteriensediment in einem sterilen anorganischen Medium (ME—AO+
TE-Losung nach SCHWINGHAMER 1960) resuspendiert, 1 h bei 28°C
gehalten, wieder abzentrifugiert, in 5 ml Mannit-N&hrlésung aufge-
nommen und mit 1 ml steriler DNA-Lésung (s. S. 19) versetzt (DNA-
Endkonzentration 2004 /ml) und dieser Ansatz 4 h bei 30°C bebriitet.
Nach Abzentrifugation und Suspendierung in sterilem Leitungswasser
werden diese Kulturen sofort oder erst nach Weiterkultur in flissigem
Nédhrmedium fiir den Virulenztest verwendet,

Zur Kontrolle diente der Inaktivierungstest (vergl. S. 9 ) mit
DNase: Ein Teil der flir den jeweiligen Ansatz verwendeten DNA-L&sung
wird mit DNase (ca. 1 mg DNase/ml, Desoxyribonuclease I, lyophil.
rein, 30 000 Dornase-Einheiten/mg; Serva, Heidelberg) versetzt, in
Gegenwart von 0,025 M MgSO4 2 h bei 37 °C inkubiert und erst dann

zum Acceptor (St. C) zugegebén,

Der Virulenztest erfolgte im wesentlichen an Stengeln von Kalanchoé
tubiflora und an den Bldttern von Kalanchoé& daigremontiana, in einigen
Fédllen auch an den Stengeln von Lycopersicon esculentum, Datura
stramonium und Solanum laciniatum (s. LIMBERK 1962) und an Wurzel-
scheiben von Daucus carota, Letztere wurden unter sterilen Bedingungen
von gewaschenen und an der Oberfldche sterilisierten (1 h Einwirkung
von geséittigter widlriger Chlorkalklosung) Moéhren nach Entfernung der
verdtzten, weifflichen Gewebspartien entnommen, '

Die zu testenden Bakteriensuspensionen (s. oben) werden mittels
einer Impfése auf kiinstlich gesetzte Wundstellen (Nadelstich oder
Schabestellen mit Skalpell) der Pflanzenstengel oder Blidtter bzw. auf
die Oberfldche der Mohrenscheiben aufgetragen. Die beimpften Pflanzen
werden eine Woche (Induktionsphase s. Abb. 1) bei hoher Luftfeuchtig-
keit im Gewidchshaus gehalten, die Mohrenscheiben in Petrischalen auf
feuchtem Filtrierpapier (Leitungswasser) bei Zimmertemperatur in
diffusem Licht kultiviert, Meist lassen sich zwei Wochen nach Be-
impfung der Pflanzen schon Aussagen iiber die Virulenz machen,

In Abb. 1lla-c wird ein solcher Versuch an Solanum laciniatum

veranschaulicht.
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a: Tumoren (''crown gall') an Solanum laciniatum, induziert
durch Agrobacterium tumefaciens-Stamm 147 (St. 147);

b: tumorartige Wucherungen an Solanum laciniatum, hervor-
gerufen durch Stamm Cx, der durch Transformation aus
Rhizobium leguminosarum hervorgegangen ist (Donator: A.
tumefaciens-Stamm 147, Acceptor: Rh. leguminosarum-
Stamm C)

c: Keine Tumorbildung nach Beimpfung mit Rh. leguminosa-
rum (St. C). Erkldrung im Text.

Wir isolierten virulente Bakterien aus den Stengelwucherungen

(Abb. 11b) in folgender Weise: Tumortragende Stengelabgchnitte werden

griindlich gewaschen, in 75%iges Athanol tibergefiihrt, 10 min in einer

wifrigen Losung von Merthiolat (1 : 10 000 g/v) oder 5 min in 0,1%

Sublimat gehalten, anschliefend kurz in 30%igem Wasserstoffperoxyd

getaucht und mehrmals mit sterilem Wasser ausgewaschen., Die so be-

handelten Gewebe werden mit einer sterilen Pinzette zerquetscht und




der Prefsaft in flissiges Mannit-Ndhrmedium (s, S, 33) getropft. Nach
Inkubation (48 h bei 28OC) werden Ausstriche auf Mannit-Agar gemacht
und nach Bebriitung aus einzelnen Kolonien Reinkulturen im Koch’schen
Plattenverfahren gewonnen, Die Oberfldchensterilitdt der behandelten

Gewebe wird vor dem Zerquetschen geprift, indem man sie auf Mannit-
Agar auslegt oder in Nihrlésung einbringt, 24 h dort bebriitet und dann
wie beschrieben weiterbehandelt, Die Platten bzw, Rohrchen werden

vier Tage bei 28°C inkubiert und auf Fremdinfektionen untersucht,

Um sicher zu sein, daBl die entstehenden tumorartigen Auswlichse
(Abb, 11b) an den Testpflanzen tatsidchlich ihre Ursache nur in dem jeweils
applizierten Transformationsansatz haben, wurden entsprechende Kon-
trollversuche durchgefiihrt, Diese lassen sich durch folgende Feststellun-

gen wiedergeben:

1. DNA-147 war steril (s. S.19).

2. Sie induzierte in keinem Falle nach Applikation auf die Wund-
stellen der Testpflanzen tumorartige Wucherungen, auch dann
nicht, wenn die DNA-Lo&sung vorher mit steril filtriertem
Preflsaft verwundeter, aber nicht beimpfter Pflanzenstengel
(MANIGAULT und STOLL 1958) inkubiert wurde,

3. Der Acceptor, d.h. Rh. leguminosarum (St. C), ist avirulent

in bezug auf Tumorbildung,
4. Die Behandlung der DNA-147 mit DNase (s, S. 9 und 33) vor

Inkubation mit dem Acceptor flihrte zur Inaktivierung des trans-
formierenden Prinzips., Pflanzen, die entsprechend diesen Punk-

ten behandelt wurden, bildeten keine Tumoren (vergl. Abb. 1llc).

Ein aus Stengelgeschwulsten an Kalanchoé tubiflora (Abb., 12) iso-
lierter Bakterienstamm (s. S. 34), dessen Virulenz durch den Patho-
genitdtstest und durch mehrmalige Pflanzenpassage bewiesen war, wurde
herausgegriffen und bei den weiteren Untersuchungen verwendet. Er
tridgt die Bezeichnung Stamm Cx (Abklrzung St, Cx) und wird als Trans-
formant des Ausgangsstammes C aufgefafit. Seit seiner Isolierung im

Frihjahr 1963 in stdndiger Kultur gehalten, behielt er zwei Jahre seine
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volle Virulenz bei,

Abb, 12 Stengelwucherungen an Kalanchoée tubiflora, induziert durch
den transformierten Stamm Cx,

Eine allgemeine Erscheinung bei den beschriebenen Transformations-
versuchen ist die Beobachtung, daf die nach Aufimpfen eines Transfor-
mationsansatzes auf die Wundstelle entstehenden Geschwulste relativ
klein sind und sich wesentlich langsamer entwickeln als nach Inokula-
tion mit lebenden Zellen des DNA-Donators St. 147 (vergl. Abb. 1lla
und 11b), Dabei ist zu beriicksichtigen, daB die Transformationsrate
- sehr niedrig liegt (s. Kapitel IV) und es sich hier um eine Misch-
infektion handelt. Es ist durchaus denkbar, daf wenige virulente Trans-
formanten in Gegenwart vieler unveridnderter Acceptorzellen im Trans-
formationsansatz nicht die volle Virulenz entfalten kénnen, Ein Beweis

fiir diese Annahme ist darin zu sehen, dafl Reinkulturen von St. Cx
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Tumoren hervorrufen kénnen, die an Groéfle denen von St, 147 nahe-

kommen,

Zusammenfassend kann gesagt werden, daf unter kritischer Berlick-
sichtigung moglicher Fehlerquellen die vorliegenden Ergebnisse eine
Ubertragung der Virulenz von A. tumefaciens auf Rhizobium legumino-
sarum durch genetische Transformation sehr wahrscheinlich machen,
Beimpfungen der Pflanzenstengel mit reiner DNA-147 (s, S, 18) ver-
ursachten in keinem Falle Wucherungen, Diese Feststeliung spricht
zunédchst fiir die Sterilitdt der DNA, dariliber hinaus fliir die Abwesenheit
lebender, virulenter Donatorzellen, Sie macht aber auch Viren als
"tumorinduzierendes Prinzip' (TIP) unwahrscheinlich, Versuche zur
zellfreien Tumorinduktion (s. Punkt 2 S. 35) im Sinne von MANIGAULT
und STOLL (1958) verliefen immer negativ, Offensichtlich erfiillen nur
einige der getesteten Rhizobium-Stdmme die Voraussetzungen eines
Acceptors flir die unter gleichen Bedingungen gebotene DNA, Der Ein-
wand, daBl eine Infektion durch Agrobacterium tumefaciens aus der Luft
eine Transformation vortdusche, ist ebenfalls unwahrscheinlich. Trans-
formationsansitze mit DNA-147 wurden mit anderen Rhizobium-Stimmen
(z. B. Rh., japonicum; Rh, lupini u.a.) zur gleichen Zeit mit demselben
DNA-Préiparat und Verwendung gleichartiger Testpflanzen bei gleichen
Kulturbedingungen (die Pflanzen standen gemischt!) im Gewé&chshaus
gemacht. Es reagierten nur die mit dem Ansatz DNA-147 + St, C
inokulierten Pflanzen., Die verletzten, aber nicht beimpften Kontrcll-
pflanzen (Abb. 1lc) miBten im Falle der diskutierten Fremdinfeltion
ebenfalls, wenigstens in einigen Fé&llen Tumorbildungen aufweisen.
Diese traten jedoch nicht auf, Aber auch die Tatsache, daBl Anséitze
zur Transformation nur bei einigen der gepriiften Rhizobium-Stdmme
virulente Formen ergaben und diese immer nur dann auftraten, wenn
mit steriler DNA des Donators inkubiert wurde, spricht gegen das

Auftreten virulenter Spontanmutanten der Acceptoren.

Wenn auch alle bisher angefiihrten Argumente flir eine genetische
Transformation sprechen, so sind doch keine Aussagen iiber den

Transformationsvorgang selbst mdglich, Bedingt durch die Schwierigkeiten
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eines quantitativen Nachweises virulenter Bakterien sind vorerst Unter-
suchungen iiber die Transformationsrate virulenter Transformanten und
damit auch die empirische Ermittlung der Bedingungen fiir eine hohe

Kompetenz der Acceptorzellen (s, S, 11 ff.) nicht mdglich (s. Kapitel IV),

4. Nachweis von Tumoreigenschaften

In den bisher beschriebenen Untersuchungen war die Rede von
"tumorartigen Auswiichsen, Geschwiilsten' u.&4. als Umschreibung fiir
die Gebilde, die durch transformierte Rhizobiumzellen an den Test-
pflanzen induziert werden, Damit sollte ausgedriickt werden, daB der
duBere Habitus dieser Bildungen noch nicht dazu berechtigt, sie als
echte '"crown galls'" zu bezeichnen., Tatsache ist, daf die durch St. Cx
an verschiedenen Testpflanzen hervorgerufenen Geschwulste sich zwar
langsamer entwickeln, jedoch weder &duflerlich noch bezliglich der Le-
bensdauer von den echten Tumoren des Stammes 147 unterscheiden.
Solange nicht alle fir Tumoren geltenden Voraussetzungen wie Trans-
plantierbarkeit, Wachstumsautonomie sowie cytologische und histolo-
gische Charakteristika (s. S. 2 ) nachgepriift sind, kénnen die von
St., Cx induzierten Wucherungen zunidchst nur mit Vorbehalt als Tumo-

ren bezeichnet werden.

Die Autonomie der in Tumorzeller. umgewandelien normalen Zellen
bleibt erhalten, wenn das Tumorgewebe transplantiert (Pfropfung) oder
in Gewebekultur gehalten wird. Transplantationen wie Gewebekultur -

setzen aber in jedem Falle bakterienfreies Gewebe voraus. Die Mog-

lichkeit, durch Hitzebehandlung (46-4700) des Tumorgewebes die Ab-
tétung der virulenten Bakterien herbeizufiihren, ohne dabei das Gewebe
zu schéddigen, wurde von BRAUN (s. BRAUN und STONIER 1958) an
Vinca rosea mit Erfolg angewandt. Es war aber nicht zu erwarten,
daB die bei unseren Versuchen benutzten Pflanzen (Kalanchoé, Lyco-

persicon etc,) eine gleiche Hitzeresistenz aufweisen wie die tropischen

Vinca-Arten,
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Daher versuchten wir, durch Behandlung mit verschiedenen Anti-
biotica die durch A. tumefaciens wie durch den Transformanten St., Cx
hervorgerufenen Gewebewucherungen bakterienfrei zu bekommen, um
sie dann fiir Pfropfungsexperimente zu verwenden oder in Gewebekultur
zu nehmen, Letztere béte die Moglichkeit, den Grad der Umwandlung
in echte Tumorzellen durch Kultur auf einfachen bzw, komplettierten
Ndhrboden zu bestimmen wie BRAUN erstmalig an Tumorgewebe von
Vinca rosea zeigen konnte (BRAUN und STONIER 1958), Fiir unsere
Versuche wurde insbesondere Streptomycin (GAUTHERET 1959) fir
diesen Zweck verwendet. Jedoch schlugen alle Versuche fehl, da offen-
sichtlich das pflanzliche Gewebe zu sehr in Mitleidenschaft gezogen

wurde. Dagegen scheint die Anwendung von Vancomycin, einem von

Streptomyces orientalis produzierten (McCORMICK 1955) Antibioticum,
aussichtsreich zu sein, BOYLE und PRICE (1963) wiesen nach, dafl
Vancomycin bis zu einer Konzentration von 1 mg/ml von Tomatenpflan-
zen toleriert wird und, wihrend der Induktionsphase (s. Abb., 1) zuge-

geben, die Bildung von Tumoren verhindert. Auf Vancomycin sei hier

besonders hingewiesen, da es nach unserer Meinung die Mdglichkeit zu
bieten scheint, durch Abtétung der Bakterien zu beliebigen Zeitpunkten
in den Prozefl der Tumorinduktion einzugreifen, Diesem experimentellen
Weg konnte dhnliche Bedeutung zukommen wie die leider nur beschrinkt
anwendbare Hitzeabtotung virulenter Bakterien, wie im Falle Vinca
rosea. Eigene Voruntersuchungen deuten auf eine derartige Anwendungs-
moglichkeit hin, Allerdings sind die an verschiedenen Objekten erhalte-
nen Befunde z. Zt.noch uneinheitlich. Insbesondere ist hierbei zu kléren,
wieweit Vancomycin die RNA-Synthese in der Pflanze wie im Bakterium

hemmt (Hinweise der Herstellerfirma Eli Lilly, Giefen).

Da die Voraussetzungen fiir die Durchfithrung von Transplantationen
und die Anlage von Gewebekulturen noch nicht gegeben waren, blieb nur
noch der cytologische und histologische Vergleich mit echten '"crown -

gall"-Tumoren. Im folgenden soll der histologische Aufbau ausgewachse-

ner Stengelwucherungen (St. Cx) nur soweit untersucht werden, als er

zur Charakterisierung von Tumorgewebe notwendig erscheint. Es kann
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daher nicht auf die zahlreichen histologischen Arbeiten an Wurzelhals-
gallen eingegangen werden (BRAUN und STONIER 1958; BOPP und
LEPPLA 1964). Auch wurde auf histogenetische Analysen der tumor-
artigen Gebilde verzichtet. Es bestand bei den folgenden Betrachtungen
lediglich die Absicht, den Aufbau der durch St. Cx induzierten Stengel-
wucherungen an Kalanchoé daigremontiana mit dem echter Tumoren

(A. tumefaciens) zu vergleichen. So bot sich ein Vergleich mit den
Befunden an, die BOPP und LEPPLA (1964) kiirzlich an Pflanzensten-

geln von Kalanchoé daigremontiana gemacht haben,

An Stengeln von Kalancho€ daigremontiana durch Beimpfen mit
St. Cx induzierte Wucherungen wurden nach drei Wochen mit den ent-
sprechenden Stengelstlicken abgeschnitten und mit dem Fixierungsge-
misch nach HELLY (s. BAKER 1960; S. 62) fixiert (4 Tage), mit
Athanol (50% + 2% Schwefelsdure; 70% + 0,5% g/v Jod) ausgewaschen
und tiber die Athanolreihe in Butanol iibergefiihrt und dann in Paraffin
eingebettet, Die Paraffinschnitte (10/4 dick), in der {iblichen Weise {iiber
Xylol in Wasser zurtickgeftihrt, wurden nach den Angaben von KULL
(s. ROMEIS 1948, S. 234) mit Sidurefuchsin-Anilinwasser (6 min) und

anschlieBend mit Toluidinblauldsung (6 min) gefdrbt,

Das in Abb., 13 gezeigte Gesamtbild eines Querschnittes durch eine
Stengelwucherung setzt sich aus mehreren Teilaufnahmen zusammen,
die entsprechend miteinander kombiniert wurden, Als Anhalt flir diese
Ubersicht dient Abb. 14, in der die Lage der verschiedenen Zell- bzw.
Gewebstypen schematisch wiedergegeben wird., Als Folge der Infektion
des Pflanzenstengels mit dem Transformanten St. Cx erfolgen Zell-
teilungen in der Stengelrinde, die in zunehmendem Mafle ihre Orientie-
rung zum Wundrand vcerlieren (s. S. 4 ) und zur Entstehung des hier
abgebildeten Gewebekomplexes flihren, Wie in Abb. 13 deutlich wird,
stellt sich das Tumorgewebe zunidchst als eine Ansammlung kleiner
Zellen dar, Dieses wird besonders augenfdllig, wenn iuan die isodia-
metrischen Parenchymzellen im Stengelmark (1) und in der unveridnder-
ten Rinde (2) gegeniiberstellt, Nach den Untersuchungen von LOPP und
LEPPLA (1964) nehmen Sprofitumoren ihren Anfang in der Stergelrinde.
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[___] Parenchym Kambium
- Gefale Teilungszentrum

Abb., 14 Schematische Ubersicht tiber den histologischen Aufbau des
Stengeltumors von Abb, 13

Abb. 15 Ausschnitt aus dem Tumorgewebe,
K = Kambiumstrang; T = Teilungszentrum; Tr = Tracheiden
und langgestreckte Zellen, Vergréflerung ca. 60 x.
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i

Der Ubergang von normalen Rindenzellen in das Tumorgewebe (3) wird
in einer Zone sich teilender Rindenzellen deutlich. Die Oberfldche der
Wucherung wird von einer '"Rinde'' (4) umgeben, die aus parallel zur
Oberfliche angeordneten Zellen besteht und Ahnlichkeit mit einem Peri-
derm hat, Das Tumorgewebe wird von Kambiumstrédngen durchzogen,
die z.T. mit dem Kambium des Leitbilindelringes im Pflanzenstengel

in Verbindung stehen, Der Verlauf dieser Striénge 148%f sich im histo-
logischen Bild anhand der typischen Zellstapel (Abb. 15) gut verfolgen
und ist im Schema (Abb. 14) dargestellt, Langgestreckte Zellreihen
sind zu erkennen (Abb, 15), die h#ufig zu Tracheiden differenziert sind
und - wie in Abb. 13 zu erkennen ist (5) - sich bis zum achsialen
Leitbiindelring hinziehen. So wird das Gewebe mit einem Netz von
Tracheiden durchsetzt. Im Schema (Abb. 14) sind nur die iin histolo-
gischen Schnitt gehduft auftretenden Tracheiden beriicksichtigt. Teilungs-
zentren, geballte Zellen (BOPP et al.), liegen verstreut im Gewebe

(s. Abb, 14 und 15) und nehmen einen groflen Teil des Tumors ein.

Sie entstehen nach BOPP am Ende von Tracheidenstréngeh. Diese
Lagebeziehung kann man in Abb. 15 erkennen. Die im Schema (Abb. 14)
mit '"Parenchym' bezeichneten Gewebebereiche sind Zellen, die sich
unabhingig von ihrerh GroBe (s. oben) weder eindeutig als zum Kambium,
noch zu den Teilungszentren oder zu den in Tracheiden itbergehenden
langgestreckten Zellen zuordnen lassen. An der Basis des Tumors,

d.h. stengelwirts, kommt es zur Differenzierung von Gefdfien (Tumor-

holz) und Holzparenchym (5).

Somit stellt sich das hier in seinem histologischen Aufban beschrie-
bene Gebilde dar als ein ''organisierter "Tumor im Sinne von KUPILA
(1958). Ein Vergleich mit den anatomischen Untersuchungen von BOPP
und LEPPLA (1964) an echten Tumoren derselben Pflanzenart 148t im
wesentlichen eine Ubereinstimmung mit dem hier untersuchten Gewebe
erkennen, Angesichts dieser Tatsache kann die Berechtigung abgeleitet
werden, die durch den transformierten Bakterienstamm Cx hervorge-
rufenen Geschwulste als echte Tumoren zu bezeichnen. Dieses gilt

allerdings mit der Einschrinkung, daB Transplantation ~'nd Verhalten
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in der Gewebekultur (s. oben) zur weiteren Sicherung noch herange-

zogen werden miissen,

Die Feststellung von BOPP und LEPPLA (1964), daB sich das Mark-
gewebe der Pflanze nicht an der Tumorbildung beteiligt, sondern diege
ausschliefllich vom Kambium, Leitblindel und Rindenpartien bestritten
wird, findet ihre Bestédtigung in Abb, 16, Wir dekapitierten Pflanzen
von Kalancho€ tubiflora und infizierten die Schnittfldchen mit St. Cx.
Unter starker Bildung von Adventivwurzeln entstanden endstdndige
Tumoren, Ein Lingsschnitt durch die obere Stengelpartie (Abb. 16)
demonstriert die besagte Feststellung. Ubrigens ist die Bildung von
Adventivwurzeln wie im vorliegenden Fall an Kalanchoé nur eine Be-
gleiterscheinung der Tumorbildung, Verdnderungen im Wuchsstoffhaushalt
der Wirtspflanze diirften die Ursache hierfiir sein, nicht jedoch die
virulenten Bakterien selbst (BOPP et al. 1964). Wie ferner ein Ver-
gleich der Abb. 1la und 12 ergibt, ist der Habitus der an verschiede-
nen Pflanzen mit dem gleichen Bakterienstamm hervorgerufenen Tumo-
ren verschieden. An Solanum laciniatum entstehen Gebilde mit runzeli-
ger Oberfliche (Abb. 1la), wihrend an Kalanchoé glatte glédnzende
Tumoren wachsen., Diese Beobachtung dokumentiert, in welchem MaRe
die Pflanze Einflufl auf die Ausbildung der Tumoren hat. Sucht man
nach moglichen Unterschieden in der Tumorbildung bei A. tumefaciens- -
Stamm 147 und St. Cx, so ist, abgesehen von der GréBe der Neoplas-
men, keine augenfdllige Differenz festzustellen. Es sei allerdings er-
wdhnt, daf bei unseren Versuchsbedingungen sich ein Unterschied in
der Ausbildung von Teratomen ergab. Hierbei infizierten wir dekapitier-
te Pflanzen (Kalanchoé& tubiflora) mit A. tumefaciens (St. 147) oder mit
St. Cx., Im Falle von St. Cx traten immer nur normale endstdndige
Tumoren auf, wie in Abb. 16 gezeigt wird. Dagegen setzte nach Be-
impfung mit St, 147 oft eine Teratombildung ein (Abb. 17), d.h. die
urspriinglich auftretenden Tumoren lassen die Tendenz zu 'normalem"
Wachstum erkennen, indem sie Blédttchen und - wie in Abb., 17 zu
erkennen ist - teilweise ganze Pfldnzchen bilden. Da aber die Bedin-

gungen flir die Entstehung solcher Organoide nicht bekannt sind, ist



_45-

Abb. 16 Abb. 17

Abb., 16 Léingsschnitt durch einen endstdndigen Tumor an Kalanchoé
tubiflora, induziert durch St. Cx. Das Stengelmark ist nicht
an der Tumorbildung beteiligt, Man beachte die Adventiv-

wurzeln,

Abb. 17 Ubergang eines endstdndigen Tumors (A. tumefaciens-St. 147)
in ein Teratom. Die Adventivwurzeln wurden entfernt.

es fraglich, ob diese Beobachtung ein echtes Unterscheidungsmerkmal

zwischen St. 147 und St. Cx ist,

Als ein sehr negatives Differenzierungsmerkmal des Transformanten
gegeniiber St, 147 stellte sich allerdings spéter heraus, daf St. Cx in
seiner Virulenz merklich nachlief (s. S. 34), Nach nahezu zwei Jahren

fielen Virulenzteste mit St. Cx nur noch schwach aus., Dieser Befund
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geht aus Abb. 18 hervor. Hierbei wurden Sektoren der gleichen Mohren-
scheibe mit St. 147, mit St. Cx infiziert bzw. blieben als Kontrolle
unbeimpft. Dadurch war die Gewidhr fiir gleichartiges Pflanzenmaterial

gegeben,

Abb, 18 Virulenztest an Sektoren von Mohrenscheiben,
K = unbeimpfte Kontrolle; Cx = infiziert mit dem transformier-
ten Stamm Cx; 147 = beimpft mit Agrobacterium tumefa-
ciens-Stamm 147,

Diese Virulenzschwichung kann ihre Ursache darin haben, daf unbe-
kannte Faktoren im Né&hrboden hierflir verantwortlich sind., Wenngleich
von einigen Aminosduren bekannt ist, daf sie eine Reduktion der Viru-
lenz verursachen, so ist damit die Existenz unbekannter Stoffe mit
gleicher Wirkung nicht ausgeschlossen (s. S. 6 ff.). Wieweit die offen-
kundig gewordene Herabsetzung des Virulenzgrades bei St. Cx rever-

sibel ist, kann zur Zeit nicht entschieden werden.
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5. Bildung von Wurzelkndllchen

Die bis jetzt beschriebenen und besprochenen Untersuchungen
machen es sehr wahrscheinlich, daf St. Cx durch Transformation aus
dem Acceptor Rhizobium leguminosarum-Stamm C hervorgegangen ist.
Es konnte nachgewiesen werden, dafl es sich beil den durch St. Cx in-
duzierten Stengelwucherungen um Tumoren handelt, die in ihrem
histologischen Aufbau mit echten "erown-gall'-Tumoren vergleichbar
sind. Es erhebt sich nun die Frage, wieweit die genetisch manifest
werdende F&higkeit zur Tumorinduktion mit den urspriinglichen gene-
tischen Eigenschaften des Acceptors (St. C) konkurriert, Besonders
interessiert hierbei die Eigenschaft der Knéllchenbildung., Wurzel-
knollchen bezeichnet man bekanntlich dann als effektive, wenn in ihnen
eine symbiontische Stickstoffassimilation erfolgt (s. S. 1). Es ist be-
kannt, daB Wirtspflanze und Bakterium im gegenseitigen Gleichgewicht
stehen (Allelo-Parasitismus; SCHAEDE 1962), das jedoch bei Verinde-
rung eines oder beider Partner aufgehoben und dadurch eine effektive
Stickstoffassimilation unterbunden wird. Es kann dann noch zur Knoll-
chenbildung ohne Stickstoffbindung kommen. Man bezeichnet solche
Knollchen als ineffektive, Eine weitere Folge kann sein, dafl die Pflanze
gegen die Infektion mit Rhizobien resistent wird und dann auch keine Knéll-
chenbildung stattfindet., So wies z.B. NUTMAN (1949) nach, daf die
Resistenz einer Linie von Rotklee gegen eine Rhizobiuminfektion durch
ein homozygot vorliegendes rezessives Gen (r) und einen cytoplasma-
tischen Faktor (¢ ) bestimmt wird. Bei Sojamutanten wird dagegen die
Resistenz nur von einem rezessiven Gen der Wirtspflanze ohne cyto-
plasmatische Komplikationen determiniert (s. bei NUTMAN 1965,

S. 1357).

Da St. Cx als genetisch veridndertes Rhizobium aufgefafit werden
kann, ist nicht anzunehmen, dafl dieser Bakterienstamm die Féihigkeit
zur effektiven Nodulation in gleicher Weise besitzt wie sein Ausgangs-

stamm (St. C), es ist aber auch nicht auszuschlieflen.
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Dieser als genetischer Acceptor verwendete Rhizobium-Stamm wurde
urspriinglich aus Wurzelknsllchen von Pisum sativum (Sorte ''Kleine
Rheinldnderin') isoliert (s. S. 17). Wir fiihrten daher mit Pflanzen der

gleichen Erbsensorte Knoéllchenteste durch, wobei steril angezogene

Pflanzen in stickstofffreier N&hrldsung in Gegenwart der zu priifenden

Bakterien kultiviert wurden:

Die Sterilisation trockener Erbsen erfolgt durch Behandlung mit
70%igem Athanol unter Zusatz von etwas Laurylsulfat, mit 0, 1% Subli-
mat (10 min) und nach Auswaschen mit Bromwasser (1 ml Brom +
10 ml Athanol + dest. Wasser ad 100 ml) ebenfalls 10 min. Nach
grindlichem Spiilen 148t man die Samen 2 Tage auf feuchtem Filtrier-
papier in sterilen Petrischalen vorkeimen und liberfiihrt sie dann in
sterile Keimrodhrchen nach RUDIN (1956). Die Keimwurzeln tauchen
dabei in S_-Losung (SCHWINGHAMER 1960) ein. Nach 5-6 Tagen sind
die Pflanzen so grof}, daB sie mit steriler Watte am Wurzelhals um-
wickelt in Fernbachkolben umgesetzt werden kénnen, die mit N-freier
S, -Losung und Zusidtzen nodulationsférdernder Stoffe, wie Kobaltsalzen
und meso-Inosit (RAGGIO und RAGGIO 1962), beschickt sind. Nach
5 Tagen werden die Kolben mit Suspensionen von A. tumefaciens-Stamm
147, bzw. St. Cx oder mit Rh, leguminosarum-Stamm C beimpft. Kon-
trollen bleiben unbeimpft, Die Kultur der Pflanzen erfolgte in einem
beliifteten Lichtthermostaten bei 20°C im 12-Stundentag (Leuchtstoff-
réhren Typ Osram-L 20 W/20, 10 Réhren mit einem Zwischenabstand
von je 2 cm, Pflanzen in etwa 35 c¢m Abstand von der Lichtquelle)

bei ca. 5000 Lux,

Das Ergebnis einer solchen Versuchsreihe, bei der je 10 Pflanzen

pro Ansatz verwendet wurden, ist in Abb, 19 demonstriert.

Unter den beschriebenen Versuchsbedingungen konnten wir bereits
8 - 10 Tage nach Beimpfung mit St. C die typischen Wurzelknéllchen
erkennen (Abb, 20 und 23) . Zu diesem Zeitpunkt lieBen sich an den
Pflanzenwurzeln, die in Gegenwart von St. Cx oder St. 147 kultiviert
wurden, enganliegende Schleimh&iute feststellen (Abb. 21 und 22), unter
denen oder in deren N&ihe spiter, d.h. etwa 20 Tage nach erfolgter
Beimpfung, Anschwellungen der Wurzeln oder unregelméfig gestaltete
"Knéllchen'' zu beobachten waren. In Abb. 24 sind einige dieser Formen
abgebildet, Sie wurden sowohl von St. Cx, als auch von St, 147 ver-
ursacht und traten regelméfig auf., Unbeimpfte Kontrollpflanzen waren
immer frei von diesen Wurzelbildungen, Bei spdteren Untersuchungen

verwendeten wir Saatgut der Sorte ''Kleine Rheinlénderin'' neuerer
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K C Cx c. 147

Abb. 19 Knéllchentest an Pisum sativum (Sorte "Kleine Rheinlénderin''):
K = Kontrolle ohne Beimpfung; C = Rhizobium leguminosarum-
Stamm C; Cx = transformierter Rhizobium-Stamm; 147 = Agro-
bacterium tumefaciens-Stamm 147, Nur nach Inokulation mit
St, C effektive Nodulation.

Ernten und konnten hierbei keine "Pseudoknéllchen' an den Wurzeln
beobachten, Nur St. C fiihrte zur Bildung normaler Wurzelknb’ilcﬁen
(Abb. 20 und 23). Auf diese Feststellung sei schon hier hingewiesen,
da sie bei der Frage nach den Ursachen der '"Pseudokndllchen' eine

wichtige Rolle spielt (s. unten).

Es ist zunichst festzustellen, daf nur St. C an Erbsenwurzeln eine
effektive Knéllchenbildung (s. S. 47) verursacht, St. Cx ist offensicht-
lich unter diesen Bedingungen ineffektiv, veranlafit jedoch die Pflanze
zur Bildung atypischer ''Knollchen' (Abb. 21, 22 und 24). Es konnte
daraus geschlossen werden, daf St, Cx, als Transformant des Rhizo-
bium-Stammes C, neue Eigenschaften erlangt, aber die Fahigkeit zur
symbiontischen Stickstoffassimﬂ‘ation verloren hat und moéglicherweise
die Virulenz des Bakteriums in bezug auf effektive Nodulation durch

die F#higkeit zur Induktion von Tumoren ersetzt wurde. Dieser an sich
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20 Wurzel einer Erbsenpflanze mit normalen Knéllchen; -effektive
Nodulation,

Abb,

21-22

"Pseudoknéllchen' an Wurzeln von Pisum sativum, in
Gegenwart von A, tumefaciens (Abb., 21) bzw., von St. Cx
entstanden. Man beachte die Schleimh&ute an den Wurzeln

(vergl. Abb. 24),
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Abb, 23 Typische Wurzelknollchen bei Pisum sativum nach Beimpfung
mit Rhizobium leg., Stamm C.

Abb, 24 Atypische Wurzelknéllchen bei Pisum sativum nach Beimpfung
mit A. tumefaciens-Stamm 147 bzw. St. Cx.
a: Wurzel mit Schleimhiille (St. Cx); b: Wurzelproliferationen
nach Entfernung der Schleimhaut (St. 147); ¢ + d: Hyper-
trophien in Gegenwart von St. Cx und e: von St. 147 ent-
standen,
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schon spekulativen Schluffolgerung wird aber jegliche Realitdt entzogen
durch die iliberraschende Feststellung, d~B sich auch A, tumefaciens

(St. 147) dhnlich verhidlt wie St. Cx.

Fir die Entstehung dieser atypischen "Kné&llchen'' (Abb, 24) lag
zundchst die Annahme nahe, daB von den in den Schleimh&uten sitzenden
Bakterien produzierte Wuchsstoffe der Wurzel in hoher lokaler Konzen-
tration zugefiihrt werden und so die Ausbildung von Hypertrophien be-
dingen, ohne dafl dabei Bakterien in die Wurrel eindringen. Es konnte
sich hier um ''false nodules'' handeln, wie sie von ALLEN und ALLEN
(1940) erwdhnt werden, Die Entstehung derartiger Schwellungen und
knéllchenartiger Gebilde an den Wurzeln verschiedener Pflanzen kann
verschiedene Ursachen haben. So ist z,B. bekannt, dafl Kinetin oder
Benzoesdurederivate (ARORA et al. 1959; ALLEN und NEWMAZI 1953)
ebenfalls Pseudokndllchen hervorrufen kénnen, Diese Erscheinung ist
nicht auf Leguminosen beschrédnkt, sie lief sich auch an Wurzeln von
Tabakpflanzen (ARORA et al. 1959) beobachten, Filir uunsere Betrach-
tungen wire die Entscheidung der Frage wiclhtig, ob diese im Falle
St. Cx und St. 147 beobachteten''Pseudoknolichen' nur durch Einfliisse
des Substrates (s. oben) oder durch Bakterien verursacht werden, die
in das Wurzelgewebe eingedrungen sind. So konnte z, B, KRASSILNIKOW
(1945 und 1955 s. bei WAGENBRETH 1965) aus &dhnlichen Pseudokndllchen
virulente Rhizobien reisolieren. Auch WAGENBRETH (1965) berichtet
tiber &hnliche Befunde. In unseren Versuchen gelang zwar in einigen
Fédllen die Isolierung von Bakterien aus solchen Gebildra (Abb, 24),
Dies konnte aber nicht unbedingt als Beweis fiir das Vorkommen von
Bakterien in den ''"Pseudokndllchen'' angesehen werden., Denn mit Riick-
sicht auf den geringen Durchmesser dieser Gewebe konnte die Ober-
flachensterilisation nur sehr kurz erfolgen, um ein Eindringen des
Sterilisierungsmittels (Chlorkalkldsung oder Sublimat s. S. 34) in das
"Knéllchen''-Innere zu vermeiden, Die Gewédhr fiir eine keimfreie Ober-

flaiche war demnach nur bedingt gegeben.

Um dennoch die aufgeworfene Frage zu kldren, erschien uns der

direkte cytologische Nachweis von Bakterien im Gewebe aussichisreicher
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zu sein, Durch elektronenmikroskopische Untersuchungen an ultra-

diinnen Schnitten durch die ''Pseudokndllchen' sollte entschieden werden,
ob sich St. Cx dhnlich verhdlt wie sein Ausgangsstamm (St. C) und

St. 147 sich hierin unterscheidet, Trotz &hnlicher Gestalt erwarteten
wir Unterschiede zwischen St. Cx und St. 147, Denn von Agrobacterium
tumefaciens ist bekannt, dafl es nur in den Interzellularen des befalle-
nen Gewebes vorkommt (STAPP 1963; HOHL 1961 u.a.). Ein dhnliches
Verhalten war daher auch in den ''Knéllchen' anzunehmen, St. Cx
dagegen konnte durchaﬁs noch Rhizobium-Charakter haben., Im letzteren
Falle miiten in gleicher Weise wie bei St, C charakteristische Stadien
des Bakterienbefalls wie z.B, das Vorhandensein von Infektionsfidden
und intrazelluldrer Bakterien (SCHAEDE 1962) anzutreffen sein,

Etwa 0,3 bis 0,5 mm dicke Teilstlicke von Pseudokndllchen, die
denen in Abb. 23b, d und e entsprechen, bzw. von normalen Wurzel-
knoéllchen (St. C) wurden in 4%iger Lésung von Kaliumpermanganat bei
4°C oder in 2%iger Losung von Osmiumtetroxyd und Kaliumbichromat
(pH 7, 0,3 M) bei Zimmertemperatur fixiert. Eine zusé&tzliche Kon-
trastierung erfolgte mit Uranylacetat und Phosphorwolframsé&ure, die
Einbettung in Vestopal. Die Schnitte wurden mit dem Ultramikrotom
(LKB) angefertigt (Einzelheiten zur Methode s, v. WANGENHEIM 1965).

Wie aus den Abb. 25-27 zu ersehen ist, sind in allen drei Gewebe-
typen, d.h. echten Knéllchen (St. C) und in den ''"Pseudoknéllichen"

(St. Cx und St. 147) sog. Infektionsfdden nachzuweisen. Bekanntlich
verlduft die normale Infektion mit Rhizobien in der Weise, daf} die
Bakterien tiber die Wurzelhaare der Wirtspflanze in die Wurzelrinde
eindringen und bis in die Ndhe der Endodermis gelangen konnen. Sie
sind dabei in eine gallertartige Masse, die Zoogloea, eingebettet, die
ihrerseits von einem aus Zellulose und Pektin bestehenden Mantel

- ein Produkt der Wirtspflanze - umgeben wird (Abb. 26). Ein solcher
Infektionsschlauch zieht von Zelle zu Zelle, indem er durch die Zell-
wand hindurchwichst oder aber streckenweise die Mittellamelle auflést,
die Zellmembranen auseinanderdriickt und in dem so geschaffenen
Zwischenraum entlangwandert, Beide Moglichkeiten scheinen in den

vorliegenden Fillen verwirklicht zu sein, wie ein Vergleich z.B.

zwischen Abb., 25, 26 und 28 zeigt.




" Abb.

Abb,

25

26

-54.

e

Infektionsfaden in Wurzelkndllchen von Pisum sativum, be-
impft mit Rhizobium leguminosarum-Stamm C, Fixierung:
Osmium-Chrom, Vergréferung 17 500 x

Infektionsfaden in '"Pseudoknslichen' an Erbsenwurzeln

(vergl, Abb. 21 und 24), die in Gegenwart von A. tumefaciens-
Stamm 147 kultiviert wurden. Fixierung: Osmium-Chrom,
VergroBerung 24 500 x

Zeichenerkldrung: B = Bacterium; Bi = intrazellulires Bacte-

rium; IF = Infektionsfaden; H = Hiille (Mantel) des Infektions-
fadens; K = Zellkern; Kh = Kernhiille; N = Nucleolus;

M = Mitochondrium; P = Plastid; T = Tonoplast; V = Vakuole;
Zw = Zellwand
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Abb.

Abb,

27 Von einer Interzellulare her in die Zelle eindringender Infek-
tionsfaden. Diinnschnitt durch ein atypisches Knéllchen, das
in Gegenwart von St, Cx entstand (vergl. Abb. 22 und 24).
Fixierung: Osmium-Chrom; Vergroferung 25 000 x

28 Ein Infektionsfaden, der zwischen zwei Zellen liegt und diese
auseinanderdringt, 'Pseudokndlichen'', bei Kultur mit St, 147
entstanden, Fixierung: KMnO4; Vergrdferung 24 300 x;
Zeichenerklirung: Bi = intrazellulire Bacterien; I = Inter-
zellulare; IF = Infektionsfaden; Zw = Zellwand.
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Legenden und Zeichenerklidrung umseitig
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Abb. 31 Zelle mit zahlreichen intrazelluliren Bacterien, wabige
Struktur des Cytoplasmas (degenerativ), "Wurzelknélichen"
in Gegenwart von St. 147 entstanden, Fixierung: Osmium-
Chrom, VergrofBerung 23 400 x

Abb. 29 (umseitig) Zelle mit zwei quergeschnittenen Infektionsféden.
Man beachte das Membransystem (endoplasmatisches Reti-
kulum) in der N&he der Fiden, Atypisches Wurzelknéllchen
(A. tumefaciens-Stamm 147). Fixierung: KMnO,, Ver-

. 4
grofBerung 21 600 x

Abb. 30 (umseitig) Querschnitt durch einen Infektionsfaden, der um-
geben ist von der Kernmembran und endoplasmatischen Struk-
turen., Austritt eines Bacteriums in das Cytoplasma der Wirts-
zelle (Pfeil), Echtes Wurzelknoéllchen (St. C), Fixierung:

KMnO4, Vergroéflerung 18 400 x

Zeichenerkldrung: B = Bacterien im Infektionsfaden; Bi = intrazellu-

lire Bacterien; ER = endoplasmatisches Retikulum; G = Golgisystem;

IF = Infektionsfaden; K = Zellkern; M = Mitochondrium
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Die hier gezeigten elektronenmikroskopischen Bilder erlauben natiir-
lich keine Aussagen Uber den dynamischen Verlauf der Infektion durch
den jeweiligen Bakterienstamm. Es ist aber festzustellen, daf in allen
drei Féllen in den normalen Wurzelkndllchen wie in den atypischen
Infektionsschlduche anzutreffen sind, Bei St. C (Abb. 25) ist ein zwi-
schen zwei Zellen entlanggleitender Schlauch zu erkennen., In eindrucks-
voller Weise ist in Abb, 26 ein Infektionsschlauch (St. 147) zu sehen,
der unmittelbar an einem Zellkern entlangwéchst, eine Erscheinung,
die bei echten Wurzelkntllchen hiufig zu beobachten ist (SCHAEDE
1962). Den Beginn eines Infektionsfadens, der von engen, rdhrenférmi-
gen Ausstillpungen der Zellwand der Wirtszelle seinen Anfang nimmt
und in das Cytoplasma der Zelle vorstoft, sieht man in Abb. 27
(St. Cx). Abb, 28 demonstriert einen ''Faden'', der zwei benachbarte

Wirtszellen auseinanderdridngt (St. 147),

Die Infektion des Wirtsgewebes schreitet weiter vor, indem die
Bacterien in die Zellen einwandern bzw. in diese entlagsen werden,
Die Bacterien vermehren sich in starkem Mafle und fiillen schlie@lich
die Wirtszelle fast ganz aus (Abb., 31)., In Abb., 30 ist ein solcher
Ubertritt zu sehen, hierbei gelangen die Bacterien an die Peripherie
des Infektionsfadens und durchbrechen dabei das ihn umgebende Netz

des endoplasmatischen Retikulums (s. auch Abb. 29).

Die hier wiedergegebenen elektronenmikroskopischen Bilder stimmen
im wesentlichen mit den Beobachtungen iiberein, die GRILLI (1963)
an normalen Wurzelknéllchen von Pisum sativum und DART und
MERCER (1964) an solchen von Trifolium subterraneum und von Medi-
cago tribuloides gemacht haben. Die einzelnen Stadien der Bakterien-
infektion finden sich iiberraschenderweise sowohl in echten Knéllchen
(St. C) wie in den '"Pseudoknéllchen'' (St. 147 und St. Cx). Entgegen
unseren Erwartungen (s. S. 53) lassen sie sich auch in den "Kn&llchen"
nachweisen, die in Gegenwart von Agrobacterium tumefaciens an den
Erbsenwurzeln entstanden. Wie eindeutig gezeigt werden konnte, treten
in diesem Falle die Bakterien auch intrazelluldr auf., Die Deutung

dieser elektronenmikroskopischen Befunde ist schwierig. Wichtig hierbei




ist zundchst die Feststellung, daf unbeimpfte Kontrollpflanzen in kei-
nem Falle irgendwelche Bildungen wie die beschriebenen '""Pseudo-
knéllchen' aufwiesen. Wenngleich peinlichst auf die Oberflichensterili-
tdt der Erbsen geachtet wurde, ist damit nicht ausgeschlossen, daf

die Samen innen unsteril waren. Nach den Untersuchungen von STOLP
(1952) kann es vorkommen, dafl zwischen Samenschale und Kotyledonen
der Erbsen Bakterien vorhanden sind, die bei der Keimung nach auflen
gelangen und die vorher &ufRerlich sterilisierten Samen erneut infizie-
ren, Auf unseren Fall Ulbertragen, bedeutete dies, dafl das benutzte
Saatgut im Innern mit Knoéllchenbakterien kontaminiert wire, Bei diesen
Bakterien mif3ite es sich um unspezifische handeln, die an Erbsen nur
eine ineffektive und noch dazu eine atypische Knéllchenbildung verur-
sachen, Die Frage nun, warum die unbeimpften Kontrollpflanzen nie
derartige ''Kn&llchen'' bildeten, fidnde ihre Beantwortung in der Annahme,
daB St. Cx bzw. St. 147 Stoffe in das Kulturmedium (s. methodische
Durchfiihrung des Knéllchentestes S. 48) abgeben und dadurch die
fremden Rhizobien erst zur Infektion befdhigen, Dabei moge die Frage
offenbleiben, ob gich die Bakterien vermehren oder aber die Stoffe
(Wuchsstoffe, Vitamine etc.) des inokulierten Bakterienstammes (St. Cx
bzw. St. 147) bei der Infektion der fremden Rhizobien behilflich sind.
Diese Annahme erscheint berechtigt zu sein, da erwiesen ist, daB fiir
eine Nodulation ein gewisses zahlenmé&dBiges Minimum an Knéllchen-
bakterien notwendig ist und Wuchsstoffe eine wichtige Rolle hierbei
spielen (THIMANN 1964). Ein Hinweis darauf, daf fiir das Zustande-
kommen der Pseudokndllchen das von uns verwendete Saatgut (Erbsen)
und weniger die gepriften Bakterienstdmme verantwortlich zu machen
sind, ist das Ausbleiben solcher ''Knollchen' bei Benutzung anderer

Saatgutschargen derselben Erbsensorte (s, oben).

Die hier begriindete Deutung der anomalen Knollchenbildungen war
erst moglich durch die elektronenmikroskopischen Untersuchungen.
Hétten wir uns bei den Knéllchentesten (s. S. 48) auf einen Vergleich
zwischen St. C und St. Cx beschrédnkt, so wére die SchluBlfolgerung

eine andere gewesen. Der Grund dafiir, daf wir auch Agrobacterium
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tumefaciens mit in diesen Vergleich einbezogen, waren u.a. Beobach-
tungen von BONNIER (1961), Er stellte fest, daB speziell Leguminosen-
pflanzen an ihren Wurzeln unter keimfreien Bedingungen spontan Aus-
wiichse bilden, Werden nach dem Auftreten dieser tumorartigen Gebilde
die Pflanzenkulturen mit Rhizobium- oder Agrobacterium tumefaciens-
Stdammen beimpft, so dringen diese Bakterien in diese Wurzeltumoren
ein und vermehren sich dort. BONNIER deutet diese Erscheinung als
das erste Symptom eines Adaptierungsprozesses nichtspezifischer Rhizo-
bien bzw. Agrobacterien an eine gegebene Leguminosenpflanze, Da

sich in unseren Versuchen jedoch niemals derartige Wurzeltumoren

an den unbeimpften Kontrollpflanzen feststellen liefen, diirfte ein sol-

cher Vorgang im vorliegenden Fall auszuschlielen sein,

Dagegen konnte eine andere Beobachtung desselben Autors bestdtigt

werden (BONNIER 1960), wonach A, tumefaciens auch ohne vorangehende

Abb, 32 Kleepflanze mit einem Tumor am Wurzelhals (Pfeil), hervor-
gerufen durch A. tumefaciens-Stamm Dahlia-Ra ohne kiinst-
liche Verwundung der Pflanze,
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kiinstliche Verwundung der Wirtspflanze die Bildung von Tumoren indu-
zieren kann (vergl. S. 4 ff.). Bei Sterilkulturen von Kleepflanzen auf
Sand in geschlossenen Erlenmeyerkolben fanden wir nach Beimpfung mit
verschiedenen A. tumefaciens-Stdmmen an einigen wenigen Pflanzen
tumorartige Gebilde (Abb. 31), Nach Ansicht von BONNIER sind Wund-
stellen, die unter natiirlichen Bedingungen z.B. bei der Anlage von
Sekundédrwurzeln bei Verzweigungen etc, entstehen, hierfiir verantwort-

lich zu machen.

Fiir unsere Betrachtungen ist festzuhalten, dafl St, Cx als Trans-
formant des Rhizobium-Stammes C offensichtlich nicht die Fihigkeit
zur Kno6llchenbildung an Erbsenwurzeln besitzt., Die Entstehung der
"Pseudoknésllchen' hat ihre Ursache vermutlich in der Beschaffenheit

des fiir die Anzucht der Versuchspflanzen verwendeten Saatgutes.
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B Vergleichende morphologische und physiologisch-chemische Unter-
suchungen an den Partnern der Transformation

Der transformierte St. Cx hat die Fé&higkeit zur Induktion pflanz-
licher Tumoren erlangt, andererseits aber ist er nicht mehr in der
Lage, typische Wurzelknéllchen an Erbsenpflanzen hervorzurufen, Die
zundchst als ineffektive Kndllchen angesehenen''Pseudoknélichen' (vergl.
S. 48 ff.) werden vermutlich nicht durch dieses Bakterium verursacht,
Wir sind zu dieser Auffassung aufgrund elektronenmikroskopischer
Untersuchungen gekommen (S, 53 ff,), Es ist aber nicht anzunehmen,
dafl bei der genetischen Transformation zwischen A. tumefaciens
und Rhizobium nur die Virulenz des DNA-Donators iibertragen wird
und gleichzeitig nur die fiir Rhizobium spezifische Fidhigkeit zur Nodu-
lation erlischt. Vielmehr ist zu erwarten, dafl als Folge genetischer

Verdnderungen auch andere Merkmale betroffen sind,

So miilte die genetische Verschiedenheit der drei Partner - Donator
St. 147, Acceptor St, C und Transformant St, Cx - durch vergleichende
morphologische und physiologisch-chemische Untersuchungen zum Aus-

druck kommen.

1. Morphologische Charakterisierung

Da zwischen den Gattungen Agrobacterium und Rhizobium eine grofle
morphologische Ahnlichkeit besteht (vergl. BERGEY 1957), sind die
Aussichten, eine klare Differenzierung zwischen Agrobacterium tume-
faciens-Stamm 147, Rhizobium leguminosarum-Stamm C und dem
Transformanten Stamm Cx auf morphologischer Basis zu erhalten,
von vornherein sehr gering. Sieht man von der fiir Rhizobien charakteristi-
schen Umwandlung in bacterioide Formen ab, die sich z.B. in Gegen-
wart von Alkaloiden oder bei dem Befall von Leguminosenwurzeln in

der Wirtszelle (s. S. 53) vollzieht, und beschrénkt sich auf den Ver-
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gleich der unter gleichen Bedingungen kultivierten Bakterien, so handelt
es sich in jedem Falle um bewegliche, stidbchenartige, gramnegative

Formen. Wie zu erwarten, liefen Lingen- und Breitenmessungen der

Bakterienzellen der entsprechenden Stdmme keine grofen Unterschiede

erkennen (Tabelle 2),

Fir diese Messungen wurden hitzefixierte Ausstriche aus Bakterien-
kulturen in der logarithmischen Wachstumsphase mit Karbolfuchsin ge-
farbt und bei 1000-facher VergrodBerung (Olimmersion 100/1,25)
photographiert., Die Ausmessungen erfolgten an Sekundirvergroéferungen
(3200-fach) bei Verwendung des Zeiss-Teilchengréfienanalysators TGZ 3,
Je Bakterienstamm wurden 400 Lingen- und 100 Breitenmessungen vor-
genommen und diese exponentiell als Summenkurve aufgetragen, Die
Berechnung der Mittelwerte und ihrer Streuung erfolgte im Wahrschein-

lichkeitsnetz (WEBER 1957).

Tabelle 2 Bakteriengrofle und Begeilelung

St. 147 St. Cx St. C
Lénge 2,09 + 0,485 2,13u + 0,471 2,194 + 0,481
Breite 0,694 + 0,058 0,72m + 0,065 0,794 + 0,070
Begeilelung peritrich subpolar subpolar
4-6 Geifleln monotrich monotrich

Die bei A. tumefaciens erstmalig von STAPP und BORTELS (1931)
eingehend untersuchten Sternbildungen, rosettenartige Aggregationen
von Bakterien, sind nach Auffassung verschiedener Autoren (STAPP
1958; STAPP und KNOSEL 1954; KNOSEL 1963 u.a.) mit Sexualvor-
géngen verbunden, Das Vorkommen solcher Stadien ist jedoch nicht

spezifisch flir A, tumefaciens. Sie lassen sich innerhalb der taxono-
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mischen Gruppe der Rhizobiaceae, aber auch auflerhalb derselben

z.B. bei der Gattung Pseudomonas (HEUMANN 1962) nachweisen. Im
vorliegenden Falle waren bei allen drei Stdmmen solche Sternbildungen
zu beobachten, wenngleich diese Eigenart besonders bei St. 147 ausge-
prégt zu sein scheint. Die charakteristische Anordnung unserer Bak-
terien bot dann einen #hnlichen Aspekt wie KNOSEL (1963) ihn z.B.
bei Agrobacterium rhizogenes beobachtete., Abb, 33 ist eine Repro-

duktion von Photos, die von diesem Autor verdffentlicht wurden,

Abb, 33 Verschiedene Phasen der Sternbildung bei Agrobacterium
rhizogenes, entnommen aus einer Verdffentlichung von
KNOSEL (1963). Feulgenfdrbung, Phasenkontrast, Ver-
groferung 1 : 3000

Im Gegensatz zu den bisher dargelegten Befunden bietet jedoch die

BegeiBlelung ein Unterscheidungsmerkmal (Abb, 34-36). Fiir die elektro-

nenmikroskopische Darstellung des jeweiligen Begeiflelungstyps benutzen

wir verschiedene Préparationsmethoden. Besonders bei St, 147
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Elektronenmikroskopische Darstellung von Agrobacterium
tumefaciens-Stamm 147; Vergr. 16 000 x (Abb. 34),

dem transformierten Stamm Cx; Vergr. 27 000 x (Abb, 35)
und von Rhizobium leguminosarum-Stamm C; Vergr.

26 300 x (Abb. 386).
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erwiesen sich die ''Negativfirbung'' mit Phosphorwolframsiure (BRENNER
und HORNE 1959), wie das Auftrocknen oder Aufsprithen von Bakterien-
suspensionen auf die Tr&dgerfolie mit nachfolgender Schrédgbedampfung

als wenig geeignet, Die Geifleln wurden dabei entweder vom Bakterien-
korper abgerissen oder aber die Bakterien verklumpten, Wir fiilhrten
schliefllich die Pré&paration in Anlehnung an die Methoden von HILLIER
et al. (1948) und HOUWINK und van ITERSON (1950) auf folgende Weise

durch:

Auf die Oberfliche von Mannitagar in einer Petrischale wird eine
2%ige Losung von Kollodium in Amylacetat ausgegossen, die Petrischale
geneigt und mit steriler Pipette die tiberschiissige Ld&sung entnommen.
Nach Auftropfen der Bakteriensuspension auf degl verfestigten Kollodium-
film und anschlieBender Bebriitung (18 h bei 28 C) 6ffnet man die
Schale und 148t die Oberfldche des Agars etwas trocknen, Dann zer-
schnejdet man den Kollodiumfilm mit einem Rasiermesser in etwa
1 ecm  grofle Felder, gibt vorsichtig Wasser hinzu und flotiert so den
Film auf der Wasseroberfliche. Kupfernetze (mit Formvar und durch
Kohlebedampfung stabilisiert) werden von unten her an den Film heran-
gefilhrt und mit ihm aus dem Wasser gehoben. Nach Trocknung an der
Luft erfolgt die Schrigbedampfung it Platin/Iridium oder mit Palla-
dium bei einem Winkel von ca. 40",

Wie aus den Abb. 34-36 zu ersehen ist, reprédsentieren St. C und
St. Cx den subpolar monotrichen und St. 147 den peritrichen, 4-6
Geileln fiihrenden Flagellationstyp mit normaler Wellenlinge der Geif3eln
in allen drei Fé&llen, Wir legten hierbei die Terminologie von LEIFSON
(1960) zugrunde (vergl. auch Tabelle 2), Die Tatsache, daff nur St, 147
eine peritriche Begeilelung gegeniiber dem subpolaren, monotrichen
Flagellationstyp bei St, Cx und St. C aufweist, die Kulturbedingungen
aber die gleichen waren, demonstriert die enge morphologische Bezie-
hung zwischen dem genetischen Acceptor (St. C) und seinem Transfor-

manten (St. Cx).

2. Physiologische Eigenschaften

Fur die weitere Differenzierung unserer drei Bakterienstimme be-

nutzten wir in der Bakteriologie iibliche Nachweismethoden fiir bestimmte
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physiologische Eigenschaften, Sie werden hier , nur soweit notwendig,

ndher erlautert:

1. Bestimmung des thermalen Toétungspunktes: Rohrchen mit je
1 ml Mannitndhrlésung suspendierter Bakterien in der 1ogar1thmlschen
Wachstumsp}(l)ase werden 10 min je Temperaturstufe (50-60 °C in Inter-
vallen von 1 °C) erhitzt, dann abgekiihlt, mit 1 ml frischer N&hrlésung
(""Pisum- Medium" 2 g Hefeextrakt; 10 g Mannit; 500 mg KH,_PO,;
200 mg MgSO H_O; 500 mg CaCO,, pH 6,8 dest. Wasser ad 1000
ml) versetzt und 24 %1 bei 28°C bebrutet Unter dem thermalen To6tungs-
punkt wird derjenige Temperaturgrad verstanden, bei dem die Bakterien
gerade abgetétet werden (s. STAPP 1958, S.56).

2. '"Bunte Reihe''s Zu der mit Lackmus versetzten Stammlésung
(10 g Pepton; 5 g NaCl; 1 g MgSO,. 7 H.,O und 1 g KH,_ PO, in 1000
ml Lésung) werden die Substanzen der ''bunten Reihe" I%IER%}K 1962)
zugegeben (1%ig), mit je 5 ml der betreffenden L&sung beschickte
Roéhrchen beimpft, 4 Tage bei 28 °C bebriitet und der dann gemessene
pH-Wert mit dem der unbeimpften Kontrolle verglichen.

Weiterhin priiften wir 3. Lackmusmilch (JANKE 1946, S. 116),
4, Stdrkeabbau (JANKE 1946, S. 217), 5. Gelatineabbau nach FRAZIER
(JANKE 1946, S. 218), 6. Indolbildung nach EHRLICH-BOHME und nach
KOVACS (JANKE 1946, S. 219), 7. Reduktion von Nitrat zu Nitrit bzw.
NH_, (JANKE 1946, S. 219) und 8, Schwefelwasserstoffbildung (JANKE
19486, S. 220). Ferner benutzten wir folgende Differential-N&hrboden:
9. Glucose-Ammonium; Glucose-Nitrat und Glucose—Glutamat in der
Zusammensetzung: 10 g Glucose; 1 g NH H PO 200 mg KC1; 200 mg
MgSO,. 7 H,O bzw. 10 g Glucose; 1\%1\?0 1 g K,HPO,; 500 mg
MgSO,. 7 H,O, 200 mg KCI1 bzw. 10 g Glucose Kla Glutamat 1lg
K HP 4 20(% mg MgSO,. 7 H ,O; 100 mg KCI, dest Wasser ad 1000
m% und pH 7,2 in allen drei Lésungen (KOMAGATA 1961);
10. Selenit-Agar (BURROWS 1959, S. 19); 11. Ca-Glycerophosphat:
0,8 g Ca-Glycerophosphat; 20 g Mannit; 5 g KNOS, 3,8 g NaCl; 100 mg
KC1l; 1 g MgCl,. 6 H,O; 600 mg MgSO 7 H,O, pH 7, dest. Wasser
ad 1000 ml (STARR 1946); 12, Endo- Agar [%RROWS 1959, S. 18);
13. Kongorot-Agar: Mannit-Agar (s. S. 33) mit Zusatz von Kongorot

1 : 20 000 (STAPP 1958, S. 74).

Die in Tabelle 3 zusammengestellten Ergebnisse dieser Vergleiche
lassen nur einige Eigenschaften erkennen, in denen sich die drei Bak-
terienstdmme deutlich voneinander unterscheiden, So hat jeder Stamm
einen spezifischen thermalen Tdétungspunkt, Im Verhalten gegeniiber
Lackmusmilch ist in allen drei Féllen eine Alkalinisierung festzustellen,
nur St. 147 reduziert auBerdem den Farbstoff (farblos) innerhalb von
vier Tagen., Neben einer schwachen Indolbildung und einem geringen

Stdrkeabbau ist ebenfalls nur bei St. 147 die Reduktion von Nitrat zu
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Tabelle 3 Physiologie

St. 147 St. Ca St. C

1. Thermaler Totungspunkt 53,54 C 51/52-C 54;55°C

2. ,,Bunte Reihe!:

Asculin — 0.2 -~ 0,2 =01
Arabinose — 0,3 — 0,1 --0,2
Dulcit — 0,3 -— ) — 0,1
Galaktose — 0,3 — 0,1 — 0,3
Gilucose — 0,5 —0,3 — 0,2
Inulin -+ 0,3 -+ 0,0 -+ 0,6
Lactose - =0 =0
Fructose + 0,3 — 0,1 — 0,2
Maltose — 0,1 -+ 0,1 =0
Mannose — 0,3 — 0,2 — 0,3
Raffinose + 0,3 + 0,5 + 0,6
Rhamnose — 0,5 — 0,3 — 0,2
Saccharose =0 -+ 0,1 + 04
Salicin - 0,4 - 0,2 -+ 0,5
Xylose + 0,1 + 0,2 + 0,1
3. Lackmusmilch? -+ 0, -+ 0,8 -+ 0,8

Farbstoff nach | unverindert unverdndert

4 Tagen

abgebaut

4. Stiarkeabbau sehr schwach — —

5. Gelatineabbau:

Sublimatplatte - — (+)

Gerbsaureplatte - -— sehr schwach
6. Indolbildung:

nach EHRLICH-BOHME — — —

nach Kovacs (-+) — —

7. Nitratreduktion:

Nitrit - — —
Ammoniak — —

8. H,S-Bildung (+) (-+) —

9. Glucose-Ammonium {+) (+) (+)
Glucose-Nitrat (+) (+) (+)
Glucose-Glutamat —+ + —

10. Selenit-Agar Wachstum Wachstum schwaches
rotlich® rotlich Wachstum
farblos
11. Ca-Glycerophosphat - =+ (-F)
12. Endo-Agar rot. rot farblos
13. Kongorotplatte Farbstoffabsorption in allen drei Fillen
-4 = positiv; () = eindeutig positiv, aber schwach; -- -~ negativ.

1 Die Zahlenwerte stellen die Abweichungen des pH-Wertes gegeniiber der un-
beimpften Kontrolle (pH 7) dar.

2 Ebenfalls die Veriinderungen des pH-Wertes gegeniiber der unbeimpften
Kontrolle, deren pH-Wert auf 6,2 eingestellt wurde.

3 Verfirbung des Ndhrbodens.
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Nitrit nachweisbar. Indolbildung und Nitratreduktion aber werden hiufig
als Differenzierungsmerkmale von A. tumefaciens gegeniliber A. gypso-
philae oder A. rhizogenes in der Taxonomie benutzt (BERGEY 1957,

S. 288). In der Fihigkeit, in Glucose-Glutamat und in Calciumglycero-
phosphat sowie auf Selenit- und auf Endo-Agar zu wachsen und ferner
in der Produktion geringer Mengen an Schwefelwasserstoff dhneln sich
St. 147 und St. Cx. Demnach hat St. Cx in einigen Féillen &hnliche
Wachstumsangpriiche wie St, 147, Er ist in der Lage, im Gegensatz
zu St. C auf einfachen N&hrbdden wie Glucose-Glutamat und in Ca-
Glycerophosphat zu wachsen, ist also bezliglich der N&hrstoffe an-
spruchslos wie A. tumefaciens, was u.a. seine Ursache in der Fé&hig-
keit zur Synthese wichtiger Vitamine wie Biotin, Riboflavin, Thiamin
und Panthothensiure hat (McINTIRE et al. 1941, s. bei STAPP 1958;
STARR 1946). Nur bei St. C ist ein leichter Abbau von Gelatine nach-
zuweisen. Im vorliegenden Falle ist bei allen drei Stdmmen kein
Unterschied in der Absorption von Kongorot festzustellen, Im Gegen-
satz zu den Befunden von BRYAN (1938, s. bei STAPP 1958) war auch
bei einem Vergleich mehrerer Agrobacterium- und Rhizobium-Stimme
keine Differenzierung dieser beiden Genera in bezug auf Speicherung

von Kongorot mdéglich (vergl. dagegen BERGEY 1957, S. 289).

3. Abbau von Lactose

BERNAERTS und DE LEY (1958, 1960 a, b, 1961, 1963) beschrie-
ben einen neuen Typus des bakteriellen Abbaues von Disacchariden,
der speczifisch fiir Agrobacterium tumefaciens ist und sonst nur noch
bei A. radiobacter anzutreffen sein soll. Durch Oxydation der Glyko-
sidkomponente am C-3-Atom entstehen die entsprechenden 3-Keto-
glykoside (Synonym: Glykosid-3-ulosen). Die chemische Struktur dieser
neuen Zucker wurde inzwischen von mehreren Forschungsgruppen auf-
gekldart (s, FUKUI 1965, dort die einschligige Literatur), Es war
daher naheliegend, diese Eigenschaft der Gattung Agrobacterium als

taxonomisches Merkmal zu benutzen, BERNAERTS und DE LEY (1963)
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schlagen einen biochemischen Test vor, der auf der Bildung von
3-Ketoglykosiden (besonders von 3-Ketolactose) basiert und den Nach-
weis von A, radiobacter und A. tumefaciens ermdoglicht, Da die Unter-
suchungen von MANIGAULT und BEAUD (1963)1) Hinweise dafiir geben,
dafl bei A. tumefaciens eine Parallelitdt zwischen Bildung von 3-Keto-
lactose und Virulenz (Tumorinduktion) bestehen koénnte, verdient dieser
Test besondere Beachtung. Hierbei wird die beim Abbau von Lactose
entstehende 3-Ketolactose, ein D-Xylohexos-3-ulose-D-glucopyranosid
(FUKUI et al. 1963 a, b), im Plattentest durch die Reduktion von
BENEDICT’s Reagenz - sie erfolgt schon bei Zimmertemperatur -
nachgewiesen (Abb. 36). Die Vorteile dieser Methode liegen darin, daf
sie schnell arbeitet (2 Tage), taxonomische Aussagen erméglicht und
den biologischen Virulenznachweis durch experimentelle Tumorinduktion
wenigstens z.T. ersetzen kann, Wir stellten uns auflerdem die Frage,
ob dieser biochemische Nachweis nicht auch geeignet sei fiir die quanti-
tative Bestimmung virulenter und avirulenter Bakterien oder zumindest

die Selektionierung virulenter Transformanten erleichtert.

Der Lactose-Test (L-Test) erfolgte nach den Angaben von

BERNAERTS und DE LEY (1963). Allerdings verwendeten wir gepuffer-
ten Agar. Der Lactose-Agar setzt sich zusammen aus:

10 g Lactose; 1 g Hefeextrakt; 20 g Agar und Phosphatpuffer (30 ml
einer Losung bestehend aus 50 ml 0,1 M KH,PO, und 29,1 ml 0,1 M
NaOH), pH 7, dest. Wasser ad 1000 ml. Mit diesem Agar beschickte
Petrischalen werden in der Mitte mit dem zu priifenden Bakterien-
stamm mittels Impfése dicht beimpft, 1-2 Tage bei 289C bebriitet und
dann je Platte mit 2 ml Benedict’s Reagenz libergossen. Nach spéte-
stens 15 min bildet sich um die Bakterienkultur (A. tumefaciens) ein
gelber Ring von CugO. Dieser Test wird als spezifisch flir die Bildung
von 3-Ketolactose angesehen.

Wir fiihrten diesen Nachweis an St. 147, St. Cx und an St. C durch,
Hierbei reagierten St. 147 und St. Cx positiv und, wie zu erwarten,
St. C negativ (Abb. 37). Es war daher anzunehmen, daf St, Cx mit
der Ubernahme der Virulenz auch den fiir A. tumefaciens typischen
Abbaumechanismus von Kohlenhydraten erworben hat. Da aber die

++
Reduktion von Cu im L-Test nicht unbedingt spezifisch fiir 3-Keto-

lactose sein mufl, wurden weitere Nachweisreaktionen durchgefiihrt.

1) C.R. Acad. Sci. (Paris) 256, 2469-2470 (1963).
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Zundchst benutzten wir die zum Nachweis von A -Ketosduren gebriduch-

liche Semicarbazid-Reaktion (MacGEE und DOUDOROFF 1954):

Der klarzentrifugierte Uberstand 2 Tage alter Bakterienkulturen in
fliissigem Lactose-Medium (s. oben) wird nach entsprechender Ver-
diinnung mit dem gleichen Volumen (2 ml) Semicarbazidlésung
(1 % Semicarbazid + 1,5% Natriumacetat . 3 H_O) versetzt, 15 min
bei 30°C inkubiert und das Reaktionsgemisch mit dest. Wasser auf
10 ml aufgefiillt. UV-Absorptionspektiren solcher Angédtze werden im
Spektralbereich von 220-250 mu in Intervallen von 2 m g aufgenommen
(Abb. 38).

Abb, 37 Lactose-Test nach BERNAERTS und DE LEY (1963)
links St. C (negativ), rechts St. Cx (positive Reaktion)
Bildung des Reduktionshofes.

Die UV-Absorptionsspektren von entsprechenden Ansédtzen mit
St. 147 und St. Cx unterscheiden sich jedoch voneinander (Abb. 38).
Diese unterschiedliche Lage der Absorptionsmaxima war sowohl bei
Verwendung von Kulturfiltraten als auch von in besonderer Weise auf-
bereiteten Uberstédnden beider Stdmme (Methoden s. BERNAERTS und
DE LEY 1961) festzustellen, Es miiten demnach chemische Unter-

schiede vorliegen,
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Abb. 38 Semicarbazid-Reaktion, UV-Absorptionsspektren der Reakticns-
ansdtze mit Lactose-Abbauprodukten von St. 147 und St. Cx,

Wir konnten schliefllich durch papier- und diinnschichtchromato-
graphische Untersuchungen an Konzentraten prédparativ gewonnener
Lactose-Abbauprodukte beweisen, dafl St. Cx keine 3-Ketolactose bildet,
wdhrend diese Substanz bei St. 147 eindeutig nachweisbaf ist. Der
positive Ausfall des L-Tests, d.h. die Reduktion von Cu++ (s.S. 70),
mufl demnach andere Ursachen haben, Wie zweidimensionale Trennungen
auf Diinnschichtplatten (Kieselgel nach STAHL) zeigen (Abb. 39), weist
St. 147 neben 3-Ketolactose (a) noch eine weitere mit Triphenyltetra-
zoliumchlorid (TTC) reagierende, reduzierende Substanz (b) auf, die
nach der Lage auf dem Chromatogramm mit dem unbekannten (nicht
identifiziertem) Stoff bei St. Cx identisch sein kdnnte, Diese beiden
Substanzen lassen sich durch Besprithen mit Harnstoff-Phosphorsdure
(WISE et al. 1955) klar voneinander unterscheiden: 3-Ketolactose er-
gibt einen roten Farbton mit der Tendenz zu Braun, wihrend die

St. 147 und St. Cx gemeinsame Verbindung (b) sich bliulich farbt.
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Bei St. C war dagegen mit TTC nur ein schwach gefidrbter Fleck zu

sehen, der mit Lactose identisch ist,

c Cx w7

2

Abb. 39 Zweidimensionale Trennungen (Diinnschichtchromatographie)
von Lactose-Abbauprodukten; St = Startpunkt; a = 3-Keto-
lactose; b = nicht identifizierte Substanz; 1 = 1, Laufrichtung:
90% Phenol; 2 = 2, Laufrichtung: Pyridin-Athylacetat-Essig-
sdure-H_O (5:5:3:1 v/v; bespriiht mit Triphenyltetrazolium-
chlorid).

Wir konnten somit zeigen, dafl St. Cx zwar in der Erzeugung der
nicht identifizierten Substanz (Abb, 39) St. 147 &hnelt, aber unter den
Versuchsbedingungen keine 3-Ketolactose bildet. St. Cx hat offensicht-
lich nicht den fiir A. tumefaciens typischen Abbaumechanismus iiber-
nommen, Dieser Befund gewinnt einerseits Bedeutung fiir die Unter-
scheidung zwischen St. Cx und St. 147 und zeigt andererseits interessante
Beziehungen auf, die méglicherweise fiir genetische Untersuchungen
wichtig sein kdnnen, Dariiber hinaus aber 148t diese Feststellung ge-
wisse Zweifel an der von BERNAERTS und DE LEY (1963) vorge-
schlagenen Nachweismethode virulenter Agrobacterien aufkommen. Die
von diesen Autoren gemachte Annahme, die Bildung von 3-Ketolactose
und anderer 3-Ketoglykoside wé&re auf die Gattung Agrobacterium be-
schrénkt und deshalb fiir die Diagnose von A. tumefaciens und A. radio-
bacter geeignet, ist nicht unwidersprochen geblieben, Wie Untersuchun-

gen von GREBNER et al. (1964) zeigen, ist die Bildung solcher
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Verbindungen auch bei Micrococcus sp. nachzuweisen, Sieht man jedoch
davon ab, so ist im vorliegenden Falle festzustellen, dafl der positive
L-Test keineswegs nur 3-Ketolactose anzeigt. Bei einer praktischen
Anwendung dieser Methode mifiten zusétzliche spezifischere Nachweise

geflihrt werden,

Es erhebt sich dabei die grundsé&tzliche Frage, ob Bildung oder
Nichtbildung von 3-Ketoglykosiden ein verldflicher Indikator fiir die
Pathogenitédt von A. tumefaciens sein kann. In systematischen Unter-
suchungen an einer Reihe verschiedener Stdmme von A. tumefaciens,
A. radiobacter und von A. rhizogenes konnten wir die Unspezifitdt des
L-Tests erhédrten und an strahleninduzierten Mutanten von St. 147
nachweisen, dafl die Bildung von 3-Ketoglykosiden nicht im kausalen

Verhédltnis zur Virulenz steht (KERN 1966),

4. Resistenz gegen Antibiotica

Fir den Nachweis genetischer Verdnderungen bei Bakterien, wie
sie durch Mutationen oder in unserem Falle durch Transformationcn
entstehen, benutzt man h&ufig die Resistenz gegeniiber Antibiotica als
ein relativ leicht zu erkennendes Merkmal, Da die Antibioticaresistenz
wiederum oft nur durch einen oder wenige Genorte des jeweiligen
Genoms bestimmt wird, kann sie als genetischer ''Marker'' bei der
Lokalisierung interessierender Eigenschaften verwendet werden. Gerade
bei Transformationsversuchen finden Antibiotica Anwendung bei der
Kldrung der genetischen Kontrolle der Resistenz gegeniiber den be-

treffenden antibakteriellen Agenzien (SCHAEFFER 1964).

Wie aus Abb. 40 hervorgeht, bestehen deutliche Unterschiede in der
Resistenz gegeniiber Streptomycin zwischen Donator, Acceptor und
Transformant, Es handelt sich hierbei um eine sog. Gradientenplatte
(SZYBALSKI 1952). Diese wird hergestellt, indem Peirischalen mit
Mannit-Agar (20 ml) beschickt und vor dem Erstarren des Gels schrég-

gestellt werden, so daBl das iuBlerste Ende der Agarschicht gerade an
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den Rand der Platte ausstreicht. Diese Schrédgagar-Platten werden nach
dem Erstarren des Agars mit 20 ml streptomycinhaltigem Agar iiber-
gossen und in waagerechter Lage zum Erstarren gebracht. Auf der
Oberfliche des Agars werden die zu priifenden Bakteriensuspensionen
in Richtung des so gebildeten Antibiotica-Gradienten, beginnend bei

der diinnsten Schicht des aufgegossenen Streptomycin-Agars, strich-

férmig mit einer Impfése aufgetragen.

Donator

> Streptomycin

Abb. 40 Streptomycin-Gradienten-Platte; Donator = A, tumefaciens
(St. 147); Acceptor = Rhizobium leguminosarum (St. C);
Transformant = St. Cx,

Diese Methode erlaubt allerdings nur eine Schétzung der Streptomy-
cin-Resistenz. Quantitative Bestimmungen der Resistenz gegeniiber
den in Tabelle 4 angefiihrten Antibiotica fiihrten wir dagegen im Ver-
diinnungstest in fliissigem N#hrmedium durch (s. KLEIN 1957). Die
Antibiotica kamen dabei in 1/15 M Phosphatpuffer (pH 7,0) geldst zur
Anwendung. Von den in "Pisum-Nihrbséden' (s. S. 67) bis zur loga-

rithmischen Phase kultivierten Bakterien wurden je 1 ml Suspension
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mit je 1 ml Antibioticalésung vereinigt und im Verdiinnungstest nach
24 h Inkubation (280C) die jeweilige Grenzkonzentration der antibak-
teriellen Aktivitdt der gepriiften Substanzen ermittelt. Die in Tabelle 4
angegebenen Werte stellen Mittelwerte von mindestens flinf Ansétzen

dar, die Konzentrationsangaben beziehen sich auf » /ml,

Tabelle 4 Antibioticaresistenz

Antibioticum St. 147 St. Cx St., C
Streptomycin 250 125 62,5
Chloramphenicol 6 3 1,5
Aureomycin 50 50 50
Tetracyclin 12,5 6, 25 3,13
Kanamycin 12 25 25
Penicillin 2500 2500 1250
Binotal 500 250 500
Colistin 6000 7000 2000
Actinomycin 70 80 90-100
Eleudron 500 500 : 250
Marbadal 250 1000 1000

Wie zu ersehen ist, nimmt St. Cx in seiner Resistenz gegeniber
Streptomycin, Chloramphenicol, Tetracyclin und Actinomycin eine
Mittelstellung ein, Im Falle Kanamycin und Marbadal besitzt St. Cx
die gleiche Empfindlichkeit wie St. C, wé&dhrend sich bei Penicillin und
Eleudron St. Cx und St. 147 gleichen. In seinem Verhalten gegeniiber
Binotal und Colistin jedoch weicht St. Cx von St. 147 und von St. C

ab. BEr zeigt eine reduzierte bzw, gesteigerte Resistenz,

Die Angaben iiber die Resistenz gegen die einzelnen Antibiotica be-
ziehen sich, wie oben angegeben,auf die antibakterielle Aktivitdt dieser
Stoffe innerhalb einer bestimmten Zeit (24 h). Dabei bleibt offen, ob
es sich in den einzelnen F&llen um bacteriostatische oder bactericide

Wirkungen handelt, Es sei hier auf die relativ hohe Resistenz aller




-7 -

drei Bakterienstdmme gegeniliber Actinomycin hingewiesen, Wir konn-
ten beobachten, dafl unsere Bakterien sowohl in Fliissigkeits- als auch
auf Agarkulturen in Gegenwart von Actinomycin in der angegebenen
Grenzkonzentration nach 4 - 5 Tagen wieder ein geringes Wachstum

zeigten.

5. Serologie

Zur weiteren Differenzierung unserer drei Bakterienstimme be-
dienten wir uns serologischer Methoden. Bekanntlich basieren diese
auf der Reaktion zwischen Antigenen und ihren spezifischen Antikdérpern.
Bei letzteren handelt es sich um Serumglobuline, die als Reaktion auf
die in das Versuchstier eingeimpften Antigene gebildet werden und sich
durch eine hohe Spe=zifitdt auszeichnen., Typische Antigene gehéren
meist der Stoffklasse der Proteine und der Polysaccharide an. In un-
serem Falle verwendeten wir lebende Bakterien als Antigene, die, in
Kaninchen eingeimpft, zur Bildung spezifischer Antikdérper im Blutserum
der Tiere flihrten, Die aus immunisierten Versuchstieren gewonnenen
Antiseren benutzen wir flir Antigen-Antikdrper-Reaktionen in vitro, und
beschréinkten uns dabei auf die Agglutination und den Pré&zipitintest in
Agar (OUCHTERLONY 1958), Die wichtigsten methodischen Punkte
werden im folgenden beschrieben:

1. Gewinnung der Antiseren: Je ein Kaninchen (1 1/2 Jahr alt)
wurden siebenmal mit je 2 ml lebende in physiologischer Kochsalz-
15sung suspendierter Bakterien (5 x 10° Bakterien/ml) der entsprechen-
den Stdmme in Abstinden von 3 Tagen geimpft (Ohrvene). Die durch
Ausbluten der so immunisierten Versuchstiere gewonnenen Seren, durch

Zusatz von Merthiolat (1 : 10 000 g/v) konserviert, wurden bei 0°c
aufbewahrt,

2. Priparation der Antigene: Fiir den Agglutinationstest wurden Bak-
terienkulturen ("Pisum-Nihrmedium''s.S. 67) in der logarithmischen
Wachstumsphase nach Abzentrifugieren in physiologischer Kochsalzldésung
suspendiert und diese Suspension durch Filtration (Glasfritte) vom
Schleim befreit, Bei den Préicipitintesten fanden die beiden folgenden
Antigenpriparate Verwendung:
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a) Ultraschall-Aufschllisse von Bakterien in phosphatgepufferter
(pH 7) physiologischer Kochsalzlésung, Hierzu wurde ein Ultraschall-
gerdt (Fa. MSE, Modell 60W; mit einer Frequenz von 20kHz) benutzt,
Bei maximaler Leistung des Gerédtes betrugen die Expositionszeiten
5 min, Die opalescierenden Aufschliisse wurden 15 min bei ca. 2000

x g zentrifugiert,

b) Trichloressigsdureextrakte (HOBBS et al. 1964) aus abzentrifu-
gierten Bakteriensedimenten, Die einzelnen Proben wurden dabei in
wenig 5%iger Trichloressigsdure (TCE) g/v suspendiert und bei hiu-
figem Schiitteln ca 20 h im Kihlraum (+ 4 C) aufbewahrt, dann abzen-
trifugiert, die Uberstdnde 24 h gegen dest. Wasser dialysiert und mit
NaOH ein pH-Wert von 7,0 eingestelilt,

3. Die Agglutinationsteste erfolgten im Reagenzglas und auf Objekt-
trdgern (STAPP 1958, S. 69; van der VEKEN et al, 1962), Hierbei
waren die Bakterien in physiologischer gepufferter Kochsalzldsung
suspendiert,

4, Die Préicipitinteste wurden nach der Methode von OUCHTERLONY
(1958) durch Doppeldiffusion in zwei Dimensionen (s, auch van der
VEKEN et al, 1962) durchgefiihrt, Es fanden planbsdige Diffusions-
schalen (O 6 cm) Verwendung, die mit 1,5%igem Agar in physiologi-
scher Kochsalzlésung mit Zusatz von Merthiolat (1 : 10 000 g/v) und
Verwendung einer Siebenlochstanze beschickt wurden, Die Auswertung
der Platten erfolgte nach einer Inkubation von 2 - 3 Tagen bei 25 °c.
In den meisten F#&llen befand sich das jeweilige Antiserum im groflen
zentralen Reservoir, die Antigenpréiparate in den 6 peripheren kleinen
Loéchern., Die Préicipitationsbanden wurden entweder durch Zeichnung
oder durch Kontaktphotographie protokolliert,

Zundchst fihrten wir den Agglutinationstest mit den entsprechenden

Antiseren durch., Der Agglutinationstiter betrug bei St. 147 1 : 4000;
bei St. Cx 1 : 1000 und bei St, C 1 : 2000, Bei diesen Untersuchungen
war immer nur die spezifische Agglutination zu beobachten, in keinem
Falle erfolgte eine Reaktion mit den heterologen Antiseren, Die drei

Bakterienstdmme erwiesen sich demnach als selbstdndige serologische

Typen.

Zu &dhnlichen Ergebnissen kamen wir bei Anwendung der Diffusions-

methode nach OUCHTERLONY (1958 s. oben). Wir verwendeten dabei

zwel verschiedene Antigenprédparate, Diese wurden einmal durch Ultra-
schallaufschlufl suspendierter Bakterien und auBerdem mit Trichlor-
essigsédure aus Bakteriensedimenten gewonnen. Im ersten Falle nehmen

die im Aufschluf vorhandenen Proteine, Polysaccharide u.a. mit
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Antigencharakter an der Antigen-Antikérper-Reaktion teil. Es bilden
sich dann auch entsprechend mehr Pré&cipitationsbanden aus. Da aber
die Bakterien Schleim bilden, der ein Polysaccharid ist (s. S. 21 ff,),
diirfte ein groBer Teil der Antigene dieser Stoffklasse angehéren. Daher
schien eine Fraktionierung angebracht. Durch die Extraktion der Bak-
terien mit Trichloressigsdure werden makromolekulare Eiweillkérper
weitgehend eliminiert, so daf die l6slichen antigenisch wirksamen
Stoffe sich vorwiegend aus Polysacchariden zusammensetzen (HOBBS

et al, 1964).

Abb, 41 Diffusionstest nach OUCHTERLONY: In der Reihe a wurden
die Antigene durch Ultraschallaufschlufl und in Reihe b durch
Extraktion mit TCE gewonnen.

Bezeichnungen: AS-147 = Antiserum St, 147; AS-Cx = Anti-

serum St. Cx; AS-C = Antiserum St, C; 1 = Antigen St. 147
(Ultraschall); 1° = Antigen St. 147 (TCE); 2 = Antigen St, Cx
(Ultraschall); 2’ Antigen St, Cx (TCE); 3 = Antigen St. C

(Ultraschall); 3’ Antigen St, C (TCE).

1]

In Abb. 41a sind die bei Diffusion in Agar auftretenden Précipitations-
banden schematisch wiedergegeben, die bei der Reaktion von Antigen-
pridparaten durch Ultraschallaufschluf mit den entsprechenden Antiseren
auftreten. Im zentralen Reservoir befindet sich das Antiserum, die
kleinen peripheren Ldcher - von denen hier nur drei abgebildet wurden -
sind mit den Antigenprédparaten beschickt. Sieht man von einer unspezi-

fischen, sehr schwachen Bande ab (nicht abgebildet), die nur bei
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Verwendung konzentrierter Antigenpréparate auftrat, so konnen auch
hier nur homologe Antigen-Antinorper-Reaktionen nachgewiesen werden.
Bei St. 147 sind bis zu fiinf, bei St. Cx und St. C zwei Précipitations-
banden festzustellen, die, wie in dem Schema angedeutet wird, unter-
schiedlich stark ausfallen, Wurden in gleicher Weise Trichloressig-
sdureextrakte aus den Bakterienstdmmen gegen die einzelnen Antiseren
geprift, so konnten wir in jedem Falle nur eine spezifische Nieder-
schlagsbande feststellen (Abb, 41 b)., Ein Vergleich mit Abb, 41 a
macht es wahrscheinlich, daB sie mit einer der Hauptbanden identisch

sein dirfte.

Diese serologischen Methoden ermd&glichen somit eine klare Diffe-
renzierung unserer drei Bakterienstdmme, Wie in Kapitel IV gezeigt
werden soll, sind Transformanten, die aus der Transformation zwischen
A, tumefaciens und Rhizobium leguminosarum hervoergehen, jedoch

keineswegs immer serologisch selbstdndige Typen.,

6. Strahlenresistenz als genetisches Merkmal

In Ergdnzung zu den bisher beschriebenen charakteristischen Eigen-
schaften wurde die Resistenz gegen Roéntgenstrahlen als weiteres gene-
tisch fixiertes Merkmal (ADLER und COPELAND 1962; GUNTER und
KOHN 1955; PUTTE et al., 1963 u,a.) in die vergleichenden Untersu-
chungen mit einbezogen. Unter der Voraussetzung, daf die Bestimmung
der Radiosensibilitdt an Bakterienkulturen erfolgt, die sich im gleichen
physiologischen Zustand befinden, spiegeln die Uberlebenskurven Unter-

schiede in der genetischen Konstitution wider,

Fir die Bestimmung der Resistenz gegeniiber Réntgenstrahlen kulti-
vierten wir unsere Bakterienstdmme in '"Pisum-N#hrlssung' (s. S. 67)
bis zur logarithmischen Wachstumsphase, Diese ermittelten wir aus
Wachstumskurven, die durch Extinktionsmessungen (E49(Q) an wachsen-
den Flissigkeitskulturen und gleichzeitiger Bestimmung der Bakterien-
zahl (Zihlkammer) zu verschiedenen Zeitpunkten aufgestellt wurden,
Zur weiteren Sicherung, dafl die fiir die Bestrahlungen verwendeten
Bakterien in der log-Phase vorlagen, priiften wir an den Suspensionen
die Normalverteilung der ZellgréBen (vergl. S. 63). Hierfiir wurden
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hitzefixierte und gefdrbte Ausstriche photographiert und in den ver-
grofBerten Aufnahmen Lingenmessungen - in einigen Fé&llen auch Brei-
tenmessungen - an den Bakterien vorgenommen, Die exponentiell als
Summenkurve aufgetragenen Werte ergaben fiir Kulturen in der log-
Phase eine Gerade (WEBER 1957; s. S. 76).

Zur Bestrahlung wurden die Bakterien abzentrifugiert, in phosphat-
gepufferter Kochsalzldsung (pH 7) suspendiert und in Portionen von je
0,5 ml in gekittete Glasschélchen eingebracht. Die Schdlchen standen
unter einer Glasplatte auf einem in Eiswasser stehenden Metallblock.
Bei Verwendung eines 1,7 mm Al-Filters betrug die Dosisleistung bei
100 kV und 18 mA, einem Abstand von 10,5 cm von der Probe und
bei Berilicksichtigung der Absorption der Glasplatte und der Riick-
streuung 1054 r/min, Die Uberlebensraten bei den verschiedenen Do-
sen ermittelten wir im Plattenverfahren und benutzten hierbei ''Pisum-
Agar', Die Bakterienkulturen wurden nach drei Tagen an je vier Plat-
ten pro Dosis ausgezihlt. Nach Auftragen der prozentualen Uberlebens-
raten auf der logarithmischen gegen die Rontgendosis auf der arithme-
tischen Skala konnten die Dosen, bei denen 37 % (Letaldosis LDs37)
bzw. 50 % (LD5o) der bestrahlten Bakterien absterben, aus den Kurven
abgelesen werden (Abb, 42 und Tabelle 5).

Aus noch zu besprechenden Griinden bestimmten wir ferner an
Bakterien in der log-Phase den Gehalt an DNA, RNA und an Protein
je Zelle, Hierfiir wurden aliquote Volumina der Bakteriensuspensionen
im Zentrifugenglas mit 5 M Perchlorsdure (HC104) unter gleichzeiti-
gem Rilhren bis zu einer Endkonzentration von 0,5 M HC104 versetzt.
Nach 30 min wurde abzentrifugiert und das Sediment nacheinander wie
folgt behandelt: einmal Waschen mit kalter 0,5 M HC104, zweimalige
Extraktion mit 0,2 M HC1 04 in 50%igem Athanol (KERN 1959), Suspen-
dieren in Ather-Athanol (1 : 3 v/v) und Inkubation (ca., 16 h) bei Zim-
mertemperatur. Dann erfolgte die Extraktion der Nucleins&uren
(DNA + RNA) aus dem mit Athanol gewaschenen Sediment mit 0,5 M
HC104 bei 70°C und einer Dauer von 40 min., Von diesem in MeBkslb-
chen aufgefiillten HC104-Extrakt wurden je 2 ml fiir die DNA-Bestim-
mung nach BURTON (1956) und entsprechende Anteile fiir die Bestim-
mung des Gesamtphosphors (vergl, S. 20) nach der Methode von
BERENBLUM und CHAIN (1938) verwendet. Den RNA-Gehalt berechne-
ten wir aus der Differenz zwischen dem Gesamtphosphor minus DNA-P,
wobei wir die kolorimetrisch bestimmte Menge an DNA mit einem
DNA-P-Gehalt von 8 % in Rechnung setzten. Die RNA-Mengen beziehen
sich auf einen angenommenen RNA-P-Gehalt von 9 %. Nach erfolgter
Extraktion der Nucleinsiduren wurde der Riickstand in 1 M NaOH durch
Erhitzen auf 60°C (10 min) gelést. Zur Bestimmung des Proteingehal -
tes wurden 2 ml dieser L&sung nach entsprechender Verdiinnung mit
1 ml Biuret-Reagenz versetzt und nach 15 min die Absorption dieser
Ansétze bel 310 mmund 390 mpm gegen eine Vergleichslésung abgelesen
(ZAMENHOF und CHARGAFF; s. ZAMENHOF 1957, S. 702), Die
Proteinbestimmungen basieren auf einer von Albumin (aus Rinderserum,
Cohn Fraktion V, Serva, Heidelberg) angefertigten Eichkurve., Die Me-
thoden zur Bestimmung der Basenzusammensetzung der DNA aus den
Bakterienstdimmen werden spiter beschrieben (S. 94 ff,).
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Abb., 42 Strahlenempfindlichkeit von Donator (St. 147), Transformant
(St. Cx) und Acceptor (St. C). Abzisse (arithmetische
Skala): Roéntgendosen in kr; Ordinate: (logarithmische Skala):
Prozent der Uberlebenden. 63 % Uberlebende = LD37; 50 %
Uberlebende = LDgy.
Tabelle 5 Strahlenresistenz
DNA/ |RNA/ Protein/
. 1 RNA/
Stamm| LDg7 |LD5q {G-C%" |Zelle [Zelle [Zelle [DNA/RNA :
~-12 -12 _12 Proteln
(10-124)f (10-12)| (10-12)
147 |2300r |3450r} 57,8 |10,0 12,6 121,0 1:1, 26 1: 9,6
Cx 1700r |2500r| 58,6 12,8 11,2 165, 0 1:0, 90 1:14,7
C 900r |1400r| 59 16, 6 18,4 163, 0 1:1, 10 1: 8,8

1D:’Le Bestimmung der Basenzusammensetzung der DNA

erfolgte an papierchromatographisch getrennten Ameisen-
sdurehydrolysaten (vergl. S, 94),
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Aus dem Verlauf der Uberlebenskurven (Abb. 42) ist zu erkennen,
dafl sich die drei Bakterienstdmme in ihrer Strahlensensibilitdt von-
einander unterscheiden, Auch hier wird deutlich,dal der Transformant
(St. Cx) beztiglich seiner genetisch fixierten Strahlenempfindlichkeit
eine Mittelstellung zwischen Acceptor (St. C) und Donator (St. 147) ein-
nimmt., Aus Tabelle 5 sind diese Verhéltnisse klar zu ersehen, Hier
wurde als Maf flir die Strahlenempfindlichkeit der drei Bakterienstdm-
me sowohl die LDg7 als auch die LDs( eingetragen. Die dort angege-
benen Werte stellen Mittelwerte aus fiinf Wiederholungen dar. Die Streu-
ung der Mittelwerte betrégt + 5 %. Somit liegt in der Resistenz gegen
Roéntgenstrahlen ein weiteres Meikmal zur Differenzierung der hier un-
tersuchten Bakterienstdmme vor., Wir kdénnen den Schlufl ziehen, daf
bei der genetischen Transformation u.a. auch die Strahlenresistenz

tbertragen wurde,

Die Strahlenresistenz ist jedoch Ausdruck komplexer physikalisch-
chemischer Vorgédnge, die in Abhéngigkeit vom physiologischen Zustand
des Organismus zu biologischen Schéddigungen fiihren, die den Tod der
Zelle zur Folge haben konnen, Bei Mikroorganismen wird daher die
Uberlebens- oder Absterberate als Maf fiir Strahlenschiden benutzt. Zu
den Faktoren, welche die Strahlenresistenz wesentlich beeinflussen, ge-
héren sowohl die Quantitdt, als auch die Qualitit dér DNA der Zelle,
Das geht aus Untersuchungen an zahlreichen Arten hoherer Pflanzen
(SPARROW und EVANS 1961), an Viren (EPSTEIN 1953; STENT 1958),
als auch an Bakterien hervor, Bei letzteren wurde ein Zusammenhang
zwischen Gehalt an DNA und auch an RNA pro Bakterienzelle und der
Strahlenresistenz gefunden (PUCK 1960; TERZI 1961; KAPLAN und
MOSES 1964). Dariliberhinaus lieB sich bei Bakterien eine Abhingigkeit
der Strahlenempfindlichkeit vom Guanin-Cytosin-Gehalt in der DNA
nachweisen, Nach den Ergebnissen von KAPLAN und ZAVARINE (1962)
ist eine erhohte Strahlenempfindlichkeitvmit einem hoheren Gehalt an

Guanin-Cytosin korreliert.

Unsere Untersuchungen (Tabelle 5) lassen klar erkennen, dafl mit

einem héheren DNA-Gehalt je Bakterienzelle auch eine hohere Strahlen-
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empfindlichkeit verbunden ist, Damit steht dieses Ergebnis in Uberein-
stimmung mit den Befunden und Forderungen von TERZI (1961) und
KAPLAN und MOSES (1964). Der RNA- und der Proteingehalt und dem-
zufolge auch die Relation DNA/RNA und RNA/Protein lassen dagegen in
unserem Falle keine Zuordnung zur jeweiligen Strahlenresistenz erken-
nen (Tabelle 5), In bezug auf die von KAPLAN und ZAVARINE (1962)
gefundene Relation zwischen Basengehalt (G-C, s. oben) und Strahlen-
resistenz wird diese Tendenz auch aus unseren Ergebnissen erkennbar.
(Tabelle 5), Einem groBeren Anteil der Basenpaare Guanin-Cytosin an
der Zusammensetzung der DNA aus den drei Bakterienstdémmen 148t

sich eine héhere Strahlenempfindlichkeit zuordnen.

Angesichts der nur geringen Unterschiede im G-C-Gehalt der einzel-
nen DNA-Sorten (vergl. Tabelle 7, S, 90) erhebt sich die Frage, ob
unsere Befunde tatséchlich diese Korrelation wiedergeben, Diese Zwei-
fel erschienen uns berechtigt, da KAPLAN und ZAVARINE ihre Unter-
suchungen an acht Bakterienarten durchfiihrten (Pseudomonas aeruginosa,
Ps. fluorescens, Serratia marcenscens, Azotobacter agile, Escherichia
coli, Bacillus subtilis, Bacillus cereus und Micrococcus pyogenes), die
verschiedenen Verwandtschaftskreisen angehéren und zudem grofle Unter-
schiede im G-C-Gehalt der betreffenden DNA aufweisen, Das Spekitrum
des G-C-Gehaltes reicht von 30 bis 66 %, wihrend in unserem Falle nur
eine Differenz von ht6chstens 2 % festzustellen war. Wenn aber die
lineare Beziehung zwischen G-C-Gehalt und Strahlenresistenz eine all-
gemeine Erscheinung ist, dann miite diese auch bei Bakterien nachzu-
weisen sein, die genetisch in enger Beziehung zueinander stehen, sich

aber in ihrer Strahlenempfindlichkeit voneinander unterscheiden.

Um dieser Frage nachzugehen, fiihrten wir gemeinsam mit Herrn
Dr. H.P. MULLER (Institut fiir Genetik, Universitit Bonn) Untersu-
chungen an strahleninduzierten Mutanten zweier Stimme von Azotobacter
chroococcum durch (MULLER 1966). Dabei wurde sowohl der DNA-Ge- -
halt pro Zelle als auch der prozentuale Anteil an Guanin-Cytosin der
betreffenden DNA bestimmt und in Beziehung zur Strahlenresistenz der

jeweiligen Bakterienstdmme gesetzt. Als MaB fiir die Strahlensensibili-
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tdt wurden die LDg7 und die LD9(Q verwendet. Die Ergebnisse werden
demnichst verdffentlicht (MULLER und KERN, in Vorbereitung). Sie
sollen hier nur als Erginzung der bei unseren Untersuchungen beriihr-
ten Frage angefithrt werden, inwieweit Qualitdt und Quantitdt der DNA
in Beziehung zur Strahlenresistenz stehen,

In Tabelle 6 sind die Befunde dieser Untersuchungen zusammenge-

faflt,

Tabelle 6: Gehalt und Basenzusammensetzung der DNA unterschiedlich
strahlenresistenter Mutanten von Azotobacter chroococcum.,

(Cng, Cnp = Ausgangsstdimme; Az-Stimme = Mutanten)

Stamm LD37 LDgg DNA -Gehalt/Zelle GC -Gehalt
Nr. (kr) (kr) (4) (%)
Crg 7.5 17.5 - 60. 5
Azqq 7.0 16.0 - 61.0
Azios 4.5 10.5 1,312 x 10-8 63. 5
Auq3p 3.0 7.0 - 63.3
Azyge 10. 5 >20.0 4.505 x 10-9 64.5
Azgy 13.0 >20. 0 3.6015x 10-° 62.3
Azgs 16.0 >20, 0 1.0873x 10-9 62.3
Con 4.2 10.0 - 65.5
Az, 4,0 10. 5 - 63.9
Azgg 3,5 8.0 1.968 x 107° 62. 8
Azgq 2.8 6.5 3.616 x 10-8 63. 4
Azgg 2.5 5.5 - 64. 2
Azy, 1.5 4.0 - 66. 3
Azg, 9.0 >20. 0 3.6625 x 1079 65.0
Azqg 11.0 >20.0 6.329 x 10-10 63.8
Azng 13.0 >20.0 4.9155 ¥ do-11 59. 3
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Nach den bereits erwidhnten Untersuchungen von KAPLAN und MOSES
(1964) sowie KAPLAN und ZAVARINE (1962: s. S. 83 ff.) an verschie-
denen Bakterienarten ist die Strahlenresistenz mit steigendem DNA-
Gehalt und GC-Anteil erniedrigt. Es wurde deshslb das in Tabelle 6
aufgefilhrte Zahlenmaterial einer linearen Korrelations- und Regressions-
analyse unterworfen, um die Frage zu klidren, ob bei den strahlen-
induzierten Mutanten von Azotobacter chroococcum eine Abhéngigkeits-
beziehung zwischen dem DNA-Gehalt pro Zelle, dem GC-Anteil der DNA

und der Strahlensengibilitit besteht,

Fir die Abhingigkeitsbeziehungen zwischen den genannten Faktoren

ergaben sich folgende BestimmtheitsmaBe und Regressionsgleichungen:

Bestimmtheitsmafl | Regressionsgleichungen
DNA-Gehalt/Zelle- y = 20,3036 - 1,4427 ey
i 0.8390" "
Strahlenresistenz ] x = 13,2981 - 0.5816 y
(LDgr)
2
GC-Gehalt (%) der \ Y = 65.0476 - 0,2315 y( )
DNA-Strahlenresistenz 0,2732 x = 81.8976 - 1.1801 y
(LD37)
GC-Gehalt (%) der N y = 65.6593 - 0.1668 x
DNA-Strahlenresistenz 0.2706 x = 116.3448 - 1.6623 y
(LDQO)

(1): Der Wert x hat die Dimension: 10 log LD37 (kr), y die Dimension
10 log DNA-Gehalt/Zelle ().

(2): Der Wert x hat die Dimension: Dosis (kr)-LDgy, y die Dimension
GC-Gehalt in Prozent.

Die Berechnungen wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Dr, F.
WEILING, Institut fiir Landwirtschaftliche Botanik, Universitit Bonn,
mit Hilfe der Grofirechenanlage IBM 7090 im Institut fiir Instrumentelle
Mathematik der Universitdt durchgefiihrt., Herrn Prof. Dr. WERILING
sei an dieser Stelle herzlich fiir seine Unterstiitzung gedenkt,
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Diese Berechnungen lassen erkennen, dafl auch zwischen den unter-
schiedlich strahlenresistenten Mutanten zweier Bakterienstdmme, deren
GC-Gehalt zwischen 59 und 66 % variiert, unter einheitlichen Bestrah-
lungsbedingungen die Strahlensensibilitdt in linearer Beziehung sowohl
zum Gesamt-DNA-Gehalt als auch zum prozentualen Anteil der G-C-

Basenpaare steht.

Die in den Abbildungen 43 und 44 dargestellten Contourellipsen,
innerhalb derer die MefBpunkte mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 %
liegen, verdeutlichen die in der Tabelle 6 zusammengestellten Ergeb-

nisse,

Dosialir)

b

24.)
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-10.2]"

=T33
~1R.2 =79 “3:6 Q.7 5.0 93 13:8 17.0 224 ) 26.4

Abb, 43 Contourellipse flir die Beziehung zwischen dem DNA-Gehalt/
: Zelle und der Strahlenresistenz (LDgy) von Azotobacter-
Stimmen (vergl. Tabelle 6).



-88-

% Guanin-Cytosin

'
i
t
I
1
i
1
!
1
I
1
I
1
t
[
1
I
!
1
t
1
1
I
1
i
i
!
i
1
1
l
|
I
1
i
I
13
t
1
|

1
1
1
1
1
1
1
I
1
1
1
1
1
I
1
1
1
36 1
67.70 1 A A B A ] B
67.05 1 A B D A A B
66439 1 A [} A a
65,73 1 A B A B
65,08 1 A B A \
64442 1 A B
63,77 1 A i A 8
63,11 1 B A
62446 1 A B A 8
61,80 1 A B A 8
61.15 1 A B A 3
60449 1 A 8 A B
59.83 1 A A B A B
59,18 1 A B 8 A A 8
58.52 1 A A A A A B [} 3 b s
57.87 1
57,21 1
56.56 [
55,90 1|
55,264 1
54.59 1
53,93 1
53.28 1
52,62 1
51,97 1|
51,31 1 :
50,66 1 .
3t Dosis(kr)
-6.00 ~3,00 -0. 3.00 6.00 9.00 12.00 15.00 18.00 21.00 24,006 27.00 30.0C

Abb., 44 Contourellipse (die MefBpunkte sind nicht eingetragen) fiir die
Beziehung zwischen dem Anteil der Guanin-Cytosin-Basen-
paare in der DNA und der Strahlenresistenz von Azotobacter-
Stdmmen (vergl. Tab. 6). Die mit A gekennzeichnete Ellipse
gibt die Beziehung zwischen G-C und LD37 und die mit B
bezeichnete die Beziehung zwischen G-C und LDgg wieder.

Geht man von der Hypothese aus, dal DNA der bevorzugte Ort fiir
die inaktivierende bzw, tétende Wirkung der Rontgenstrahlen ist

("Target''-Theorie), so ist die Beziehung zwischen DNA-Gehalt der

Zelle und ihrer Strahlenempfindlichkeit verstidndlich (vergl. Tabelle 5

und Abb, 43). Zur Efkléirung der unterschiedlichen Strahlenresistenz

bei Organismen mit verschiedenem Gehalt an Guanin-Cytosin in ihrer

DNA diskutieren KAPLAN et al. (1964) zwei Hypothesen:

1, Das Basenpaar Guanin-Cytosin, als Bestandteil der makromoleku-
laren DNA, ist gegeniiber dem Basenpaar Adenin-Thymin per se
strahlenempfindlicher. Die Folge davon ist, daf mehr L&sionen Pro

Strahlendosis in G-C-reicher DNA hervorgerufen werden.
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2. Kann ein enzymatischer Restaurierungsmechanismus flir Rontgenschi-
den existieren, der mit dem bei UV-Schidden nachgewiesenen vergleich-
bar ist, Lé&sionen in G-C-reicher DNA wéren demnach gegeniiber DNA
mit einem hdéheren Anteil an A-T-Basenpaaren in geringerem MafRe
reparabel,

Nach Ansicht von KAPLAN et al. (1964) schlieflen sich diese beiden
Alternativen nicht gegenseitig aus, Die radiochemische Labilitdt aller
vier Basen (Adenin, Guanin, Cytosin und Thymin), gleichgiiltig ob sie
als freie Basen, als Nucleoside, Nucleotide oder in der DNA in vitro
bestrahlt werden (s. HAYNES 1964), ist jedoch gleich grof. Die unter-
schiedliche Strahlenempfindlichkeit kdnnte ihre Ursache darin haben,
dafl unbekannte radiolytische Produkte von Guanin oder Cytosin die
Inaktivierung der Zelle herbeifiihren oder Nucleasen freigesetzt werden,
die bevorzugt Phosphordiesterbindungen in G-C-Regionen der DNA

16sen (HAYNES 1964).

Unsere an Azotobacter-Stdmmen gewonnenen Ergebnisse bestitigen
die Korrelation zwischen G-C-Gehalt der . DNA und Strahlenempfindlich-
keit der betreffenden Mikroorganismen, Diese Beziehung kann,ent-
sprechend der Ansicht von KAPLAN et al., (1964), eine allgemeine Er-
scheinung sein, Es darf daher angenommen werden, dafl die bei den
Vergleichen zwischen St. 147, St. Cx und St, C angedeutete Tendenz

(Tabelle 5) Ausdruck dieser Korrelation ist.
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C. Untersuchungen an der DNA aus Donator, Acceptor und

Die dargelegten vergleichenden Untersuchungen an den Partnern
der genetischen Transformation machen deutlich, dafl zwischen den ein-
zelnen Stdmmen morphologische und physiologisch-chemische Unter-
schiede bestehen, die als Ausdruck genetischer Verschiedenheit zu
werten sind, Der transformierte Stamm (St. Cx) hat nicht nur die
Fiahigkeit zur Tumorinduktion an Pflanzen erlangt, sondern er wurde
auch in anderen, hier untersuchten Eigenschaften so verdndert, daf} er

zwischen denen des Donators und des Acceptors intermittiert,

Die Transformation hat zur Voraussetzung, daB Teile der DNA des
Donators in das Genom des Acceptors integriert werden. Den dadurch
bedingten Verinderungen des Acceptors miissen demnach auch qualita-
tive Unterschiede in der DNA zugeordnet sein, Uber unsere Versuche,
derartige Unterschiede in der DNA aus den Partnern der Transforma-

tion herauszufinden, wird nun berichtet,

1. Physikalisch-chemische Charakterisierung der DNA-Préparate

Die aus Kulturen von St. 147, St. Cx und von St. C in gleicher
Weise gewonnenen DNA-Prédparate (Methode s. S, 17 ff, )tragen die Be-
zeichnungen DNA-147, DNA-Cx bzw, DNA-C. Zunidchst wurden sie che-
misch charakterisiert und dabei der Gehalt an Phosphor, RNA und Bei-
mengungen an Protein in derselben Weise, wie bereits beschrieben
(s. S. 20 ff, )ﬂbestimmt. AuBlerdem wurden auch die spektroskopischen

Reinheitskriterien beriicksichtigt (Tabelle 7).
Tabelle 7, Charakterisierung der DNA-Préparate

% Phosphor|E2g0/E232 [E260/E280 | €(P) 260my % RNA |% Protein

DNA-147 8,4 2,10 1, 80 6447 0,52 <1
DNA-Cx 9,0 2, 05 1,78 6066 0, 14 ¢ 1
DNA-C 8,9 2, 04 1,81 6263 0,17 < 1

Die Werte wurden aus Dreifachbestimmungen von je drei Préparaten
der jeweiligen Bakterienstimme gemittelt,
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Bei dhnlichem Gehalt an Phosphor sind die Beimengungen an RNA und
Protein in allen Préparaten sehr gering. Wir lieflen hier den Gehalt an
Polysacchariden unberiicksichtigt, da er kaum einen Einflul auf die
Analysen haben diirfte. Der Quotient aus Absorptionsmaximum und
-minimum (Eggg/Eg32) liegt in jedem Falle bei 2,0 und weist ebenso
wie der Quotient Eggg/Eggo die gleiche spektroskopische Reinheit der
betreffenden DNA nach. Auch liegt der auf der Basis von Phosphor er-
rechnete atomare Extinktionskoeffizient €(P) bei allen untersuchten
Préparaten in gleicher Hohe und ist vergleichbar mit entsprechenden
Angaben in der Literatur. (z.B. CHARGAFF und ZAMENHOF 1948;
SAVITSKY und STAND 1966), Diese Daten zeigen, daB die auf gleiche
Weise aus den verschiedenen Bakterienstdmmen gewonnenen DNA-Préi-
parate auch #hnliche Charakteristika aufweisen. Es ist anzunehmen, dafl
priparativ bedingte Verdnderungen der nativen DNA (z,B. Reduktion
des Molekulargewichtes u.a.) ebenfalls im gleichen Ausmaf erfolgen
und daher vergleichende Untersuchungen an diesen Préparaten gerecht-

fertigt erscheinen,

In jedem Falle aber handelt es sich bei den DNA-Prédparaten um
ein heterogenes Gemisch verschieden groBer DNA-Molekiile bzw, Frag-
mente derselben, die sich in ihrer Basenzusammensetzung und der Zahl
der Wasserstoffbindungen zwischen den komplementiren Basen unter-
scheiden konnen, (SUEOKA und CHENG, 1962). Um auch in dieser Hin-
sicht einen FEinblick zu bekommen und mdglicherweise hervortretende
Unterschiede zwischen den einzelnen Préparaten zu erfassen, wurden
séulenchromatographische Fraktionierungen der DNA vorgenommen. Wir
fihrten Trennungen an mit methyliertem Albumin impréignierten Kiesel-
gur (MAK) durch, entsprechend der Methode von SUEOKA und CHENG
(1962). Solche MAK-Siulen ermédglichen eine Fraktionierung von DNA
nach Molekulargewicht, Basenzusammensetzung und Gehalt an freien

Wasserstoffbindungen.

Wir stellten MAK-Material nach der Vorschrift von SUEOKA und
CHENG (1962) her, suspendierten es in 0,1 M gepufferter Kochsalz-
16sung und verwendeten, wenn nicht anders angegeben, je S&ule 10 ml
dieser Suspension: Nach Waschen der Sdule mit 0,4 M gepufferter
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NaCl-Lésung (pH 6,7) und Beschickung mit maximal 1000y DNA

(ZOy’/ ml) wird der Sdulendurchlauf quantitativ aufgefangen und dann
nacheinander je Salzkonzentrationsstufe (0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9;
1,0 und 2,0 M gepufferte NaCl-Losung) zweimal je 25 ml Ldsung unter
Druck durch die Sidule getrieben und die Eluate ebenfalls quantitativ in
MeBkolbchen aufgefangen, Die quantitative Bestimmung der DNA in den
einzelnen Fraktionen erfolgte spektroskopisch mit Hilfe des Umrech-
nungsfaktors 0,02 x Eggq fr 1y native, d.h. doppelstridngige DNA/ml
(Schichtdicke der Kiivette 1 cm). Der DNA-Gehalt der einzelnen Frak-
tionen wurde prozentual auf den als 100 % gesetzten Gesamtgehalt aller
Fraktionen bezogen. Aufler dieser diskontinuierlichen Fraktionierung
fihrten wir auch kontinuierliche Trennungen an MAK-S&dulen durch,
Hierbei erfolgte die Eluierung mit einem linearen Salzgradienten von
0,4 - 1,4 M gepufferter NaCl-Ldsung und der Verwendung eines auto-
matischen Fraktionssammlers (''Radi-Rac', LKB, Stockholm).

DNA-Préparate eines jeden der drei Bakterienstimme wurden an
MAK-S&ulen durch schrittweise Eluierung mit diskontinuierlich anstei-
genden Salzkonzentrationen fraktioniert, Wir stellten eine Bindung der
DNA zu 85-97 % an das Siulenmaterial fest, Die Auswaschung des
grofiten Teils der DNA erfolgte bei 0,6 und 0,7 M NaCl, Durch Wa-
schen der S#ule mit ausreichenden Mengen der betreffenden Puffer-
18sungen und deren spektroskopische Uberpriifung konnten wir beide
Fraktionen klar voneinander trennen (Abb. 45), Mit dieser Methode war
kein Unterschied zwischen den einzelnen DNA-Préparaten festzustellen,
auch dann nicht, wenn die Eluierung mit verringerten Konzentrations-
abstufungen der NaCl-Lodsungen erfolgte, Die Beschickung der S&ule mit
einem Gemisch der DNA der drei Bakterienstdmme in ungefdhr gleichen
Anteilen ergab das in Abb. 45 wiedergegebene Eluierungsdiagramm.

Die Verhiltnisse entsprechen denen der getrennt fiir sich fraktionierten
einzelnen DNA-Sorten. Die Auswaschung der DNA erfolgte hier wie bei
der kontinuierlichen Fraktionierung im linearen Salzgradienten (Abb. 46)
zwischen 0,6 und 0,7 M NaCl. Diese Befunde lassen erkennen, daf}
sich die DNA-Préparate entsprechend dem Trenneffekt einer MAK-S&ule
(s. oben) bezliglich ihres mittleren Molekulargewichtes und der Anzahl
freier Wasserstoffbindungen &hnlich sind., Dies gilt allerdings nur, wenn
auch die andere Voraussetzung, nimlich eine &hnliche summarische

Basenzusammensetzung, erfillt ist.
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Abb., 45 Diskontinuierliche Fraktionierung eines Gemisches von DNA
aus A, tumefaciens (422y ), Rh. leguminosarum (5023}’) und
aus St. Cx (5134 ) durch S#ulenchromatographie an methylier-
tem Albumin (MAK-Siule, 20 ml Suspension, s. methodische
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Abb, 46 Fraktionierung eines DNA-Gemisches (s. Abb. 45) an einer
MAK-S3ule mit einem linearen Salzgradienten 0,4 - 1,4 M
NaCl).
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2, Bestimmungen der Basenzusammensetzung

a) Papierchromatographische Untersuchungen an Siurehydrolysaten

Bei der konventionellen Basenbestimmung der DNA durch Papier-
chromatographie verfuhren wir in folgender Weise: etwa 5 mg trockene
DNA wird in maximal 0,5 ml konz. Ameisensiure geltst und in einer
abgeschmolzenen dickwandigen Pyrexampulle 30 min bei 1759C hydroly-
siert, Das im Vakuum eingedampfte Hydrolysat wird in wenig 1 N HCI
aufgenommen, auf Papierstreifen (Macherey, Nagel u. Co., Nr. 263)
aufgetragen und mit Methanol-HC1-1,0 (7:2:1 v/v) eindimensional ab-
steigend chromatographiert, Die im UV-Licht (Photoprint-Verfahren)
auf den getrockneten Chromatogrammen lokalisierten Flecke der DNA-
Basen (Abb, 47) werden ausgeschnitten, mit je 5 ml 0,1 N HCI eluiert
und unter Verwendung entsprechender Vergleichslosungen die molaren
Konzentrationen der Basen spektrophotometrisch bestimmt, wobei die
entsprechenden millimolaren Extinktionskoeffizienten von WYATT (1955)
benutzt wurden (umfassende Beschreibung der Methoden bei BENDICH

1957, S. 1715 ff.).

Guanin

Abb. 47

Papierchromatographische

Trennung eines DNA-
Adenin Hydrolysates. Laufmittel:

Methanol-HCI1-H20

(7:2:1 v/v), Lokalisierung

der Basen durch das

Photoprint-Verfahren im

Cytosin UV -Licht.

Thymin

In allen DNA-Préiparaten lieflen sich auf diese Weise nur die vier

Basen Adenin (A), Guanin (G), Cytosin (C) und Thymin (T) nachweisen,
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Aus dem quantitativ bestimmten molaren Basenanteil berechneten wir

die in Tabelle 8 angefithrten Relationen, Der Quotient Purin/Pyrimidin
(G+A [/ C +T) liegt in jedem Falle bei 1. Auch sind die am C-6-Atom
eine NHy-Gruppe tragenden Basen (Adenin und Cytosin) ebenso héufig vor-
handen wie die Basen mit einer Ketogruppe am C-6-Atom (Guanin und
Thymin), Der entsprechende Quotient G + T / A + C liegt demnach
ebenfalls bei 1, Beide Beziehungen stehen im Eigk’iang mit den Gesetz-
méBigkeiten des Watson-Crick-Modells der DNA, Bekanntlich kommt die
Variabilitdt der DNA im unterschiedlichen Verh&ltnis der Basenpaare
G-C und A-T zueinander, damit auch in der Relation von A zu G oder
im molaren Prozentgehalt an G - C zum Ausdruck, Eine DNA kann man
auch durch ihren Spezifitdtsquotienten charakterisieren: G + C / A + T,
Im vorliegenden Falle ist hierdurch ein geringer Unterschied von DNA-
147 gegeniiber den beiden in dieser Beziehung gleichen Préparaten
DNA-Cx und DNA-C zu erkennen, Denzufolge sind auch im prozentualen
Anteil des Basenpaares G - C am Aufbau der betreffenden DNA Diffe-

renzen festzustellen (Tabelle 8).

Tabelle 8. Basenzusammensetzung der DNA-Préiparate

G-cl G-c2 G-C3 G+A3 G+T3 G+c3
(Tm-Punkt) (pH 3) (Chromatogr.) C+T A+C A+T

%o % %o ’
DNA-147 (4) 57,0 57, 5 57,8 1,03 0,97 1,39
DNA-Cx (3) 57,5 59, 7 58, 6 1,01 0,97 1,45
DNA-C (4) 59,0 59, 7 59, 0 1,02 0,93 1,45

IDie Bestimmung des T -Punktes erfolgte in Losung d (siehe Tab, 9),
2Nach der Methode von FREDERICQ, OTH u. FONTAINE (1961).

3Aus papierchromatographisch ermittelten Werten berechnet, in
Klammern die Anzahl der untersuchten Préparate.
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b) Spektroskopische Bestimmungen an siuredenaturierter DNA

Eine weitere Mo6glichkeit zur Bestimmung der Basenzusammen-
setzung ist in der von FREDERICQ, OTH und FONTAINE (1961) ent-
wickelten spektroskopischen Methode gegeben. Sie geht davon aus, daf
in 0,1 N Essigsdure (pH 3) geloste DNA denaturiert wird und dabei
die H-Bindungen zwischen den komplementdren Basen der beiden DNA-
Strdnge weitgehend gelockert werden, Die molare Absorption der DNA
bei 260 mm erreicht dann einen maximalen Wert. Diese Autoren konn-
ten zeigen, dafl der Quotient Eq9cq/Eggp eine konstante GroBe darstellt,
die charakteristisch flir die molaren Verhé&ltnisse der Basen ist. Es
besteht eine nahezu lineare Beziehung zwischen dem molaren, prozen-

tualen Anteil der Basen und diesem Quotienten, Auf dieser Basis bietet

sich eine einfache und schnell durchzufiihrende Methode zur Bestimmung
der Basenzusammensetzung einer DNA. Allerdings mufl die DNA in
reiner Form vorliegen und die Abwesenheit UV-absorbierender Substan-
zen wie RNA, Proteine und dergl. garantiert sein. Die bei der Dena-
turierung mit Essigséure (pH 3) erfolgenden Verdnderungen der DNA
duflern sich u,a. in dem UV—Absdrptionsspektrum, Wie in Abb. 48 zu
sehen ist, werden die Absorptionsmaxima aller DNA-Préparate in den
lingerwelligen Spektralbereich verschoben, auflerdem verringert sich
die Differenz der Absorption im Maximum und im Minimum (vergl. die

unbehandelte DNA).

Bei unseren Analysen berechneten wir den Quotienten Eggg/Eggg der
DNA, die wir in 0,1 N Essigsdure l6sten. Aus der von FREDERICQ et
al (1961) aufgestellten Kurve wurde dann der prozentuale, molare Ge-
halt an Adenin bzw. Thymin abgelesen und hieraus der Guanin-Cytosin-
Gehalt (G-C) berechnet. Die so erhaltenen Werte fiir den Prozentgehalt
an G-C (Tabelle 8) stimmt gut mit den chromatographisch ermittelten

iberein,
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Abb, 48 TUV-Absorptionsspektren von unbehandelter und denaturierter
(Essigsiure, pH 3) DNA,
DNA-147 = DNA aus A, tumefaciens-Stamm 147, geldst in
Standardpuffer (SSC); I = DNA-147 denaturiert; II = DNA-Cx
denaturiert; III = DNA-C denaturiert, Fiir eine bessere Uber-
sicht sind die Kurven auf der Ordinate gegeneinander verscho-
ben, Man beachte die gleichsinnige Verschiebung der Spektren
(I-II1I) der denaturierten DNA in den lingerwelligen Bereich,
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c) Thermische Denaturierung (T,,-Punkt) der DNA

Wie bereits bei der Charakterisierung unserer Donator-DNA
(s. S. 26) ausgefiihrt wurde, besteht auch auf der Grundlage des hyper-
chromen Effektes (MARMUR und DOTY 1962) eine Moglichkeit zur Be-
stimmung der Basenverhiltnisse. Der sog. Tm-Punkt gibt den molaren
Anteil der Basenpaare Guanin-Cytosin am Aufbau der betreffenden DNA
an (vergl. Abb., 8). MARMUR und DOTY (1962) konnten beweisen, daf
die an zahlreichen DNA-Préparaten ermittelten T,,-Punkte in linearer
Beziehung zum chemisch bestimmten G-C-Gehalt der jeweiligen DNA
stehen, Die Autoren sicherten diese Funktion, indem sie zwei Lt')sungen‘
mit unterschiedlicher Ionenkonzentration verglichen, In beiden Fé&llen
entsprach einem um 0,410C héheren Ty, -Punkt eine Zunahme des G-C-
Gehaltes um 1 % (s. S. 26). Es wird angenommen, dafl diese lineare
Beziehung zwischen beiden Gréfen allgemein giiltig ist, nur entsprechend

der lonenkonzentration des Loésungsmittels parallel verschoben wird.

Da der Ty-Punkt mit steigender Ionenkonzentration der Ld&sung
ebenfalls hoher liegt, entschieden wir uns mit Riicksicht auf die mecha-
nischen Eigenschaften der Kiivetten und um die Verdampfung des LO&-

sungsmittels wdhrend der kontinuierlichen Messung (E2g0) gering zu

halten (s. S. 26) flir Losungen mit geringer Ionenstidrke (Tabelle 9),
Nur in einigen Féllen arbeiteten wir auch mit Losungen hoherer Ionen-
konzentration, fithrten dann sber die fiir die Bestimmung des Ty~
Punktes notwendige Erhitzung der DNA durch die umstédndliche und

materialaufwendige diskontinuierliche Methode durch.

Aliquote Teile (3 ml) der DNA-Lo6sung wurden in Ampullen abge-
fiillt und diese abgeschmolzen., Je Temperaturstufe verwendeten wir
zwei Ampullen, inkubierten sie je 10 min im Ultrathermostaten und
tauchten sie anschlieBend in ein Kiltebad (Kohlensdureschnee + Athanol).
Anschlielend auf Zimmertemperatur gebracht, wurden die Ampullen ge-
o6ffnet und die Extinktion der einzelnen Lé&sungen (Eg(Q) gegen eine
entsprechende Vergleichslésung gemessen. Mit dieser Methode konnten
wir jedoch nur eine geringe Hyperchromizitédt der DNA feststellen
(vergl., Tabelle 9).
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Unsere Bestimmungen der Basenzusammensetzung (% an G-C) ba-
sieren auf der schon vorher beschriebenen T, -Punkt-Ermittlung bei
kontinuierlicher Erhitzung (s. S. 26). Der auf diese Weise bestimmte
Gehalt an G-C in den einzelnen DNA-Priparaten (Tabelle 8) stimmt
sehr gut mit den Ergebnissen iiberein, die wir durch Anwendung
anderer Methoden erhielten, Die gute Reproduzierbarkeit der Be-
stimmung des Tp,-Punktes und die hohe Empfindlichkeit dieser Me-
thode kénnen als Beweis fiir zwar geringe, aber doch reale Unter-
schiede in der Basenzusammensetzung der drei untersuchten DNA-
Sorten angesehen werden. Dafl die DNA des Stammes Cx eine Mittel-
stellung zwischen der DNA von St. 147 bzw. von St. C einnimmt,
wird zus&tzlich durch weitere Bestimmungen des T.,-Punktes ge-
sichert (vergl. Tabelle 9), Diese Bestimmungen erfolgten zwar auf
verschiedene Weise (s. oben), aber stets bei allen drei Préparaten
unter gleichen Bedingungen, Da fiir diese Losungen (L&sung b und c,
s. Tabelle 9) keine experimentell gesicherte Bezugskurven der
Relation zwischen Tq,-Punkt und G-C-Gehalt bekannt sind und im
Falle von Ldsung a zwar der von MARMUR und DOTY (1962) benutzte
Standardpuffer verwendet wurde, die Bestimmung des T, ,-Punktes
aber auf diskontinuierliche Weise (s. oben) durchgefiihrt wurde,
konnten wir diesen T  -Punkten nicht den entsprechenden G-C-Gehalt
zuordnen, Nur Ld&sung d wurde fiir die Ermittlung des G-C-Gehaltes
benutzt (Tabelle 8 und 9). Immerhin kann auch aus diesen T,,-Punkten
auf tatsédchliche Unterschiede in der Basenzusammensetzung der ein-

zelnen DNA-Préparate geschlossen werden,



-100-

Tabelle 9. Thermische Denaturierung (Tpm)

Pufferlosung DNA-147 | DNA-Cz DNA-C H"pem(';‘::;‘i“m
°C c c :

a) 0,15  m NaCl + 96,2 96,7 | 97,6 11,4
0,015 m Na-citrat (2) () @)

b) 0,015 wm NaCl + 81,7 82,3 83,0 14,3
0,0015 M Na-citrat (9) (6) 6)

c) 0,01 wm PO, + 77,2 77,4 78,0 28,5
0,001 m Titriplex ITT 2) (3) (3)

d) 0,0075 m PO, + 73,4 73,6 74,3 28,0
0,001 m Titriplex ITI (4) 3) (5)

Die Bestimmung des Tm-Punktes erfolgte bei a) und b) durch dis-
kontinuierliche Erhitzung der DNA-Ldsung in Ampullen, bei ¢) und d)
in temperierbaren Kiivetten (siehe Methoden). In Klammern die Anzahl

der Analysen,

Der Verlauf der Schmelzkurve entsprach stets dem in Abb. 8 wie-
dergegebenen, In der Literatur wird fiir intakte und biologisch aktive
DNA eine Hyperchromizitdt von 30-45 % angegeben (STEINER und
BEERS 1961). Im vorliegenden Falle haben die DNA-Priparate eine
zwar gleiche, aber doch geringere Hyperchromizitit., Diese ist be-
sonders niedrig in L&ésung a und b (s. Tabelle 9). Sie kann ihre Ur-
sache in der benutzten diskontinuierlichen Methode (s. oben) haben.
Ahnliche Feststellungen machen z, B. GANESAN und LEDERBERG
(1964) an DNA aus Bacillus subtilis. Bei Anwendung der kontinuierlichen
Methode erreicht diese DNA eine Hyperchromizitdt von 35 40 %.
Dagegen ist in der plotzlich abgekiihlten DNA-Ldsung (diskontinuierliche
Methode) nur noch eine von 15 % mefB3bar, Aus diesem Grunde kann
nur die in Loésung ¢ und d (Tabelle 9) nachgewiesene Hyperchromizitit
fiir einen Vergleich mit Angaben aus der Literatur herangezogen werden,

Allerdings beziehen sich letztere meistens auf Messungen in Standard-
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puffer (Losung a in Tabelle 9). Die Hohe der Hyperchromizitdt ist je-
doch auch abhéngig vom Ld&sungsmittel, Wie FRONTALI, HILL et al,
(1965) nachweisen, ist der hyperchrome Effekt um so geringer, je
niedriger die Ionenstdrke des verwendeten Ldsungsmittels ist. Wir
kénnen daher im vorliegenden Falle annehmen, daB die Hyperchromizi-
tdt unserer DNA-Prédparate durchaus in gleicher Hohe liegt wie die

der in der Literatur angegebenen,

Es sei noch erwidhnt, daB - wie aus der Schmelzkurve (Abb., 8)
hervorgeht - unsere DNA in jedem Falle in geordneter Molekiilform
vorliegt. Dies konnten wir durch die Reaktion mit Formaldehyd
(s. S. 28) zeigen. Wir inkubierten die entsprechenden DNA-Ldsungen
(1 h, 379C) in Gegenwart von Formaldehyd (1 %) und stellten nur eine
Erhthung der UV-Absorption (Eggg) um maximal 1 % fest,.

3. Untersuchungen an Apyrimidinsduren

Geht man davon aus, daf Transformationen bislang nur zwischen
nahe verwandten Bakterienarten nachgewiesen wurden und die Verwandt-
schaft wiederum einen &dhnlichen Bau der betreffenden DNA impliziert
(SUEOKA 1964), so tberrascht die in den vorstehenden Untersuchungen
nachgewiesene geringe Differenz in der Basenzusammensetzung der
einzelnen DNA-Préparate nicht. Die von MARMUR, SCHILDKRAUT
und DOTY (1962) und von SCHILDKRAUT et al. (1961) erhobene Mini-
malanforderung an die DNA von Partnern einer Transformation,
ndmlich eine sehr &hnliche Basenzusammensetzung der DNA von Donator
und Acceptor, ist im vorliegenden Falle erfiillt (Tabelle 8), Wie aber
leicht einzusehen ist, mufl eine &hnliche Basenzusammensetzung nicht
unbedingt Ausdruck verwandtschaftlicher Beziehungen sein. Tatsé&chlich
wiesen CATLIN und CUNNINGHAM (1964) bei Neisseria catarrhalis
nach, daB Transformationen auch zwischen Stdmmen mit abweichenden
Basenverhiltnissen ihrer DNA moglich sind. Die Differenzen im Gehalt
an Guanin-Cytosin betrugen bis zu 3,5 %. Wesentlicher als die summa-
rische Basenzusammensetzung diirften strukturelle Homologien im Auf-

bau der betreffenden DNA sein, die in der Sequenz der Purine und
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Pyrimidine verankert sind,

Wir versuchten daher, durch Zuordnung von Unterschieden in der
Basenfolge bzw, in der H&ufigkeit von Basensequenzen bestimmter
Léange die DNA unserer Bakterienstdmme zu charakterisieren, Ein sol-
ches Vorhaben ist natlirlich nur soweit realisierbar, als es die bislang
entwickelten methodischen Mdoglichkeiten erlauben, Wir kennen mehrere
Methoden, die Einblicke in die Verteilung von Pyrimidin-Nucleotiden
unterschiedlicher Kettenldnge in der DNA geben, Hierbei wird die DNA
durch eine milde Sdurehydrolyse (z,B. SHAPIRO und CHARGAFF
1957 a, b, 1950; SPENCER und CHARGAFF 1961) oder durch Erwidrmen
mit Diphenylamin und Ameisensdure (BURTON und PETERSEN 1960;
PETERSEN 1963) in Apurinsdure umgewandelt (TAMM, HODES und

CHARGAFF 1952), Diese - ein Polynucleotid mit unversehrten Pyrimi-
dingruppen (Cytosin, Thymin) - wird dann auf verschiedene Weise in
ihre Pyrimidin-Nucleotide zerlegit uad diese chromatographisch oder
elektrophoretisch entsprechend ihrem Polymerisationsgrad fraktioniert,
Eine weitere Moglichkeit zur Analyse der Nucleotide in der DNA be-

ruht auf dem Abbau zur Apyrimidinsdure (HABERMANN 1961, 1963 a, b

1964), die nur Purin-Nucleotide (Adenin, Guanin) enth#lt, Wir machten
von dieser Moglichkeit Gebrauch und untersuchten die Hiufigkeit von

Purin-Nucleotiden am Aufbau der uns interessierenden DNA.-Sorten,

Die DNA wird dabei mit Hydrazin behandelt und dadurch sdmtliche
Pyrimidingruppen der Nucleins&dure abgespalten, Die Polynucleotid-
kette der entstehenden Apyrimidinsdure enthdlt unversehrte Purinkompo-
nenten, An den Stellen der urspriinglich vorhandenen Pyrimidingruppen
sind nach HABERMANN (1963 a) Desoxyribose-Phosphat-Einheiten mit
je einer freien Aldehydgruppe nachweisbar (s. Abb, 49), Durch basi-
sche Hydrolyse wird Apyrimidinsiure in Purin-Nucleotide unterschied-
lichen Polymerisationsgrades zerlegt, die sich s#dulenchromatographisch

je nach Kettenldnge fraktionieren lassen,

Bei der Durchflihrung unserer Untersuchungen an DNA-Préiparaten
von St, 147, St, Cx und wvon St. C folgten wir weitgehend den metho-

dischen Angaben von HABERMANN (1961, 1963, a,b).
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Abb, 49 Darstellung des DNA-Abbaues, 1. Stufe: durch Hydrazinolyse
Umwandlung in Apyrimidinsdure, 2. Stufe: durch alkalische
Hydrolyse Zerlegung in oligomere Purin-Nucleotide, Py =
Pyrimidinbasen (Cytosin oder Thymin), Pu = Purinbasen
(Adenin oder Guanin), Z = Desoxyribose, P = Phosphorsiure-
esterbindungen, Schema nach HABERMANN (1963, S. 516),

20 mg trockene DNA wird in 1 ml wasserfreiem, frisch tiber NaOH
destillierten Hydrazin geldst und in abgeschmolzener Ampulle 3 h bel
60°C im Wasserbad erhitzt, dann das Hydrazin im Vakuum abge-
dampft, der Riickstand in 3 ml 0,3 M KOH geldst und in der wieder
abgeschmolzenen Ampulle 1 h bei 100°C im Wasserbad hydrolysiert.
Nach Abkithlen wird der pH-Wert der Losung mit Perchlorsdure auf
5,0 eingestellt, der KC1l04-Niederschlag in der Ké#lte abzentrifugiert
und der leicht gelbe Uberstand mit 0,01 M Lithiumacetatpuffer
erfolgt an DEAE-Cellulose-~Siulen (0,8 x 15 cm) mit einem linearen
Gradienten von 0-0,4 M LiCl in 0,01 M Lithiumacetat (pH 5, 0). Die
Eluierung der Sdule wird durch Waschen mit 1 M LiCl beendet (Abb. 50).
Es wurden 5 ml-Fraktionen aufgefangen und gleichzeitig die UV-Ab-
sorption des Sduleneluates (254 muy ) automstisch registriert ("Uvicord",
LKB Stockholm). Nach Vereinigung der zur betreffenden Fraktion ge-
hérenden Glidser fiihrten wir an den Fraktionen folgende Bestimmungen
durch:

a) Die Eggp-Absorptionseinheiten (E260 bei Schichtdicke d = 1 cm x
Volumen der betreffenden Frakiion) wurden berechnet und als Prozent
der Summe aller Absorptionseinheiten ausgedriickt.
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b) Die spektroskopische quantitative Bestimmung von Adenin und Guanin,
bzw, der Summe beider und des Quotienten Guanin/A?ienin basieren auf
den Untersuchungen von KERR et al. (1949), Durch Zusatz von konzen-
trierter Schwefelsiure wurden aliquote Teile der Fraktionen 1 N in
bezug auf H9SO, gemacht und in abgeschmolzenen Ampullen 2 h bei
1000C im Wasserbad hydrolysiert (vergl, Abb. 51). Die Berechnung
des Gehaltes an Adenin bzw. Guanin erfolgte dann nach den von KERR
et al, entwickelten Formeln (s, KERN 1931), Hierfiir sind nur die Ex-
tinktionen der Lo&sungen bei den Wellenldngen 245 und 262 mu notwendig.
Eine Trennung beider Purine entfillt,

Die Basengehalte errechnen sich wie folgt:

10,9 x E232 - 7,58 x E945
84 x 109

Adenin x Volumen

i1

13,5 x Eoas - 8,05 x E92g9
Guanin —_ x Volumen

84 x 109

Die Summe Adenin + Guanin jeder Fraktion bezogen wir prozentual auf
die Gesamtsumme aller Fraktionen, Den Quotienten bildeten wir fiir
jede Fraktion getrennt.

c) AuBerdem bestimmten wir den Phosphorgehalt in den einzelnen
Fraktionen nach der kolorimetrischen Methode von BERENBLUM und
CHAIN (1938). Hierbei wurde in parallel laufenden Versuchen an
aliquoten Teilen der Losungen der anorganische - und nach voran-
gegangener Hydrolyse mit 70%iger H’ClO4 (s. S. 20)=der Gesamtphosphor
bestimmi. Die Differenz zwischen beiden nahmen wir als Mafl3 fiir vor-
handenen Nucleotid-Phosphor,

In der oben beschriebenen Weise untersuchten wir DNA-Préparate
unserer drei Bakterienstdmme. Aulerdem bezogen wir DNA aus Lachs-
sperma (California Corp. Los Angeles) zu Vergleichszwecken mit in
unsere Versuche ein, In Abb. 50 wird ein typisches Eluierungsdiagramm
von basisch hydrolysierter Apyrimidinsiure aus DNA-147 (A, tumefaciens-

Stamm 147) wiedergegeben,

Die mit 1 bezeichnete Fraktion enth#lt nach HABERMANN (1963 a)
UV -absorbierende Abbauprodukie sowie anorganischen Phosphor. Die
von diesem Autor gefundene Fraktion 2 trat bei unseren Trennungen
nur andeutungsweise auf; sie enthdlt nach Angaben des Autors Phosphor
in Monoesterbindung., Die mit I - VI bezeichneten Fraktionen stellen

Purin-Oligonucleotide vom Typ p(Pup), dar (p = Phosphorgruppe;
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Abb. 50 Sdulenchromatographische Fraktionierung basisch hydrolysier-
ter Apyrimidinsiure von DNA-147 (A. tumefaciens) an einer
DEAE-Cellulose-S&dule, Linearer Salzgradient 0-0,4 M LiCl
(vergl., methodische Angaben im Text).

Pu = Purine), mit je einer terminalen Phosphatmonoesstergruppe an
beiden Enden des Molektils (s. Abb. 49). Die Fraktionierung an der
DEAE-Cellulose-S8ule erfolgt nach der Keitenldnge der Nucleotide,
Fraktion I enth&dlt demnach Nucleosid-diphosphate: pPup, Fraktion II
Dinucleosid-triphosphate: pPupPup usw. Die UV-Absorptionsspektren
der einzelnen Fraktionen (I-VI) gleichen sich und entsprechen der in
Abb. 51 a gezeigten Kurve. Da Fraktion I und II nicht immer von-
einander zu trennen waren, vereinigten wir beide und analysierten sie
gemeinsam. In Fraktion VI sind Hexanucleotide mit denen lidngerer

Kettenldnge (Waschen der Siule mit 1 M LiCl, s, Abb, 50) vereinigt,

Die Charakterisierung der Fraktionen bei den einzelnen DNA-
Préparaten erfolgte, wie oben beschrieben wurde, durch die Eqggg-
Absorptionseinheiten, durch den Gehalt an Purinen (Adenin + Guanin)

und an Nucleotid-Phosphor. Die Werte bezogen wir prozentual auf
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Abb, 51 TUV-Absorptionskurven; a: von einer der s&dulenchromato-
graphisch erhaltenen Fraktionen (hier ¥raktion III vergl.
Abb. 50); b: dieselbe Losung nach Hydrolyse mit Schwefel-
sdure zur spektroskopischen Bestimmung von Adenin und
Guanin, Das UV-Absorptionsspektrum setzt sich aus den
Einzelabsorptionen beider Purine zusammen (Zweikomponen-
ten-Gemisch). Die Kurven sind zur Verdeutlichung auf der
Ordinate gegeneinander verschoben,

die Summe aller Fraktionen. Fiir jede Fraktion bildeten wir auflerdem

den Quotienten Guanin/Adenin,




-107-

Tabelle 10 Untersuchungen an Apyrimidinsduren

a) Prozent-E,q,

Fraktionrn I-11 IIT IV vV VT
DNA-I47 (5) 20,0 -0,8223,2 —-0,9 {178 —0,5 11,6 =03 |27.2 - 1,8
DNA-Cx  (3) 19,9 —=0,3 23,7 =01 {171 —0,6 |11+ —0.5 1279 - 1.9
DNA.C (3) 20,3 —0,2 23,7 —0,9 /17,3 =05 11,5 - 03 27,3 - 1,9
Test-DNA3 (2) 16,9 —0,1 |18,0 —0.2 15,5 - 0,5 |11,7 = 0,3 |36,9 --2,2

b) Prozent-Guanin + Adenin
DNA-I47 (4) 19,6 —1,2 21,9 1.8 17,3 —1,4 (11,9 —13 [30,8 - 42
DNA-Cx () 19,2 —0,6 18,7 —43 17,1 —19 (11,5 —1,2 33,6 — 0,6
DNA-C (2) 18,6 =1,0 [20,9 —0.2 (15,0 =09 10,9 —0,3 |34,5 - 1,7
Test-DNA3 (2) 15,9 =1,7 [18,2 —0,1 J14,8 —0,6 |11,7 —=0,7 139,5 - 0,3
c¢) Guanin/Adenin
DNA-147 (4) 2,93 —0,60| 1,97 —0,34| 1,43 —0,15{ 1,08 —0,20] 1,45 - 0.17
DNA-Cz  (3) 3,49—-0,28) 1,71 -0,36] 1,57 — 0,20 1,18 — 0,13} 1,33 — (L1
DNA.C (2) 3,76 — 0,41} 1,95—0,12| 1,40 —0,26| 1,24--0,09 1,29 ---0,71
Test-DNA3 (2) 1,75+ 0,51| 0,94 — 0,01} 0,81 — 0,09} 0,68 — 0,13 1,02 — 0,01
d) Prozent-Nucleotid-Phosphor
DNA-147  (4) 208 -3,2 20,5 —2,1 (12,5 =-2,6 | 89 —1,2 |28,6 5,7
DNA-Cz  (2) 28,0 —0,9 |19,9 —3,0 |13,7 ~1,3 | 6,0 =09 }32,3 —0,5
DNA-C (3) 32,6 —3,0 {199 =-0,6 12,6 =0,2 | 9,1 —0,6 |25,7 —4,8
! Anzahl der Analysen. — 2 Mittlere quadratische Abweichung, — 3 DNA aus
Lachssperma.

In bezug auf die prozentuale Verteilung der Eggp-Absorptions-
einheiten sind die Apyrimidins&duren der jeweiligen Bakterien-DNA
einander gleich, unterscheiden sich aber deutlich von den Verh&lt-
nissen der in gleicher Weise untersuchten DNA aus Salmsperma
("Test-DNA").

nach der oben beschriebenen spektroskopischen Methode (vergl. Abb,

Die Bestimmung des Gehaltes an Adenin und Guanin

51)
ergab keine sicheren Unterschiede zwischen den drei Apyrimidins&duren,
Bei einer gréBeren mittleren Abweichung bewegen sich die Werte
innerhalb der Fehlergrenze, Dasselbe gilt flir den Quotienten Adenin/
Guanin, der aus den Werten der spektroskopischen Messungen gebildet

104), und fiur die prozentuale Verteilung des Nucleotid-

wurde (s, S,

Phosphors, bei dessen Bestimmung wir allerdings nicht zwischen
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Mono- und Diesterbindung (vergl., HABERMANN und MAIDLOVA 1963 b)

differenzierten,

Somit lassen diese Untersuchungen zwischen den einzelnen Apyrimi-
dinsduren keine deutlich hervorstechenden Unterschiede in der Frequenz
einzelner Nucleotide bestimmter Kettenlinge erkennen, Bei dieser Fest-
stellung ist zu beriicksichtigen, daf} die hier angewandten Methoden nur
die summarische Zusammensetzung der einzelnen Fraktionen erfassen,
Jede Fraktion stellt ein heterogenes Gemisch von Nucleotiden gleicher
Kettenldnge, aber unterschiedlicher Basensequenz dar. Bereits Fraktion
I (vergl., Abb., 50), die nach HABERMANN (1963 a) Dinucleosid-
triphosphate vom Typ p (Pup)y enthdlt, wiirde die vier Nucleotide:
PApPApD pGpGp PGpAp pApGp enthalten, Mit wachsender Ketten-
lange der Nucleotide steigt auch die Zahl der Varianten mit verschie-
dener Basenfolge, Wie leicht einzusehen ist, kann die Analyse der
Apyrimidinsduren, wie sie hier durchgefiihrt wurde, nur eine unbefrie-
digende Aussage iiber spezifische, strukturelle Unterschiede zwischen
unseren DNA-Sorten machen, Wie wir gesehen haben, ist die Frak-
tionierung auch nur beschrénkt moglich, Wir haben Hexanucleotide mit
denen ldngerer Kettenldnge vereinigt und diese Mischung gemeinsam (Abb.
analysiert. Unterschiede, die md&glicherweise bei héheren Polymeri-
sationsgraden bestehen, werden demnach nicht aufgedeckt, Nur um-
fassende Detailuntersuchungen an den Einzelfraktionen kénnten spezi-
fische Unterschiede im Aufbau der betreffenden DNA-Préparate auf-
decken, Der hierflir notwendige grofle Aufwand erscheint uns jedoch
noch nicht gerechtfertigt, da die untersuchten DNA-Préparate zwar
miteinander vergleichbar, aber doch - wie Fraktionierungen (Abb. 10,

45 und 46) zeigen - heterogen in ihrer Zusammensetzung sind,

4, Nachweis homologer Basensequenzen

Eine weitere Moglichkeit, strukturelle Unterschiede zwischen hete-
rologer DNA nachzuweisen, besteht in der Renaturierung (Hybridisie-
rung) entsprechender denaturierter DNA in der Einstrangform (MARMUR
und LANE 1960; DOTY, MARMUR et al, 1960; MARMUR, SCHILDKRAUT

50)
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und DOTY 1962), Wird DNA thermisch denaturiert (s, S. 26) und dann
lingere Zeit Temperaturen von 60° ausgesetzt, entstehen durch Paarung
von Teilen zweier DNA-Molekiile (einstrdngig!) mit komplementdrer
Basenfolge Molekiile, die streckenweise doppelstridngig sind, Dabei
treffen nicht etwa die beiden DNA-Strédnge wieder zusammen, die

durch die thermische Denaturierung voneinander getrennt wurden, son-
dern rein zufdllig bilden mehr oder weniger grofle DNA-Sticke mit
komplementédrer Basensequenz Doppelstrangstrukturen (vergl., Abb, 52),
Der Grad dieser Renaturierung oder Hybridisierung ist um so hdoher,

je groRer der Anteil homologer Basensequenzen in den miteinander

reagierenden Molekiilen bzw, Teilstiicken ist.

|HIEEREEEREENERNNENEEN ITCTTTTTITERT

IEENEENRNRRRARNENENEER

JITT VIR ETIT] INEEENEENNANE

Qp §E ¢p S
=" é 4

IIT T I I LITTTTITITTTT

§’i ol

6lllllllllllll lIl‘Q

Abb, 52 Scheimatische Darstellung der Renaturierung thermisch de-
naturierter DNA (nach BRESCH 1954 S, 156),

Auf diesem Prinzip basiert die von McCARTHY und BOLTON (1963)

entwickelte Methode, die relativ einfach durchzufiihren ist und die
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quantitative Erfassung homologer Basensequenzen zwischen DNA ver-
schiedener Herkunft ermdoglicht, Das Wesen dieser Methode sowie deren
einzelne Arbeitsgidnge kommen im folgenden Schema (Abb, 53) zum

Ausdruck.

Heat 100°C

TGy DNA - AGAR -METHODE

Single-
Strancec DN A
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Abb, 53 Schematische Darstellung der DNA-Agar-Methode, links: das
Prinzip dieser Methode; rechts: die einzelnen Arbeitsgénge
(Schema nach HOYER, McCARTHY und BOLTON, 1964,
S. 960).

Hierbei wird DNA thermisch denaturiert, schnell abgekiihlt und in
Agar eingebettet, Die mit dieser DNA zu vergleichende homologe oder
heterologe DNA wird radioaktiv markiert, auf mechanischem Wege
fragmentiert und diese DNA-Bruchstlicke durch thermische Denaturie-

rung in die Einstrangform tUbergefiihrt, Die radioaktiven, einstrédngigen
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Fragmente werden dann mit den im Agar eingebetteten ebenfalls ein-

stridngigen DNA-Molekiilen inkubiert, Vermodge ihrer geringen Groéfe
(Molekulargewicht ca., 0,5 x 106) diffundieren sie in den Agar, wo

dann eine Hybridisierung zwischen Moleklilabschnitten mit homologer
Basensequenz stattfindet. Die quantitative Bestimmung der Radioaktivi-
tdt gebundener, d.h, hybridisierter und nicht gebundener DNA ergibt

die Hybridisierungsrate,

Wir gingen dabei in weitgehender Anlehnung an die Methode von

McCARTHY und BOLTON (1963) folgendermaflen vor:

a) Herstellung von DNA-Agar, 300 mg Agar (Difco, ''Spezial Agar-
Noble") werden in 5 ml dest, Wasser bei 100°C geldst und mit 5 ml
einer Lésung von DNA (ca. 5 mg) in 0,1 x SSC (SSC = ''standard
saline citrate' = 0,15 M NaCl + 0,015 M Na-citrat), die 5 min auf
100°C erhitzt worden ist, sofort griindlich gemischt (ca. 900C) und
diese Mischung in ein leeres auf Eis stehendes Becherglas gegossen,
Das durch ein Sieb (200 mesh) passierte erstarrte Gel wird mit 500 ml
2 x SSC (s. oben) in einem Standzylinder bei 60°C (Ultrathermostat)
suspendiert, nach Absetzen des Sedimentes der Uberstand mit den
kleineren Agarpartikeln abgegossen, dieser Vorgang noch zwei- bis
dreimal wiederholt und dann der DNA-Agar auf einer Fritte abge-
nutscht, Die Bestimmung des DNA-Gehaltes dieses Agars erfolgte nach
Auflésen abgewogener Mengen DNA-Agar in 5 M NaClO4 bei 60°C
spektroskopisch. Wir benutzten dabei einen Umrechnungsfaktor von
0,022 x Egg0 flir 1y denaturierte DNA/ml (Schichtdicke d = 1 cm),

der von SUEOKA und CHENG (1962) angegeben wird, Auf diese Weise
stellten wir DNA-Agar von DNA-147, DNA-Cx und von DNA-C her

und bewahrten ihn bis zur Verwendung im Kihlraum auf. Auflerdem
fertigten wir auch fiir Vergleichszwecke "Test-DNA-Agar' an und be-
nutzten dabei DNA aus Lachssperma,

b) Die Gewinnung 32P_markierter DNA-147 erfolgte aus einer
Kultur von St, 147 in 1 1 Mannit-N&hrlésung (s. S. 33) in Gegenwart
von 1 mC trigerfreiem 32Phosphat (Buchler, Na-orthophosphat in
isotonischer Lésung, pH 7) nach 60 h bei 28°C in der beschriebenen
Weise (s, S. 17 ff,), Messungen im Methandurchflufzdhler ergaben eine

Impulsrate von etwa 500 Ipm/y DNA,

c) Die Fragmentierung der 32p_DNA fithrten wir nicht wie McCAR-
THY und BOLTON (1963) mit einer French-Presse, sondern mit Ultra-
schall durch, Je 4 ml 32P-DNA-147 in 2 x SSC (204 -DNA/ml) wurden
der Einwirkung eines Ultraschalldesintegrators (MSE, Modell 60 W;

20 kHz) bei maximaler Leistung des Gerédtes (2-2,5 min, ) und Kihlung
der DNA-Lo6sung ausgesetzt. Anschlielend erfolgte die thermische De-
naturierung der beschallten DNA durch Erhitzen auf 1000C (5 min. )
und schnelles Abkiihlen in Eiswasser,.
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d) Fir die Hybridisierungsansidtze wurden ca. 0,5 g des betreffen-
den DNA-Agars in Rohrchen mit Schliffstopfen eingewogen, je 0,5 ml
devr beschallten und densturierten 32P-DNA-147 in 2 x SSC zugegeben
und dann mindestens 16 h im Wasserbad bei 60°C (Ultrathermostat)
gehalten. In den einzelnen Ans&tzen wurden je 104 -markierte DNA in
0,5 ml mit DNA-Agar inkubiert, der 100 - 1504 DNA je 0,5 g Agar
enthielt. Nach Uberfiinrung dieser Proben in Chromatographierdhrchen
(0,9 x 10 cm, mit Glasfilter), die von einem temperierbaren an einem
Ultrathermostaten angeschlossenen Mantel aus Kupferblech umschlossen
sind, erfolgte die Fraktionierung.

e) Fraktionierung, Die Siulen wurden 10 mal mit je 10 ml 2x
SSC bei 600C gewaschen und dabeil die nicht spezifisch an die im
Agar eingebettete DNA gebundene radioaktive DNA entfernt (Fraktion I).
Dann folgten 5 Spililungen mit je 10 ml 0,01 x SSC bei 750C, wodurch
die mit der DNA im Agar hybridisierte markierte DNA ausgewascnen
wird (Fraktion II),

f) Die Messungen der 32]_3-Impulsraten wurden entweder in jedem
einzelnen Glas der beiden Fraktionen (I und II) oder nach Vereinigung
der entsprechenden Gldser durchgefiihrt., Zu diesem Zweck fligten wir zu
zu je 10 ml der Losungen 2004}’ Triager-DNA (DNA aus Lachssperma)
und f&llten mit kalter Trichloressigsiure (TCE), in einer Endkonzen-
tration von 0,6 M TCE,aus. Nach 30 min Aufbewahrung in Eiswasser,
Filtration durch Millipore-Filter (Typ AAWP, Porenweite 0,8m ,

§ 25 mm) und Waschen mit kalter 0,3 M TCE wurden die feuchten
Filter mit Hilfe eines Tropfens Methyl-Cellosolve (Merck) in den
Aluminium-Me@schédlchen fixiert und dann bei 60°9C im Trockenschrank
getrocknet. Die Impulsraten der einzelnen Proben wurden im Methan-
durchflufzihler fensterlos gemessen, Unter % Hybridisierung ver-
stehen wir den prozentusalen Anteil der Radioaktivitdt von Fraktion II
an der Gesawmtaktivitdt beider Fraktionen.

In unseren Untersuchungen verwendeten wir nur 32P_markierte
DNA -147 und‘inkubierten sie mit DNA-Agar aus DNA-147, DNA-Cx
und mit DNA-C., Die Hybridisierung von DNA-147 im Agar mit
SZPWDNA_147, d.h. die Renaturierung mit homologer DNA, setzten
wir gleich 100 % und rechneten die "'absolute'' Hybridisierung der
anderen DNA-Prédparate (DNA-Agar) in 'relative' Hybridisierung um
(s. Tabelle 11), Abb. 54 gibt das Eluierungsdiagramm einer Siule
wieder, bei der die homologe Hybridisierung: DNA-147 + 32P_-DNA-147

analysiert wurde,
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Abb., 54 DNA-Hybridisierung: Reaktion von DNA aus A, tumefaciens
(St. 147) mit 32P-markierter homologer DNA (Erklirung im
Text)., SSC = 0,15 M NaTl + 0,015 M Nairiumcitrat.

Tabelle 11 DNA-Hybridisierung

DNA-Agar 32P_DNA  absolute Hybrid. relative Hybrid.
% %
St. 147 (9)1 St. 147 60,7 + 4,72 100
St. Cx (7) St. 147 38,4 + 4,1 63,2
St. C (7) St, 147 18,3 + 2,9 30, 1
Tesi-DNA (2) St. 147 2,0 + 0,5 3,2

1Anzahl der Analysen, - 2Mittlere quadratische Abweichung -
3DNA aus Lachssperma,
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Zum Nachweis unspezifischer Hybridisierung untersuchten wir in
gleicher Weise DNA aus Lachssperma (''Test-DNA'"), Wie zu erwarten,
war hierbei nur eine sehr geringe Hybridisierungsrate nachzuweisen,
Wir konnen feststellen (vergl, Tabelle 11), daB sich die aus den drei
Bakterienstimmen isolierten DNA-Préparate in bezug auf Hybridisie-
rung mit DNA-147, der DNA aus dem genetischen Donator, spezifisch
voneinander unterscheiden., Es ist interessant, daf St. Cx, der Trans-
formant; im Anteil homologer Basensequenzen in seiner DNA eine

Mittelstellung zwischen DNA-147 und DNA-C einnimmt.

Bei der Deutung dieser Feststellung miissen wir mehrere Punkte
berilicksichtigen, Das bhei der Hybridisierung zufdllige Zusammentreten
von DNA-Bruchstiicken mit mehr oder weniger groflen Abschnitten
homologer, d. h. komplementédrer, Basensequenzen hat zur Folge, daf
ungepaarte einstrédngige Teile der DNA {iberhéngen (vergl. Abb. 52;

s. DOTY, MARMUR et. al. 1960), Zum analytischen Nachweis hybri-
der DNA-Molektile fiihren SCHILDKRAUT et al. (1961) und MARMUR

et al, (1962) eine Zentrifugation im Dichtegradienten durch (analyti-
sche Ultrazentrifuge). Vorher werden die einstréngig gebliebenen Teile
der DNA durch eine Phosphordiesterase abgebaut, die speziell ein-
strédngige DNA angreift (LEHMAN 1960), Die Hybridisierung wird auBler-
dem in Lo6sung durchgefiihrt, Bei der von uns angewandten DNA-Agar-
Methode reagiert dagegen die im Agar eingebettete DNA mit Frag-
menten der rédiomarkierten DNA, Da die einstrdngigen Teile der DNA
nach der Renaturierung nicht abgebaut Werdgn, erhebt sich die Frage,
wieviele komplementdre Bindungen notwendig sind, um ein DNA-Frag-
ment an die DNA im Agar zu binden, Auflerdem diirfte die Grdéfle der
Fragmente ausschlaggebend sein, Aus diesen Griinden sind gleiche
experimentelle Bedingungen Voraussetzung fiir die Bestimmung ver-
gleichbarer Hybridisierungsraten, Wir haben bei unseren Untersuchungen
stets alle drei DNA-Préparate gleichzeitig und in jedem Falle mit der-
selben 32P-DNA angesetzt. Die in Tabelle 11 als "absolute' Hybridi-
sierung angegebenen Werte sind daher miteinander vergleichbar, Wir

haben so in der Hybridisierungsrate eine Aussage iiber den Anteil
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homologer Basenfolgen in der DNA der einzelnen Bakferienstimme,
verglichen mit der DNA aus St, 147, Diese kann aber nur so verstan-
den werden, dafl (vergl, Abb, 52) ein zufilliges Zusammentreten von

Molekiilabschnitten mit komplementidren Basensequenzen erfolgt.

Fassen wir die vergleichenden Untersuchungen an den DNA-Prépa-
raten aus den Partnern der uns interessierenden genetischen Transfor-
mation zusamimen, so l4#t sich folgendes sagen, Bei gleichen physika-
lisch~chemischen Eigenschaften sind geringe Unterschiede in der sum-
marischen Basenzusammensetzung der einzelnen DNA-Sorten nachweis-
bar, Der Versuch, an partiellen Abbaustufen (Apyrimidinsiure) der
betreffenden DNA Unterschiede in der Hiufigkeit bestimmter Nucleotide
mit verschiedener Kettenldnge herauszufinden, ergab jedoch keine spe-
zifischen Unterschiede, Allerdings muf hier auf die methodisch be-
dingten Einschrédnkungen der angewandten Methode hingewiesen werden
(s. S.108ff.). Bei Anwendung der DNA-Agar-Methode konnten wir da-
gegen zwischen den einzelnen DNA-Préparaten unterschiedliche Homolo~
giegrade in bezug auf den Gehalt komplementédrer Basensequenzen nach-
weisen, In dieser Beziehung nimmt die DNA des Transformanten St.

Cx eine Mittelstellung zwischen der DNA des Donators und des Accep-
tors ein, Eirie Feststellung, die wir auch bei den vergleichenden physio-
logisch-chemischen Untersuchungen machten, Wenn der Anteil homologer
Basensequenzen in der DNA Ausdruck genetischer und damit auch taxo-
nomischer Beziehungen zwischen den entsprechenden Mikroorganismen
ist (MARMUR, SCHILDKRAUT und DOTY 1962; SUEOKA 1964), so be-
weist das in unserem Falle eine verwandtschaftliche Beziehung zwischen
Agrobacterium tumefaciens und Rhizobium leguminosarum, Es liegt
demnach eine interspezifische Transformation zwischen zwei taxono-
misch nahestehenden Bakterienstdmmen vor, die zur Entstehung des

Stammes Cx gefiilhrt hat,
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IV, Bestimmung der Transformationsrate

Wie bereits ausgefithrt, kann man gewisse allgemein zutreffende Anfor-
derungenan die Partner einer moglichen Transformation stellen, Transfor-
mationen sind nur zwischen verwandten Bakterien moglich, Diese Beziehung
impliziert gleichzeitig einen &hnlichen strukturellen Aufbau der DNA der
Transformationspartner, Darvaus hat man den Schlufl gezogen, dafl die Hiu-
figkeit von Transformationen, d.h., die sog. Transformationsrate, verwandt-
schaftliche Beziehungen zwischen Acceptor und Donator widerspiegelt
(SCHAEFFER 1964), Andererseits ist bekannt, daB die Aufnahmebereitschaft
des Acceptors fiir die exogene DNA, die Kompetenz (S, 11 ff, ), von sehr vie-
len Faktoren abhidngt, Die optimale Kompetenz 146t sich nur empirisch er-
mifteln und gilt auch nur fiir den betreffenden Bakterienstamm. Da es keine
Standardbedingungen flir die genetische Transformation gibt, hat die Trans-
formationsrate als Ausdruck fiir bestehende genetische Beziehungen zwischen
Donator und Acceptor nur bedingten Wert, Zu diescen grundsédtzlichen Schwie-
rigkeiten tritt noch eine weitere hinzu, Es gibt noch keine quantitative Metho-
ds zur Selektionierung virulenter Transformanten. Wir haben bereits er-
wihnt, dafl der von BERNAERTS und DE LEY (1963) vorgeschlagene bioche-
mische Test (S, 89 ff, ) zum Nachweis virulenter Agrobacterien nicht unse-
ren Erwartungen entspricht, Dieser Test ist als Kriterium fiir die Virulenz
bei Agrobacterium tumefaciens und somit auch als Selektionsmethode fiir vi-
rulente Transformanten nicht geeignet. Nach wie vor jist der biologische
Nachweis der Virulenz, d,h, die experimentelle Induktion von Tumoren, die
sicherste Methode (KERN 1966), Da aber, wie noch zu zeigen ist, in unse -
rem Falle die Transformationsrate ohnehin sehr niedrig ist, verzichteten
wir vorerst auf die Bestimmung der Transformationsrate in bezug auf die

Virulen7z entstehender Transformanten,

Eine andere Mbglichkeit, die bei unseren Versuchsbedingungen auftre-
tenden Transformanten quantitativ zu erfassen, liegt in der Selektion z,.B,
streptomycinresistenter Transformanten, Donator und Acceptor unterschei-
den gich in diesem Merkmal (s, Tabelle 4, S, 76), Der Versuchsansatz

1468t sich folgendermafien formulieren: {
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Selektion T
Streptomycin * STRM

DNA-147 + St, C ———— T

Die Versuche hierzu wurden in der folgenden Weise durchgefiihrt

(vergl, S, 33): 20 h alte Kulturen von Stamm C werden mit "Pisum-
N#hrlésung auf einen Titer von 108 Bakterien/ml gebracht, abzentri-
fugiert, in anorganischer Lodsung (MEA-TE-Lo6sung nach SCHWINGHAMER
1960) suspendiert und diese Suspension auf drei Réhrchen (je 3 ml) auf-
geteilt,

Rohrchen 1: Zusatz von 1 ml steriler DNA; die Endkonzentration
an DNA im Ansatz betrégt 200 4 /mil,

Roéhrchen 2: Zusatz von 1 ml DNA-L&sung nach vorangegangener
Inkubation mit DNase (2 h, 379C) = Inaktivierungstest (s. S. 33).

Rohrchen 3: Zusatz von 1 ml '"Pisum-Nahrlésung' = Kontrolle,

Nach vierstiindiger Bebriitung werden die einzelnen Ansédtze auf Strep-
tomycinagar (100¥STRM/ml) ausgeplattet, Die Auszihlung streptomycin-
resistenter Transformanten erfolgte nach 3-4 Tagen, Die Ansétze in
Rohrchen 2 und 3 dienten zur Prifung der Sterilitdt der DNA, bzw. de-
ren Inaktivierung durch DNase und auch zum Nachweis spontan auftre-
tender Mutanten, Aliquote Volumina aus Rohrchen 3 wurden auch auf
N&ghrboden ohne Streptomycin ausgeplattet und damit die 100%-Stufe

als Bezug fiir die Transformationsrate festgelegt,

Wir erhielten auf diese Weise eine Transformationsrate in der
GroBlenordnung von 4-7 x 10-6 streptomycinresistenter Transformanten,
Diese Angabe stellt einen Mittelwert von 10 verschiedenen Ansétzen dar.
In Abb, 55 werden die Kolonieformen des Donators und des Acceptors
mit denen einiger Transformanten verglichen, Letztere sind z,T., glatt

und durchscheinend oder haben einen fein gezdhnten Kolonierand und

zeigen eine leicht runzelige Oberfldchenstruktur,

Bei Reinkulturen streptomycinresistenter Transformanten auf norma-
lem '"Pisum-Agar' stellten wir fest, daB einige von ihnen streptomycin-
abhéngig sind, d.h. nur in Gegenwart von Streptomycin wachsen kodnnen,
Wir priiften insgesamt 22 willkiirlich isolierte Transformantenstdmme

auf Streptomycinabhidngigkeit, indem wir die Konzentration des Anti-

bioticums ermittelten, bei der diese ein deutliches Wachstum =zeigten,
Die Teste fithrten wir in Flissigkeitskulturen durch., Die Ergebnisse

sind in Tabelle 12 dargestellt,
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Donator Acceptor

Transformanten

Abb, 55 Kolonieformen des Donators: Agrobacterium tumefaciens-
Stamm 147; des Acceptors: Rhizobium leguminosarum-Stamm
C und einiger Transformanten mit dem Selektionsmerkmal:
Streptomycinresistenz, Bei den beiden groflen Kolonien
(untere Reihe links und rechts) handelt es sich um strep-
tomycinabhéngige Transformanten,

Mit diesem Befund kénnen wir Resultate von BALASSA und GABOR
(1965) bestdtigen, In ihren Untersuchungen an Rhizobium lupini stellen

diese Autoren fest, dafBl sowohl die Streptomycinresistenz als auch die

-abhédngigkeit gemeinsam oder getrennt durch dasselbe DNA-Prédparat
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ibertragen werden koénnen, Sie nehmen an, daf beide Eigenschaften in
einem Genkomplex lokalisiert sind, Inwieweit allerdings eine stabile
oder instabile Streptomycinabhingigkeit vorliegt, wurde von uns nicht

untersucht,

Tabelle 12 Streptomycinresistenz und -abhédngigkeit

Streptomycinresistente

Transformanten (100 4 /ml), Streptomycinkonzentrationen (y’/ml)

Anzahl der isolierten Stim-

me mit gleichem Verhalten 0 20 40 60 80 100
12 + + + + + +
4 - + + + + +
3 - - + + + +
3 - - - + + +

Tabelle 13 Agglutinationstest

Transformanten mit
gleichem serologischen Antiserum-St, 147 Antiserum-St, C
Verhalten

34 - +

1 + -

4 + +

1 - -
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Ferner priiften wir insgesamt 40 aus den Transformationsansitzen
isolierte Stimme auf ihr serologisches Verhalten gegeniiber Antiseren
des Donators bzw, Acceptors im Agglutinationstest auf Objekttrigern
(s. S. 77 ff.). Die Ergebnisse sind in Tabelle 13 zusammengestellt.
Die iliberwiegende Zahl der Transformanten weist serologische Bezie-
hungen zum Acceptor und nur vereinzelt zum Donator oder zu beiden
Transformationspartnern auf. Nur in einem Falle fanden wir einen
serologisch selbstidndigen Typ. Bei diesen Resultaten mufl jedoch be-
riicksichtigt werden, dafl die Auswahl der Transformanten willkiirlich
war und daher keine quantitative Aussage lber das Vorkommen der

entsprechenden serologischen Typen mdglich ist,

Die Virulenz streptomycinresistenter bzw, -abhingiger Transfor-
manten beziiglich der Induktion pflanzlicher Tumoren wird z, Zt. ge-
prift, Dabei erhebt sich die Frage, ob die Streptomycinresistenz ein

geeigneter '"Marker'' fiir die Virulenz ist (vergl, S. 74).

Wir haben uns bisher nur mit der Transformation Agrobacterium
————wu--3y Rhizobium beschiftigt und konnten beweisen, daf} sie tat-

séchlich erfolgt. Uns interessierte aber auch die Frage, ob eine Trans-

Agrobacterium

formation in umgekehrter Richtung: Rhizobium —————
ebenfalls nachweisbar ist, Nach Tabelle 4 (s, 76) eignet sich als
Selektionsmerkmal das Sulfonamid Marbadal, ein 4-Aminobenzolsulfothio-
carbamidsalz des 2-Aminomethylbenzolsulfonamids, Die Versuchsanstel-

lung 14Bt sich formulieren:

Selektion
- St, . —— ey
DNA C + q't 147 4 T Marbadal T Vlarb‘

Die Transformationsansitze erfolgten wie oben dargestellt, Wir benutz-
ten Marbadalagar (GOOyMarbadal/ml) zur Selektion und ermittelten
eine Transformationsrate von 13-16 x 10~6 marbadalresistenter Trans-
formanten bei drei verschiedenen Ansidtzen. Von 15 isolierten Trans-
formantenstimmen reagierten im Agglutinationstest 13 positiv mit dem
Antiserum des Acceptors (St. 147), zwei zeigten nur eine schwache
Reaktion. In keinem dieser Féille konnten wir eine Antigen-Antikdérper-

Reaktion mit dem Antiserum des Donators (St. C) beobachten,
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Somit beweisen die hier beschriebenen quantitativen Transformations-
versuche, daBl Agrobacterium tumefaciens-Stamm 147 und Rhizobium
leguminosarum-Stamm gegenseitig transformierbar sind, Die ermittel-
ten Transformationsraten liegen in &hnlicher Groéflenordnung und sind
vergleichbar mit denen, die von anderen Autoren bei interspezifischen

Transformationen festgestellt wurden (z,B. ZELAZNA 1963),

v, DNA-Hybridisierung als Methode zum Nachweis genetischer und
taxonomischer Beziehungen

Auf grund vergleichender Untersuchungen an der DNA aus den Part-
nern der Transformation konnten wir nachweisen, daB zwischen der
DNA des Donators (A, tumefaciens-Stamm 147) und des Acceptors (Rh.
leguminosarum-Stamm C) ein gewisser struktureller Homologiegrad
besteht, Der Transformant (Stamm Cx) nimmt in dieser Beziehung
eine Mittelstellung ein, Entsprechend den heute vertretenen Vorstel-
lungen (MARMUR, SCHILDKRAUT und DOTY 1962; SUEOKA 1964) deu-
teten wir den Anteil homologer Basensequenzen als Ausdruck enger
genetischer und taxonomischer Relationen zwischen Donator, Traunsfor-
mant und Acceptor, Wenn Transformationen nur zwischen verwandten
Bakterien moglich sind, wire zu fordern, dafl durch den Nachweis kom-
plementérer Basenfolgen in der DNA prospektiver Transformationspart-
ner eine gewisse Wahrscheinlichkeit fiir die gegenseitige Transformier-
barkeit erbracht werden kdnnte, Zumindestens aber wire die Moglich-~
keit gegeben, verwandtschaftliche Verhiltnisse zwischen den jeweiligen

Bakterien aufzudecken,

Wie eingangs erwidhnt wurde (s, S, 1), sind fiir die taxonomische
Eingliederung der Rhizobien im wesentlichen die Fihigkeit zur Kné&ll-
chenbildung und die Wirtsspezifitit maflgebend (vergl, BERGEY 1957),
Die Systematik der Rhizobien ist immer noch ein viel diskutiertes
Problem (GRAHAM 1964), Schon aus diesem Grunde wiren weiter-
fihrende Wege wiinschenswert, Deshalb ist fiir unsere Betrachtungen

der Versuch von WAGENBRETH (1961) sehr interessant, durch die Be-
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stimmung des relativen Basengehaltes der DNA verschiedener Rhi-
zobium-Stdmme die systematische Einordnung der Knd&llchenbakterien
zu sichern, Der genannte Autor konnte zeigen, dafB die Rhizobien ent-
sprechend der Basenzusammensetzung ihrer DNA eine einheitliche Gat-
iung bilden, WAGENBRETH konnte auf dieser Basis zwei Gruppen unter- |
scheiden, die mit den "schnell wachsenden' und den 'langsam wachsen-
den'" Rhizobien identisch sind, DE LEY und RASSEL (1965) finden eine
Korrelation zwischen der Basenzusammensetzung von DNA aus 35 Stdm-
men der Gattung Rhizobium und ihrem Begeilelungstyp. Nach Ansicht
von SUEOKA (1964) haben verwandte Organismen auch einen #hnlichen
G=-C-Gehalt in ihrer DNA, Differiert dieser bei zwei Bakterienspezies
um mehr als 10 %, dann ist es wenig wahrscheinlich, dafl diese beiden
Bakterien DNA-Molekiile mit {ibereinstimmender Basenzusammensetzung

begitzen (SUEOKA, MARMUR und DOTY 1959), Jedoch schlieBen gleiche

Basenverhiltnisse nicht aus, daf Unterschiede in der Basensegquenz vor- %
liegen,

Wir sehen daher in der beschriebenen DNA-Hybridisierungsmethode
(s, S. 108 ff,) einen weiterfiihrenden Weg zum Nachweis genetischer
und taxonomischer Beziehungen zwischen den betreffenden Bakterien,
Zur Kldrung der Frage, welche Rhizobium-Arten bzw, -Stdmme als
mogliche Transformationspartner von Agrobacterium tumefaciens in
Frage kommen konnten und wieweit taxonomische Aussagen moglich
sind, ftuhrten wir entsprechende DNA-Hybridisierungsversuche durch,
An dieser Stelle kann allerdings nur tber vorliufige Ergebnisse be=-

richtet werden, die mit der gebotenen Vorsicht aufzunehmen sind,

Wir isolierten aus verschiedenen Stimmen von A, tumefaciens, A,
rhizogenes, A, radiobacter und der Gattung Rhizobium die DNA, deren
Gehalt an Guanin-Cytosin durch thermische Denaturierung (Tm-Punkt,

S, 98) bestimint wurde,

Besonders bei DNA-Priparaten aus einig~n Rhizobium-Stdmmen
konnten wir nur eine geringe Hyperchroiaizitdat feststellen, In der An-
nahme, dafl die DNA in denaturierter Form vorliege, haben wir den

Priparationsgang mehrfach variiert; u,a, wendeten wir auch die Methode
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von BERNS und THOMAS jr. (1965) an, die die Gewinnung hochmolekularer
DNA erméglicht (vergl, S, 30), Aber auch diese DNA-Priparate wiesen nur
eine geringe Hyperchromizitit von ca, 15% auf (vergl, Abb, 8 und Abb, 56).
Da es sich bei diesen Rhizobien um starke Schleimbildner handelt, lag die
Vermutung nahe, dafl Verunreinigungen der DNA-Préparate mit Polysaccha-
riden des Schleimes hierfiir verantwortlich sein kénnten, Durch elektropho-

retische Fraktionierung solcher DNA-Préparate konnten wir den Beweis fiir

diese Annahme fithren (S, 22 ff,),

In Abb, 56 werden die thermischen Denaturierungskurven eines solchen
DNA-Priparates vor und nach der elekirophoretischen Reinigung gegeniiber-
gestellt, Hieraus geht hervor, dafl die Depression der Hyperchromizitit ein-
deutig durch die Polysaccharide bedingt ist, Andererseits sieht man aber
auch (Abb, 56), daB die Lage des T,,-Punktes kaum verschoben ist, Dem-
nach ist trotz dieser Verunreinigung die Bestimmung des G-C-Gehaltes der
DNA durch den T, -Punkt mdglich, Da wir von dieser Mdoglichkeit zur Rei-
nigung der DNA nur in einigen Fillen Gebrauch machen konnten, sei auf die-
se Schwierigkeiten aufmerksam gemacht, Wir verwendeten fiir die Hybridi-
sierungsversuche nur DNA-Priparate, die sich hinsichtlich der thermischen

Denaturierung normal verhielten (vergl, Abb, 8),

30

10 1

Y% Hyperchromizitat

Abb, 56 Thermische Denaturierungskurven von DNA aus einem Stamm
von Rhizobium japonicum, ---- = ohne weitere Reinigung,

= dasselbe Priparat nach Fraktionierung durch Ablen-

kungselektrophorese (vergl, Abb, 4 und 5), Man beachte die

gleiche Lage des T,,-Punktes,
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Die Hybridisierungsversuche fithrten wir in der auf S, 108 beschriebe-

nen Weise

durch. indem wir 32P-markierte DNA aus A, tumefaciens-
3

Stamm 147 mit entsprechendem DNA-Agar inkubierten und die Hybridi-

sierungsrate ermittelten, Die ersten vorlidufigen Ergebnisse dieser A: aly-

sen werden in Abb, 57 dargestellt, Diese Versuche bediirfen erneuter Uber-

priifung und miissen durch Einbeziehung von DNA-Préiparaten weiterer Bakte-

rienstimme gesichert werden,
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57

Der relative Basengehalt in der DINA verschiedener Stidmme

der Rhizobiaceae, ausgedriickt durch den prozentualen Gehalt
an Guanin-Cytosin-Basenpaaren; Bestimmung durch den Tm-
Punkt und auflerdem z,T. papierchromatographisch an DNA-
Hydrolysaten (s, S, 94). Die DNA-Hybridisierung erfolgte nach
der Methode von McCARTY und BOLTON (1963) mit 32P-mar-
kierter DNA aus A.tumefaciens-Stamm 147 (schwarze Saule).
Die relativen Hybridisierungsraten wurden prozentual auf diz
als 100 % gesetzte homologe Rate (DNA-147 + DNA-147; 60 %
"absolute'" Rate, vergl, Tabelle 11) bezogen, Die Zahlenanga-
ben auf den einzelnen Siulen stellen die relativen Hybridisie-
rungsraten dar, Sie sind Mittelwerte von je drei Ansétzen,
die Abweichungen entsprechen denen in Tahelle 11,
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Immerhin zeichnet sich, wie aus Abb, 57 deutlich zu erkennen ist, bereits
jetzt eine enge verwandtschaftliche Beziehung zwischen A, tumefaciens und
A, radiobacter ab, Die Hybridisierungsraten dieser beiden Arten liegen in
dhnlicher Grodflenordnung, Der untersuchte Stamm 146 von A, rhizogenes
dagegen weist eine geringere Hybridisierungsrate auf, Es ist iberraschend,
dafl Rhizobium leguminosarum-Stamm C (s, Abb, 57) eine gleich hohe Hy-
bridisierungsrate hat wie die gepriiften Stdmme von A, tumefaciens (Pappel
3; I b 3) und A, radiobacter (ISC 1) hat, Eigentlich wire anzunehmen, dafl
die Rate innerhalb der Art A, tumefaciens wesentlich héher liegen mifte,
Wieweit Rh, leguminosarum in dieser Beziehung einen Sonderfall innerhalb

der Gattung Rhizobium darstellt, kann z, Zt. noch nicht entschieden werden,

Was wir aber an diesen ersten Ergebnissen schon jetzt demonstrieren
koénnen, ist die beschrinkte Aussagekraft der summarischen Basenzusammen-
setzung der DNA (G-C), wenn sie als einziges Kriterium fiir die taxonomi-
sche Stellung des betreffenden Bakteriums herangezogen wird, Es soll nicht
bestritten werden, dafl verwandte Organismen eine ghnliche Zusammen-
setzung ihrer DNA haben, Hier sei auf die Darstellungen von SUEOKA (1964)
verwiesen, In der von uns angewandten DNA-Hybridisierungsmethode
(McCARTHY und BOLTON 1963) sehen wir aber einen weiterfithrenden ana-
lytischen Weg, der weiterreichende Schliisse erlaubt als nur der relative

Basengehalt der DNA,

AbschlieBend seien einige weitere Ergebnisse mitgeteilt, die sich
bei Anwendung der Hybridisierungsmethode ergeben haben, Wir verfolgen
bei unseren Untersuchungen nicht nur die Absicht, neue potentielle Trans-
formationspartner fiir A, tumefaciens zu finden, sondern sind auch an Fra-
gen interessiert, die mit der symbiontischen Stickstoffassimilation der
Knoéllchenbakterien zusammenhingen, Wir bezogen daher auch Blattsym-
bionten mit in unsere Untersuchungen ein, Die Bakterien, die in den Blit-
tern verschiedener Rubiaceae leben und Stickstoff binden (CENTIFANTO
und SILVER 1964), verdienen besondere Beachtung (SCHAEDE 1962;
SCHWARTZ 1959), Mehrere Arten der Gattungen Psychotria und Pavetta

bilden in ihren Blittern Knoétchen, die dicht mit Bakterien besiedelt sind,
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Diese Art des Zusammenlebens von Pflanze und Bakterium soll hier nicht
ndher erdrtert werden, Jedoch sei darauf hingewiesen, daf diese Bakte-
rien einen morphogenetischen Einflull auf die Wirtspflanzen ausiiben, da
bakterienfreie Pflanzen verkiimmern (FABER 7912), Es liegt hier eine zyk-
lische Symbiose vor, bei der die Bakterien vom Sproflscheitel in die Blii-
tenanlagen, von dort in die Samenanlagen und in den Samen gelangen, Sie
infizieren schizogene Sekretbehélter der Blattanlagen und verursachen die
Entstehung von Blattknodtchen, in denen sie interzelluldr vorkomrinen (s,

Abb, 58-61),

Die systematische Eingliederung der aus Blattkn&tchen der Rubiaceae
isolierten Bakterien hat zu sehr unterschiedlichen Auffassungen gefiihrt,

FABER (1912) schlug die Bezeichnung Mycobacterium rubiacearum vor,

wihrend ADJANOHOUN (1957) Blattsymkionten von Psychotria-Arten in die
Gattung Flavobacterium stellt, Nenerdings klacsifizieren CENTIFANTO

und SILVER (1964) Endophyten aus Psychotria bacferiophila auf grund
morpholcgischer, serologischer und physiologischer Charakteristika als
Klebsiella rubiacearum , stellen sie also in die Klebsiella-Aerobacter-

Gruppe der Enterobacteriaceac (s, BERGEY, 1957), KNOSEL (1963) sieht

dagegen in morphologischen und kulturellen Merkmalen, insbesondere in
dem Vermdgen zur Sternbildung (s. Abb. 33), einen Hinweis auf die Zuge-
horigkeit der Blattbakterien zum Verwandtschaftskreis der Rhizobhiaceae,
Er schligt fiir die Blattkndilchenbakterien - besonders bei Pavetta zimmer-

manniana - den Namen Phyllobacterium rubiacearum vor, In die neue Gat-

tung Phyllobacterium ordne: dieser Autor u,a, auch die in Blittern von
Ardisia vorkommenden Bakterien - Bacterium foliicola, MIEBEE 1911 -
ein,

Da unseres Wissens noch keine Angaben iiber die Zusammensetzung der
DNA aus Blattbakterien vorliegen und daher auch noch keine Hybridisierungs-
analysen durchgefiihrt sind, isolierten wir aus Blattknodllchen von Psycho-
tria bacteriophila (Abb, 58) und Ps, maingayi einige Bakterienstdmme und

kultivierten sie auf Mannitagar (Methoden S, 34), Von je einem Stamm leg-

ten wir Massenkulturen in flissigem Mannit- ledium an und isolierten

aus ihnen DNA, Bei der thermischen Denaturierung und Bestimmung des
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T -Punktes hatten diese DNA-Priparate eine Hyperchromizitdt von 27-30%,
Aus den T -Punkten ergab sich in beiden Fé&llen ein hoher Gehalt an Guanin-
Cytosin, 67% bei Psychotria bacteriophila und 71, 3% bei dem aus Blittern
von Ps, maingayi isolierten Bakterienstamm, Bei Hybridisierungsversuchen
mit radioaktiv markierter DNA aus A, tumefaciens-Stamm 147 (s, Abb, 57)
stellten wir eine liberraschend hohe Hybridisierungsrate zwischen beiden
fest, Im Falle des einen Bakterienstammes aus Psychotria bacteriophila
liegt diese mit 28% in dhnlicher GréBenordnung wie z, B, bei Vertretern

der Gattung A, tumefaciens oder A, radiobacter, Bei dem aus Psychotria
maingayi isolierten Stamm wiesen wir sogar eine Hybridisierungsrate von

62% nach,

Abb, 58 Blaftunterseite von Psychotria bacteriophila mit bakterien-
gefiillten Pusteln,
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Abb, 59 Psychotria bacteriophila, Querschnitt durch ein Blatt-
knétchen, Vergroéflerung ca, 40 x

Abb, 60 Schnitt durch das bakterienhaltige Blattgewebe von Psychotria
bacteriophila, (Ultradiinnschnitt; Fixierung: Osmium-Chrom;
Einbettung Vestopal; Vergréferung 6000 x; B = Bacterien;

P = Chloroplasten; T = Tonoplast; V = Vakuole; Zw = Zellwand,)
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R O

Abb, 61 Ausstrich aus einem Blattknétchen von Psychotria maingayi:
bacterioide Formen, (Hitzefixierung, Anfidrbung mit Kristall-
violett, VergréBerung ca. 3000 x).

Diese Befunde deuten auf moglicherweise enge verwandtschaftliche Be-
ziehungen der untersuchten Bakterienstdmme zu den Rhizobiaceae hin, Das
wiirde die von KNOSEL (1963) vertretene Auffassung unterstiitzen, Wir kdn-
nen jedoch vorerst nur die hohe Hybridisierungsrate mit der DNA eines An-
gehorigen der Rhizobiaceae und die in Blattausstrichen nachgewiesenen In-
volutionsformen (Abb, 61), die eine auffallende Ahnlichkeit mit den Bacteri-
oiden der Knollchenbakterien (Rhizobium) haben, als Argument fiir ver-
wandtschaftliche Beziehungen dieser Bakterien zur Familie der Rhizobiaceae
anfiihren, Diese Annahme kann z, Zt. nur eine Arbeitshypothese sein, die
weiterer Beweisflihrungen bedarf. Wir sind der Meinung, dafl die unter-
schiedliche Klassifizierung der Blattsymbionten ihre Ursache auch darin
haben kann, daf nicht immer die Symbionten selbst, sondern deren Begleit-
organismen untersucht wurden, Wir kénnen diese Mé&glichkeit in unserem
Falle nicht v6llig ausschlieBen, Der Beweis daflir, dafl es sich tatséchlich
um die Blattsymbionten handelt, miilte durch Infektion bakterienfreier Pflan-

zen gefiihrt werden, Da hier eine zyklische Symbiose (s. oben) vorliegt,
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und uns die Sterilisation der Pflanzen durch Hitzebehandlung bedenklich
erscheint, sind noch experimentelle Schwierigkeiten zu tiberwinden, Mog-
licherweise kann auch hierbei das Antibioticum Vancomycin (S, 39) ein-
gesetzt werden, FEine Klidrung der abweichenden Klassifizierung der
Blattsymbionten wird erst durch den Vergleich der von den einzelnen
Autoren untersuchten Reinkulturen moglich sein. Leider hatten wir dazu

noch keine Moglichkeit,

VI. Diskussion

Wie eingangs dargelegt, bestimmen noch ungeklidrte Vorginge bei
der Induktion pflanzlicher Tumoren durch Agrobacterium tumefaciens
unsere Untersuchungen, Nach wie vor ist das sog. 'tumorinduzierende

Prinzip' hypothetischer Natur. Zahlreiche Untersuchungen zur Aufkli-

rung des TIP liegen vor, bei denen u,a. mit sterilen Extrakten aus
virulenten Bakterien und Inkubation mit WundpreBsiften (s, Abb. 1)
oder in Gegenwart von Wuchsstoffen (u.a, MANIGAULT und STOLL ;
1958, 1960; THOMAS und KLEIN 1959; BENDER und BRUCKER 1956,

1958, 1959; RATHSACK und BRUCKER 1961; STAPP 1963; KLEIN 1965)

die zellfreie Induktion von Pflanzentumoren gelungen zu sein schien,

Diese Resultate erwiesen sich bei erneuter Uberpriifung (BRAUN und

STONIER 1960) als unsicher, Einmal war nicht immer die Sterilitit

der benutzten Extrakte garantiert und zum anderen unterschieden sich

die durch Inokulation mit Protein-DNA-Gemischen hervorgerufenen
Stengelwucherungen von echten ''crown-gall'-Tumoren u.,a. in frih ein-

setzender Nekrose und Nichttransplantierbarkeit (ALBERTINI et al. 1961),

Da demnach das virulente, lebende Bakterium direkt oder indirekt
das TIP produzieren muf}, flihren Untersuchungen an virulenten Bakterien
moglicherweise zu weiterfihrenden Erkenntnissen, Wir wihlten deshalb
die genetische Transformation als experimentellen Weg, um durch
wechselseitigen Austausch genetischen Materials zwischen Agrobacterium
tumefaciens und Stdmmen der Gattung Rhizobium Aufschliisse iber die

genetischen Grundlagen der Féhigkeit zur Induktion pflanzlicher Tumoren
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zu erlangen, Zum anderen bestand die Moglichkeit, Einblicke in die

symbiontische Stickstoffassimilation zu bekommen,

Wir konnten zeigen, daB eine Ubertragung der Virulenz durch gene-
tische Transformation von Agrobacterium tumefaciens auf Stdmme von
Rhizobium moglich ist, Filir die Transformation DNA-147 + St, C —>»
St. Cx wiesen wir an Hand zahlreicher Befunde nach, daB der unter-
suchte Bakterienstamm Cx durch Transformation entstanden sein
muBl, Wenn sich auch diese Folgerung auf Indizien stiitzt und die Fehler-
moéglichkeiten, die eine Transformation vortduschen koénnen, besonders
berticksichtigt wurden, konnte doch sichergestellt werden, dafl der
transformierte Stamm sich in vieler Hinsicht sowohl vom Donator, als
auch vom Acceptor unterscheidet (KERN 1965 a,b,c). Wieweit aller-
dings die auffidllige Mittelstellung des Transformanten beziliglich ver-
schiedener Eigenschaften des Donators und des Acceptors zufidllig ist,
kann nur durch weitere Untersuchungen gekldrt werden, Die Ausweitung
vergleichender Analysen auf weitere, ebenfalls virulente Transforman-

ten ist daher unbedingt notwendig,

Die unter unseren Versuchsbedingungen sehr niedrige Transfor-
mationsrate (Kapitel IV) erlaubt allerdings den direkten Nachweis einer
Transformation noch nicht in der Art, wie er an den klagsischen Ob-
jekten der Transformation wie Haemophilus influenzae, Diplococcus,
Bacillus subtilis u.a. moglich ist (SCHAEFFER 1964), Die Analyse des
Transformationsvorganges selbst ist noch mit zahlreichen experimen-
tellen Schwierigkeiten behaftet, Wie bereits betont, kann die optimale
Kompetenz nur empirisch ermittelt werden, Sowohl durch Variierung
der Kulturbedingungen vor Zugabe der DNA zum Transformationsansatz,
als auch durch unterschiedliche Konzentrationen der Donator-DNA ist
eine Steigerung der Transformationsrate durchaus mdglich, wie z.B,
ZELAZNA (1963, 1964 a und b) bei intra- und interspezifischen Trans-
formationen bei Stimmen von Rhizobium trifolii zeigen konnte, Immer-
hin ergeben unsere quantitativen Transformationsversuche, bei denen
wir die Streptomycinresistenz als Selektionsmerkmal benutzten, Trans-

formationsraten, die mit denen von ZELAZNA (1963) vergleichbar sind,
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Durch die reziproke Transformation, bei der wir die Resistenz gegen-
tber einem Sulfonamid (Marbadal) als Selektionsmerkmal benutzten,
konnten wir den Beweis erbringen, dafl Agrobacterium tumefaciens
(St. 147) und Rhizohium leguminosarum (St, C) gegenseitig transformier-
bar sind, d.h. sowohl als Donator wie als Acceptor fungieren kénnen

(Kapitel IV),

Den Nachweis, dafl die von dem transformierten Stamm Cx induzier-
ten Wucherungen mit echten '"crown-gall'-Tumoren vergleichbar sind,
erbrachten wir durch vergleichende histologische Untersuchungen
(S. 39 ff.). Auf die Schwierigkeiten, steriles Gewebe zu erhalten, da-
mit Transplantationen durchzufiihren bzw, das Verhalten in Gewebe- |
kultur zu studieren, wurde hingewiesen (S. 39), Wir glauben, im
Vancomycin ein Antibioticum in Hidnden zu haben, welches Gewebe
bakterienfrei macht, ohne dabei die Wirtsbflanze zu schidigen., Das
histologische Bild der durch Stamm Cx hervorgerufenen Wucherungen
(Abb, 13) stiitzt aber unsere Annahme, dafl wir es mit echten Tumoren

zu tun haben,

Wie vorsichtig man jedoch in der Deutung morphologischer Befunde
sein muB, haben wir an den ''Pseudoknélichen' gezeigt, die im Nodu-
lationstest an den Pflanzenwurzeln von Pisum sativum auftraten (Abb,
21, 22 und 24), Hitten wir uns damit begniigt, die Fihigkeit zur
Knéllchenbildung nur bei dem transformierten Stamm Cx und dem
Acceptor (Rhizobium leguminosarum-Stamm C) gegeniiber unbeimpften
Kontrollpflanzen zu priifen, so hédtten wir den Schlul ziehen kd&nnen,

daBl St. Cx eine ineffektive Knéllchenbildung verursacht (Abb, 19), Da

aber auch in Gegenwart von Agrobacterium tumefaciens dieselben
"Knéllchen' auftraten, die im elektronenmikroskopischen Bild die
typischen Bilder einer Rhizobiuminfektion aufwiesen (Abb, 26, 28, 29
und 31), kamen wir zu einer anderen Schluflfolgerung (vergl. S. 59).
Diese Beobachtungen sind nicht nur von Bedeutung fiir unsere Unter-
suchungen, sondern sie mahnen zur Vorsicht in der Auslegung von Ver-
suchsergebnissen z,B, bei der Ubertragung der Wirtsspezititdt durch

Transformation in der Gattung Rhizobium, In diesem Zusammenhang
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sei auf die kritischen Untersuchungen von WAGENBRETH (1965) hinge-

wiesen,

Die Feststellung, daBl der transformierte Bakterienstamm (St. Cx)
die Fadhigkeit zur symbiontischen Stickstoffassimilation verloren hat
und offensichtlich auch keine ineffektiven Wurzelknoéllchen induzieren
kann, ist nicht tiberraschend. Da die symbiontische Effektivitdt von sehr
vielen Faktoren sowohl von seiten der Pflanze, als auch von der be-
treffenden Bakterienart abhingt (NUTMAN 1965), kann die Verinderung
eines der Faktoren zur Ineffektivitdt des Bakteriums fiihren. Diese
Tatsache wird durch eine kiirzlich erschienene Arbeit von KLECZOWSKA
(1965) experimentell belegt, Diese Autorin fiihrte Transformationen an
Stdammen von Rhizobium trifolii durch, bei denen sie einen effektiven
Stamm mit der DNA eines ineffektiven Stammes behandelte, Der als
Acceptor verwendete Rhizobium-Stamm wurde daraufhin ineffektiv., Der
Versuch, durch entsprechende Transformation ineffektive Bakterien
effektiv zu machen, scheiterte in jedem Falle, obwohl die Transforma-
tionspartner in enger genetischer Beziehung standen und sich nur in der
Effektivitdt voneinander unterschieden. Betrachtet man die genetische
Konstellation von Pflanze und Bakterium (NUTMAN 1954 a,b) als Voraus-
setzung flir eine effektive Nodulation, so ergibt sich, dafl jede Veré&n-
derung eines an diesem Ph&nomen beteiligten Gens durch Transforma-
tion oder Mutation (vergl, SCHWINGHAMER 1962) weit hiufiger zur
Ineffektivitdt als zur Effektivitdt flihrt, In unserem Falle wurde aller-
dings nicht gepriift, ob Stamm Cx an anderen Wirtspflanzen als Pisum

sativum Wurzelkn6llchen hervorrufen kann,

Die stark ausgeprégte Spezialisierung der Knoéllchenbakterien hat
naturgemif zu zahlreichen und sehr unterschiedlichen Ansichten {iiber
die Evolution dieser Mikroorganismen gefiihrt, So nimmt z,B, NORRIS
(1956) an, daB Rhizobien der tropischen Vigna-Gruppe mit relativ brei-
tem Wirtspektrum urspriinglich sind, Von ihnen sollen sich die Rhizo-
bien der geméBigten Breiten mit stidrkerer Wirtsspezifitdt ableiten,
Dieser Autor vermutet, daf sich die Kndéllchenbakterien aus einem Typ

phylogenetisch entwickelt haben miissen, der den rezenten ''langsam
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wachsenden'' Rhizobien dhnlich war, BISSET (1955, 1958, 1959) leitet
dagegen die Rhizobien von den freilebenden Stickstoffbindern Azotobac-
ter, Clostridium und Bacillus polymyxa ab, FEine enge Beziehung der
Rhizobien zur Gattung Pseudomonas wird ebenfalls angenommen
(THIMANN 1964 S, 373), Auf Versuche, die Sternbildung (Abb. 33) als
taxonomisches Merkmal zu verwenden, wurde bereits hingewiesen

(S. 126, vergl, KNOSEL 1963), Die Zusammenfassung dzr Gattungen
Agrobacterium, Rhizobium und Chromobacterium zur Familie der
Rhizobiaceae (s, BERGEY 1957) wird vielfach als wenig gliicklich
(vergl., THIMANN 1964, S, 373) und als nicht endgiiltig angesehen,

Aus diesem Grunde mufBlte zur Beweisfiihrung fiir das Vorliegen
einer genetischen Transformation zwischen Agrobacterium tumefaciens
und Rhizobium leguminosarum auch die verwandtschaftliche Beziehung
zwischen Donator und Acceptor nachgewiesen werden, Damit wurden wir
zwangsldufig mit den Problemen konfrontiert, die mit der Taxonomie
der Rhizobiaceae verbunden sind, GRAHAM (1963, 1964) kommt auf
grund seiner vorwiegend serologischen Untersuchungen zu der Auffas-
sung, dafl nur drei Arten innerhalb der Gattung Rhizobium abzugrenzen
sind:

1, Rhizobium meliloti;

2, Rhizobium leguminosarum, eine Sammelbezeichnung flir Rh, legumi-
nosarum, Rh, trifolii und Rh, phaseoli nach der Einteilung von BERGEY
(1957);

3. Phytomyxa japonicum, eine neue Bezeichnung fiir Rh, lupini, Rh,
japonicum und Bakterien der ''cowpea''-Gruppe.

Dariiberhinaus ergibt seine mit einem Computer vorgenommene Aus-
wertung von Versuchsdaten, dal A, tumefaciens und A, radiobacter in

die Gattung Rhizobhium einbezogen werden miiten,

Unsere Ergebnisse sind mit diesen Vorstellungen gut zu vereinba-
ren, Zundchst spricht hierfiir die von uns nachgewiesene gegenseitige
Transformierbarkeit von A, tumefaciens und Rh, leguminosarum (S,
116 ff,). Eine weitere Bestdtigung dieser verwandtschaftlichen Bezie-

hungen ergibt sich auch aus den in Kapitel V mitgeteilten vorldufigen
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Ergebnissen, Gemessen am Grad homologer Basensequenzen der be-
treffenden DNA, miissen A, tumefaciens, A. radiobacter und Rh, le-
guminosarum-Stamm C einer Organismengruppe angehoéren (vergl,

Abb, 57),

In diesem Zusammenhang sei jedoch nochmals darauf hingewiesen,
dafl die dabei angewandte Hybridisierungsmethode nur eine Aussage
tiber die Hiufigkeit homologer DNA-Abschnitt mit komplementérer
Basenfolge macht (S, 109)., Im Hinblick auf die komplexen genetischen
Funktionen der DNA hat diese Methode in ihrer Aussagekraft natiirlich
bestimmte Grenzen, Beil genetischen und taxonomischen Untersuchungen
erweist sie sich als wertvolles Hilfsmittel, das zusammen mit morpho-
logischen, serologischen und physiologisch-chemischen Analysen an der
Kidrung taxonomischer Fragen wesentlichen Anteil haben diirfte, Unse-
res Wissens liegen in der Literatur noch keine DNA-Hybridisierungs-

analysen in der Familie der Rhizobiaceae vor,

Die sich abzeichnende verwandtschaftliche Beziehung der Blatt-
symbionten (S, 127 ff,) zur Familie der Rhizobiaceae ist in mehr-
facher Hinsicht interessant, Einmal wiirde die noch weiter zu sichern-
de taxonomische Stellung dieser Bakterien neue phylogenetische Ge-
sichtspunkte ergeben, Von besonderer Bedeutung aber diirfte der hier
vorliegende Modus der Stickstoffassimilation sein, Neuere Untersu-
chungen von CENTIFANTO und SILVER (1964) an Endophyten von
Psychotria bacteriophila haben ergeben, dafl sie in der Pflanze wie
auch in Reinkultur Stickstoff assimilieren (s. auch NICHOLAS 1964)
kénnen, Das bedeutet, dafl die Blattsymbionten asymbiontische wie
symbiontische Stickstoffbinder sind, Hinzu kommt, daB sie nur in den
Interzellularen der Wirtspflanze vorkommen (vergl, Abb, 60), im Ge-
gensatz zu den Knoéllchenbakterien, die inter- aber auch intrazelluldr
leben, Man kénnte daraus schlieBen, daB fiir das Zustandekommen der
Symbiose in den Blittern eine nicht so hohe Spezialisierung zwischen
Wirtspflanze und Bakterium erforderlich ist wie bei der Symbiose der

Leguminosen,
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Auf grund dieser Uberlegungen 148t sich folgende Entwicklungsreihe

aufstellen:

1. freilebende Stickstoffbinder: Azotobacter, Clostridium, Bacillus

polymyxa, einige Blaualgen u.a.J{

2. asymbiontische und symbiountische Stickstoffbinder: interzelluldres

Vorkommen in der Wirtspflanze, Blattsymbionten einiger Vertreter

der Rubiaceae (Pavetta, Psychotria)

3. symbiontische Stickstoffbinder: inter- und intrazelluldres Vorkommen

in der Wirtspflanze, Symbionten (Rhizobium) bei Leguminosen und
einigen Nicht-Leguminosen (Alnus, Hippopha€, FEleagnus, Ceanothus,
Coriaria, Casuarina u,a.; s, BOND 1958), Die systematische Stel-

lung der Endophyten dieser Pflanzen ist noch nicht véllig geklart,

Diese Reihe ist nicht phylogenetisch zu verstehen, vielmehr soll
in ihr nur die Mittelstellung der Blattendophyten zwischen asymbionti-

schen und symbiontischen Stickstoffbindern ausgedriickt werden,

In unseren Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dafl die
Virulenz des Erregers der 'crown-gall'-Tumoren durch Transformation
libertragbar ist, Damit werden zwar die Befunde von KLEIN et al,
(1953; 1956) bestitigt, jedoch kana keine Aussage iiber die stoffliche
Natur des geforderten 'tumorinduzierenden Prinzips'' (BRAUN 1947) ge-
macht werden, In unserem Falle wurde unter anderen Eigenschaften
auch die Fé&higkeit zur Induaktion pflanzlicher Tumoren itibertragen, Das
bedeutet jedoch nicht, dafl das TIP selbst tbertragen wurde, Das Prob-
lem der Isolierung und Charakterisierung des TIP ist noch immer un-

gelést (s, KLEIN 1965),

Es gibt Bedingungen, unter denen Tumoren wieder zu einem mehr
oder weniger normalen Wachstum fbergehen, Solche Uberginge von
Tumoren in sog. Teratome (vergl. Abb, 17) zeigen, daB die Tumori-
sierung der Zellen nicht irreversibel ist., Damit wird die Annahme,

dafl die Tumecrentstehung durch Ver&dnderungen im Genom der umge-
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wandelten Tumorzelle bedingt sei, zweifelhaft (vergl., RATHSACK und
BRUCKER 1961), Die Ursachen der Bildung von Tumorea sind eher in
Regulationsmechanismen zu suchen, die das ''Ablesen' des genetischen
Codes steuern, Nach den von JACOB und MONOD (s, BRESCH 1964)
entwickelten Vorstellungen wird die Aktivitdt verschiedener Gene durch
andere Gene, die sog, Operatorgene, kontrolliert, Das Aktivwerden
der Gene ist mit dem Stoffwechsel der Zelle gekoppelt, Im Plasma ge-
bildete Repressoren konnen durch spezifische Molekiile aktiviert bzw,
inaktiviert werden, Die Repressoren reagieren andererseits mit spe-
zifischen Operatorgenen und kénnen Gengruppen in Funktion setzen oder
blockieren, AuBere Einfliisse kénnen dazu fiihren, daf die Zelle in
einen stabilen Zustand versetzt wird, ohne daf hierbei das Genom ver-
dndert wird, Auf die Verhiltnisse bei den 'crown-gall'-Tumoren iiber-
tragen, kdnnte man annehmen, dafl unter dem EinfluBl tumorinduzieren-
der Stoffe die durch den Wundreiz (vergl, Abb, 1) zu reger Zellteilung
veranlafiten Gewebe daran gehindert werden, wieder in den normalen

teilungsinaktiven Zustand zurtickzukehren (s, BERGMANN 1964),

Das Tumorproblem ist somit eng verknlipft mit Fragen der Ent-
wicklungsphysiologie, Eine Lé&sung des ''crown-gall''-Problems ist nur
von Erkenntnissen zu erwarten, die die Tumorforschung in ihren viel-
seitigen Arbeitsrichtungen in der Zukunft erbringen wird, Unsere Er-
gebnisse zeigen gewisse Moglichkeiten auf, die dabeil von Bedeutung
sein koénnten, Die bel unserer Fragestellung beriihrten biologischen
Probleme sind mannigfaltig, Durch Anwendung moderner Methoden
sind weiterfithrende Informationen zu erwarten, die zur Klidrung des
Tumorproblems wie des Phinomens der symbiontischen Stickstoff-

assimilation beitragen k&nnen,
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VII, Zusammenfassung der Ergebnisse

Als Beitrag zum vielschichtigen Problem der Entstehung pflanzli-
cher Tumoren - insbesondere der sog, Wurzelhalsgallen (''crown-gall') -
werden Untersuchungen iiber die Virulenz tumorinduzierter Bakterien
durchgefiihrt, Es wird geprift, ob die Mdglichkeit einer Ubertragung
der Fé&higkeit zur Induktion von Tumoren von Agrobacterium tume-
faciens auf Angehdrige der Gattung Rhizobium besteht, Dabei wé&hlten
wir die genetische Transformation als experimentellen Weg und kniipf-
ten an die Untersuchungen von KLEIN und KLEIN (1953, 1956) an, Die

Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1, Mit der DNA aus virulenten Stdmmen von Agrobacterium tume-

faciens kann die Virulenz (Tumorinduktion) auf einige Rhizobium-Stdmme

libertragen werden,

2, Zur Sicherung einer erfolgten genetischen Transformation wird
der Reaktionsansatz: DNA (aus A, tumefaciens-St, 147) + Rhizobium
leguminosarum-Stamm C niher untersucht und ein hieraus hervorge-
gangener virulenter Stamm (St, Cx) analysiert. An diesem Modell wird

das Vorliegen einer genetischen Transformation wahrscheinlich gemacht,

3. Bei entsprechenden Kontrollversuchen werden die kritischen

Fehlerquellen Uberpriift. Die hierbei erhaltenen Ergebnisse erfiillen

ebenso wie die physikalisch-chemische Beschaffenheit der verwendeten

Donator-DNA alle Voraussetzungen fiir eine Transformation,

4, Die von einem transformierten Rhizobium-Stamm (St. Cx) an
Pflanzenstengeln hervorgerufenen Geschwulste sind in ihrem histologi-

schen Aufbau mit echten '"crown-galls" vergleichbar,

5., Stamm Cx, als Transformant eines Rhizobium-Stammes (St. C),
hat die F&higkeit zur symbiontischen Stickstoffassimilation verloren,
Auf grund elektronenmikroskopischer Untersuchungen an den ''Pseudo-
kn&llchen', die im Nodulationstest in Gegenwart des Transformanten
(St, Cx) wie des Donators (A, tumefaciens-Stamm 147) an Erbsen-

wurzeln entstanden, wird deren Entstehung auf andere Ursachen zuriick-
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gefiihrt,

6. Vergleichende morphologische, physiologisch-chemische und sero-
logische Untersuchungen an den Partnern der Transformation (s, Punkt
2) ergeben eine klare Differenzierung zwischen Donator, Acceptor und
Transformant, In mancher Hinsicht nimmt der Transformant eine Mit-
telstellung zwischen entsprechenden Eigenschaften von Donator und

Acceptor ein,

7, In bezug auf ihre Resistenz gegeniiber Rontgenstrahlen lassen
sich die drei Bakterienstdmme (St, 147, St. C und St, Cx) voneinander
unterscheiden, Es wird angenommen, dafl bei der genetischen Trans-
formation auch die Eigenschaft Strahlenresistenz ‘ibertragen wurde,
Einige Parameter - wie DNA -, RNA- und Proteingehalt sowie der pro-
zentuale Anteil von Guanin-Cytosin-Basenpaaren an der betreffenden
DNA - deren kausale Beziehung zur Strahlenresistenz in der Literstur
angenommen wird - wercen tiberpriift, Die Allgerneingtiiltigkeit dieser

Relationen wird diskutiert.

8. Es werden vergleichende Analysen an DNA-Prédparaten aus den
Partnern der Transformation (Donator, Acceptor und Transformant
St. Cx, s, Punkt 2) durchgefiiart, Bei gleichen physikalischen Eigen-
schaften und &dhnlicher chemischer Zusammensetzung sind geringe
Differenzen im summarischen Basengehalt der einzelnen Préparatc
festzustellen, Sdulenchromatographische Fraktionierungen basisch hydro-
lysierter Apyrimidinsduren ergeben keine spezifischen Unterschiede in
der Verteilung von Purinsequenzen, Durch Hybridisierung (Agar-Methode)
lassen sich dagegen zwischen den betreffenden DNA-Prédparaten unter-
schiedliche Homologiegrade nachweisen, wobei die DNA des Transfor-
manten in ihrem Gehalt an homologen, d.h, komplementdren Basen-
sequenzen, eine Mittelstellung zwischen der des Donators und des
Acceptors einnimmt, Damit sind auch die auf der Basis der DNA an
die Partner einer Transformation zu stellenden Voraussetzungen er-

fullt,

9, Als weiterer Bewels fiir die Transformierbarkeit von Agro-
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bacterium tumefaciens und Rhizobim leguminosarum wird die Trans-
formationsrate bestimmt und dabei die Streptomycinresistenz als Se-
lektionsmerkmal benutzt, Bei diesen Transformationsansétzen:

Selektion

DNA-147 + St. C Streptomycin TsTrM

liegt die Transformationsrate bei 4-7 x 10‘6.

Die isolierten Transformanten hatten eine hohere Resistenz gegeniiber
Streptomycin und waren z,T, streptomycinabhingig. Serologisch stell-
ten sie im Agglutinationstest teils selbstdndige Typen dar, teils zeig-

ten sie Tendenzen zum Donator, zum Acceptor oder zu beiden,

10, Es konnte ferner bewiesen werden, dafl auch eine reziproke
Transformation zwischen Agrobacterium tumefaciens (St. 147) und
Rhizobium leguminosarum (St. C) mdoglich ist. Wir verwendeten bei
den Transformationsansitzen die Resistenz gegeniiber Marbadal, einem
Sulfonamid, als Selektionsmerkmal:

Selektion

DNA-C + St. 147 Vorbadal > TMarb,

Die Transformationsrate liegt bei 13-16 x 10-6

11, Die Anwendbarkeit der DNA-Agar-Methode zum Nachweis homo-
loger Basensequenzen (s, Punkt 8) und damit zur Aufdeckung taxono-
mischer Beziehungen zwischen verschiedenen Bakterienstdmmen wird
in ersten Versuchen iliberpriift. Die mitgeteilten vorldufigen Ergebnisse
an einigen Stdmmen von Agrobacterium tumefaciens, A, radiobacter,
A, rhizogenes sowie an verschiedenen Rhizobium-Stdmmen zeichnen
diese Methode als wertvolles Hilfsmittel aus. Interessante Beziehungen
der Gattungen Agrobacterium und Rhizobium zu den Blattsymbionten

in Arten von Psychotria zeichnen sich ab.
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Herrn Prof, Dr, F, SCHWANITZ, meinem verstorbenen Lehrer, Herrn
Prof, Dr, Dr. S. STRUGGER, und dem Vorstand der Kernforschungsan-
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elektronenmikroskopischen Untersuchungen, Frau KOLB, geb, MUHL,
und Herrn BODDECKER sei fiir ihre zuverlidssige und fleiige Mitarbeit

aufrichtiger Dank gesagt.




VIII,

~-142-

Verzeichnis der benutzten Abkiirzungen

A = Adenin
A-T = Adenin-Thymin-Basenpaar der Desoxyribonucleinséure

C = Cytosin

DNA = Desoxyribonucleinsdure, internationale Bezeichnung
(s. RAUEN 1964), frither DNS

DNase = Desoxyribonuclease

DNA-C = DNA aus Rhizobium leguminosarum-Stamm C

DNA-Cx = DNA aus dem transformierten Stamm Cx

DNA-147 = DNA aus Agrobacterium tumefaciens-Stamm 147

DNA-P = DNA-Phosphor, wird zur Mengenangahe von DNA ver-
wendet

E etec. = Extinktion bei der im Index angegebenen Wellen-

Eorns
2607 280 linge in my (260my, 280my etc.)

DEAE-Cellulose = Didthylaminodthylcellulose

G = Guanin
G-C = Guanin-Cytosin-Basenpaar der Desoxyribonucleinsdure
MAK-Sdule = methyliertes Albumin - Kieselgur, dient zur Frak-

tionierung von Nucleinsduren
P = Phosphor
p = Phosphor in Mono- oder Diesterbindung in der DNA
Pu

1]

Purine: Adenin, Guanin

Py = Pyrimidine; Cytosin, Thymin
¢(P) = atomarer Extinktionskoeffizient auf der Basis von Phosphor
32

P = radioaktiver Phosphor

RNA = Ribonucleinsdure, internationale Bezeichnung
(s, RAUEN 1964), frither RNS

RNA-P = RNA-Phosphor, wird zur Mengenangabe von RNA be -

nutzt
RNase = Ribonuclease
SSC = 'standard-saline-citrate', Puffer bestehend aus
0,15 M NaCl + 0, 015 M Natriumcitrat, pH 7
St, C = Rhizobium leguminosarum-Stamm C
St, Cx = transformierter Bakterienstamm Cx

St. 147 = Agrobacterium tumefaciens-Stamm 147
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STRM = Streptomycin

T = Thymin

TCE = Trichloressigséure

TIP = "Tumorinduzierendes Prinzip' nach BRAUN (1947)

Titriplex III = Dinatriumsalz der Athylendiamintetraessigsidure
(Merck)

Ty = Temperatur des halben Extinktionsanstieges bei der ther-
mischen Dena‘urierung von Polynucleotiden, hier bei DNA

Tris = Tris-Puffer, Tris(hydroxymethyl)aminomethan
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