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DNA from dormant and germinated embryos exhibit dif­
ferences in the kinetics of reassociation of thermal denatured 
nucleic acid. Within 24 h of germination a reduction of the 
renaturation, expressed as Coti/j of the redundant fraction, 
is detectable.

Im  Rahmen entwicklungsbiologischer U ntersuchun­
gen an K aryopsen von Weizen interessieren uns die 
ersten Phasen der Keim ung, die auf m akrom olekula­
rer Ebene faßbar sind. Neuere A rbeiten 1-3 zeigen, 
daß die Aktivierung des Genoms kaskadenartig  e r­
folgt 3 und de-novo -Synthesen der wichtigsten M akro­
moleküle innerhalb der ersten 24 h nach der Imbi- 
bierung ruhender Em bryonen m it W asser bei opti­
malen Keim ungsbedingungen in der folgenden Se­
quenz in Gang gesetzt w erden: mRNA — Proteine — 
DNA — rRNA — tRNA. Am Ende dieses Z eitrau­
mes w ird das erste M aximum der Zellteilungen er­
reicht. Diese Feststellungen stehen teilweise im Ge­
gensatz zu den Befunden anderer A utoren und wer­
den in den zitierten Veröffentlichungen 1-3 diskutiert. 
Interessant ist, daß DNA im ruhenden und im kei­
menden Em bryo Unterschiede aufweist, die sich u. a. 
im Schmelzpunkt (Tm) und der Basenzusam m enset­
zung ausdrücken4. Ähnliche Befunde ergaben sich 
auch in  eigenen A rbeiten (unveröffentlicht). Nach 
den Untersuchungen von Chen et al. 4 läßt sich nach 
48 h Keim ung eine Reduzierung des A m plifikations­
grades der Gene nachweisen, die ribosom ale RNA 
codieren (rD N A ). Mit H ilfe der m olekularen DNA- 
RNA-Hybridisierungstechnik stellten diese A utoren 
eine V erringerung von rDNA um ca. 30% fest. D ie­
ses Phänom en war V eranlassung zu prüfen, ob auch 
V eränderungen in der Reassoziationskinetik th e r­
misch denaturierter DNA aus ungekeim ten bzw. ge­
keim ten Em bryonen nachweisbar sind. Da m ög­
licherweise Ä nderungen in der A m plifikation von 
rDNA  in Beziehung zur Mitose s te h en 4, w urde die
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Reassoziation von DNA aus ruhenden und gekeim­
ten Em bryonen untersucht und dabei mit Rücksicht 
auf das M itosemaximum 3 eine Keim dauer von 24 h 
gewählt. Bei den Experim enten fand nur der den 
redundanten Nucleotid-Sequenzen entsprechende Be­
reich der jeweiligen Reassoziationskurven mit schnel­
ler R enaturierung Beachtung.

W ie im experimentellen Anhang näher beschrie­
ben, erfolgten die Reassoziationsexperimente nach 
der von Britten und K o h n e5 entwickelten M etho­
dik. Dabei w urde die betreffende DNA durch U ltra­
schall fragm entiert, thermisch denaturiert und die 
R enaturierung bei 60 °C in 0,14 m  Phosphatpuffer 
bei pH  6,8 vorgenommen. Die nach verschiedenen 
Inkubationszeiten entnommenen Proben wurden an 
H ydroxyapatit in einsträngige und zweisträngige 
DNA fraktioniert. D ie E luierung zw eisträngiger 
DNA erfolgte dabei m it 0,4 M Phosphatpuffer bei 
60 °C. In  einigen Fällen w urde 3H-m arkierte DNA 
aus den gekeimten Em bryonen in entsprechender 
W eise renaturiert, der Reassoziationsgrad jedoch 
unter Anwendung der einstrangspezifischen Nuclease 
S! bestim m t, die nach den Angaben von V o g t7 aus 
A sperg illu s oryzae  gewonnen wurde. Außerdem p rü f­
ten wir, ob sich auch eine aus Staphylococcus aureus 
isolierte N uclease8 für diesen Zweck verwenden 
läßt. Durch logarithm ische A uftragung des P roduk­
tes aus Reaktionszeit und DNA-Konzentration (Cot) 
gegen den Anteil einsträngiger DNA wurden die 
Reassoziationskurven im Bereich schneller Renatu­
rierung konstruiert. Als Maß fü r die Reassoziierung 
w urde der jeweilige Coti/2-W ert ermittelt. Dieser ist 
gleichbedeutend m it einer 50-prozentigen R enaturie­
rung  der redundanten Nukleotid-Sequenzen.

W ie aus Tab. I zu ersehen ist, weisen die jeweili­
gen D N A -Präparate ähnliche spektroskopische Eigen­
schaften auf, die für die Beurteilung des Reinheits­
grades üblich sind. Die Hyperchromizität lag in allen 
Fällen bei 25% und ließ nicht die von Chen et al. 4 
gefundenen Unterschiede erkennen. Die angeführten 
Cot-W erte differieren und lassen eine Abnahme red­
undanter Nucleotid-Sequenzen in der G rößenord­
nung von ca. 40% erkennen. Ein Vergleich dieser 
W erte von DNA aus gekeimten Embryonen, deren 
Reassoziierung durch Anwendung von H ydroxyapatit 
oder — im Falle einer in  w'üo-Markierung mit 
[3H] Thym idin — mit Nuclease St analysiert wurde, 
erg ib t Unterschiede, die methodisch bedingt sind. 
Diese resultieren aus der Tatsache, daß ungepaarte 
Ü berhänge oder Schleifen reassoziierter DNA-Frag- 
mente bei der F raktionierung m it H ydroxyapatit mit 
in die F rak tion  doppelsträngiger DNA eingehen, 
w ährend bei der Anwendung von Nuclease Sx diese 
einsträngigen Teile abgebaut werden. D araus erklärt 
sich die Abnahm e des Cot-W ertes bei der enzymati-

This work has been digitalized and published in 2013 by Verlag Zeitschrift 
für Naturforschung in cooperation with the Max Planck Society for the 
Advancement of Science under a Creative Commons Attribution-NoDerivs 
3.0 Germany License.

On 01.01.2015 it is planned to change the License Conditions (the removal 
of the Creative Commons License condition “no derivative works”). This is 
to allow reuse in the area of future scientific usage.

Dieses Werk wurde im Jahr 2013 vom Verlag Zeitschrift für Naturforschung
in Zusammenarbeit mit der Max-Planck-Gesellschaft zur Förderung der
Wissenschaften e.V. digitalisiert und unter folgender Lizenz veröffentlicht:
Creative Commons Namensnennung-Keine Bearbeitung 3.0 Deutschland
Lizenz.

Zum 01.01.2015 ist eine Anpassung der Lizenzbedingungen (Entfall der 
Creative Commons Lizenzbedingung „Keine Bearbeitung“) beabsichtigt, 
um eine Nachnutzung auch im Rahmen zukünftiger wissenschaftlicher 
Nutzungsformen zu ermöglichen.



Notizen 105

Tab. I. Eigenschaften von DNA aus ruhenden und keimenden Weizenembryonen.

DNA-Präparat ■̂260/̂ 230 ^ 260/̂ 280 % Hyperchromizität Coti/2 für redundante
Sequenzen
[m x sec/1]

Ruhende Embryonen (3) 2,15 1,79 max. 25 2,0
Keimende Embryonen, 24 h (2) 2,12 1,84 max. 25 1,2
Keimende Embryonen, [3H] Thymidin, 24 h (2) 2,0 1,92 max. 25 1,02

Von jeder DNA wurde die in Klammern angeführte Anzahl Präparate untersucht. Für die Berechnung der Cot-Werte wurde 
die Näherungsformel (E260 x 0 /2 benutzt 5. Die Schwankung der Werte lag bei 2%.

sehen M ethode. Parallelversuche, bei denen die e r­
w ähnte Nuclease aus Staphylococcus aureus 8 einge­
setzt w urde, ließen erkennen, daß die selektive 
H ydrolyse einsträngiger DNA unter den von K acian 
et al. 8 fü r DNA aus E. coli beschriebenen B edingun­
gen im vorliegenden Fall nicht gewährleistet war.

D ie h ier m itgeteilten Ergebnisse zeigen, daß in 
der Reassoziierung denaturierter DNA aus ruhenden 
und keim enden Em bryonen qualitative und quan tita­
tive Unterschiede bestehen (Abb. 1). Jedoch können

erst weitere U ntersuchungen klären, ob h ierm it auch 
eine A bnahm e der R edundanz für rRNA verbunden 
ist. Da auch die Gene fü r tRNA redundant sind und 
im Gegensatz zu Chen et a. 4 die Keimzeit von 48 h 
auf 24 h aus dargelegten G ründen herabgesetzt w ur­
de, sind entsprechende H ybridisierungsexperim ente 
notwendig. Zum anderen m uß darauf hingewiesen 
werden, daß Chen et al. 4 m it isolierten Em bryonen 
gearbeitet haben, w ährend in  unserem Fall die K ei­
m ung ganzer K aryopsen erfolgte und die Embryo-
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Abb. 1. Kinetik der Reassoziierung thermisch 
denaturierter DNA aus Weizen. — A: DNA aus 
ruhenden Embryonen, die Messung der Reassozi­
ierung wurde mit Hydroxyapatit durchgeführt5’6; 
B : DNA aus keimenden Embryonen (24 h ), An­
wendung der Hydroxyapatit-Methode; C : 3 H- 
markierte DNA aus keimenden Embryonen 
(24 h ) , die Diskriminierung zwischen ein- und 
zweisträngiger DNA erfolgte enzymatisch7 mit 

Nuclease St .
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nen erst dann isoliert wurden. D adurch sind physio­
logische Unterschiede von vornherein  gegeben lj 9, 
die einen Vergleich m it den E rgebnissen der zitier­
ten A utoren 4 nu r bedingt zulassen.

E xperim entelles

F ür die Versuche w urde W interw eizen, Triticum  
aestivum , Sorte LP 3950 (F. v. Lochow-Petkus GmbH, 
Stöckheim) verwendet. Die Gewinnung von Em bryo­
nen aus ruhenden K aryopsen geschah durch Flotie- 
ren geschroteter und gesiebter K örner in Cyclo- 
hexan-Tetrachlorkohlenstoff 10. D ie K eim ung ganzer 
K aryopsen erfolgte in  G M -M edium 4 bei 25 C im 
Dunkeln u . Bei den Einbauexperim enten enthielt das 
Keim medium pro  5 g K örner je  1 0 0 //C i ([M ethyl- 
3H ]thym idin , 15,3 Ci/mM) in 5 ml Flüssigkeit. Die 
Keim ung erfolgte 24  h in Gegenwart des T racers. In 
jedem  Falle w urden die einzelnen Ansätze auf S teri­
litä t geprüft, wobei von dem K eim m edium  A usstri­
che auf N ährböden angefertigt w urden. F ü r die Ge­
winnung von DNA w urden nu r die P roben  verw en­
det, deren S terilität gesichert w ar. Bis zur Auswer­
tung der Ausstriche wurden die gekeim ten K aryop­
sen bei — 70 °C auf bewahrt.

D ie Extraktion  von DNA erfolgte im P rinzip  
nach der M ethode von K irby 12, schloß aber noch 
weitere Reinigungsschritte ein, wie eine Behandlung 
der DNA m it RNase A und anschließend m it P ro n ­
ase B und Schütteln m it Phenol-Chloroform  bis zur 
völligen Abwesenheit einer Interphase. E rst dann 
w urde m it Ä thanol ausgefällt. D er R einheitsgrad 
der einzelnen D N A -Präparate ist in  Tab. I w iederge­
geben.

Bei der D urchführung der D enaturierung  und 
Reassoziierung der einzelnen D N A -Präparate folg­
ten w ir der M ethodik von B ritten und K o h n e5-6 . 
D ie DNA-Konzentration lag aus technischen G rün­
den bei 3 5 0 /<g/ml 0,14 M Phosphatpuffer, pH  6,8. 
D ie Fragm entierung erfolgte durch U ltraschall. D a­
bei wurden Proben von jeweils 5 ml 90  sec un ter 
K ühlung in einer Stickstoffatm osphäre (B raun Sonic 
300  S) dem Ultraschall (100 W) ausgesetzt. F ü r die 
therm ische D enaturierung erwies sich eine E rhitzung 
der DNA-Lösungen auf 100 °C fü r  10 m in als no t­
wendig. D ie Inkubation  der betreffenden unm ark ier­
ten DNA-Proben erfolgte in 0 ,14 M Phosphatpuffer, 
pH 6,8, bei 60 °C. Jede M eßreihe um faßte jeweils 
15 Proben, wobei die Inkubationsdauer so gewählt 
wurde, daß im Bereich der W endepunkte der Cot- 
K urven eine dichtere Folge der einzelnen M eßpunkte

1 E. Rejman and J. Buchowicz, Phytochemistry 10, 2951
[1971].

8 E. Rejman and J. Buchowicz, Phytochemistry 12, 271
[1973].

lag. Die bei — 70 °C gelagerten P roben der jew eili­
gen M eßreihen w urden an H ydroxyapatitsäulen (je
1 g Säulenm aterial) in einsträngige und zweisträn- 
gige DNA fraktioniert. Diese Trennung erfolgte in 
Gegenwart von 0,4%  N atrium dodecylsulfat5_6, um 
die B indung einsträngiger DNA an die Säule zu 
unterdrücken. D ie Fraktionierung w urde in G lassäu­
len (190  x 1 2  mm) vorgenommen, die, m it einer 
G lassinterfritte (Type 1D4) versehen, in  einem tem ­
perierbaren  Kupferblock angeordnet waren und am 
oberen Ende über einen Schraubverschluß an D ruck­
luft angeschlossen w urden (0 ,5 k p /cm 2). Die DNA- 
K onzentration im  D urchlauf (einsträngige DNA) 
und im E luat m it 0,4 M Phosphatpuffer bei ebenfalls 
60  °C (zweisträngige DNA) w urde unter Berück­
sichtigung der Hyperchrom izität der einsträngigen 
DNA spektroskopisch bestimmt.

F ü r den enzymatischen Abbau einsträngiger DNA 
w urde Nuclease Si nach den Angaben von V o g t7 
aus a-A m ylase-Präparaten von A sperg illu s oryzae  
(Sigm a) einschließlich der Fraktionierung an DEAE- 
Cellulose gewonnen. Da die weitere Reinigung des 
Enzyms an Sulfo-Sephadex wegen eines Abfalls des 
pH-W ertes eine starke Inaktivierung zur Folge hatte, 
w urde auf diesen Schritt verzichtet. Der enzymatische 
A bbau der einzelnen Proben w urde in je  3 ml Na- 
trium acetat-Puffer 7 10 min bei 45 °C durchgeführt, 
nach Zusatz von Träger-DNA mit TCA ausgefällt 
und das P räzip ita t auf Selectron-Filter übergeführt. 
D iese w urden nach Auswaschen mit kalter 5-prozen­
tiger TCA getrocknet, in  0,5 ml Äthylenglycolme- 
thyläther aufgelöst und mit je  10 ml Instagel 
(Packard) im  Tri-C arb gemessen. Im  Handel er­
hältliche Nuclease aus Staphylococcus aureus (Boeh- 
ringer, M annheim ) erwies sich unter den von Kas- 
cian et al. 8 angegebenen Bedingungen als unbefrie­
digend. E ine M odifizierung der Inkubationsbedin­
gungen w urde nicht vorgenommen.

Die erhaltenen Meßwerte, ausgedrückt als Anteil 
einsträngiger DNA, w urden halblogarithm isch gegen 
das P roduk t aus Ausgangsmenge einsträngiger DNA 
(Co) und D auer der R enaturierung (f) aufgetragen. 
F ü r die Berechnung der Cot-W erte w urde die N ähe­
rungsform el ( £ 26o"0 /2  ben u tz t5, wobei £ 260 die 
A bsorption der einsträngigen Ausgangs-DNA bei 
der W ellenlänge 260  nm und Schichtdicke 1 cm und 
t die Inkubationsdauer in Stunden beinhalten. Die 
Bestim m ung des W endepunktes in den Cot-Kurven 
erfolgte auf graphischem  Wege durch eine Tangen­
tenkonstruktion.

3 M. Dobrzanska, M. Tomaszewski, Z. Grzelszak, E. Rej­
man, and J. Buchowicz, Nature 244, 507 [1973].

4 D. Chen and D. J. Osborne, Nature 225, 336 [1970].
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