FREQUENZ VON PUNKTMUTATIONEN BEI PFLANZEN

Die Bestimmung der Frequenz von Punktmutationen bei Pflanzen

Von Horst GauL

Aus dem Max-Planck-Institut fiir Ziichtungsforschung, Erwin-Baur-Institut, K6ln-Vogelsang
(Z. Naturforschg. 12 b, 557—559 [1957] ; eingegangen am 24. April 1957)

Fiir die Bestimmung der Frequenz von Punktmutationen werden meist die Bezugssysteme (1)
»Anzahl Mutationen je 100 vorhandener X;-Ahren-Nachkommenschaften® oder (2) ,, Anzahl Muta-
tionen je 100 vorhandener X;-Pflanzen-Nachkommenschaften“ benutzt. Werden mit Hilfe dieser
Bezugssysteme die Mutations-Hiufigkeiten von Versuchsgliedern unterschiedlicher Strahlensterilitét
miteinander verglichen, so fiihrt dies zu betrichtlichen Verzerrungen. Mit zunehmender Sterilitit
wird aus Griinden des reinen Zufalls die Mutations-Frequenz in zunehmendem Ma@e unterschitzt,
da die Wahrscheinlichkeit fiir das Herausspalten einer Mutante geringer wird. Das vorgeschlagene

Bezugssystem (3)

»Anzahl Mutanten je 100 X,-Pflanzen® ist dagegen geeignet, unverfilschten

AufschluB zu geben. Das Ausmafl der Verzerrung durch die iiblichen Bezugssysteme wird an einem

Beispiel demonstriert.

Seit der Entdeckung der mutagenen. Wirkung von
Rontgenstrahlen durch Murier fiir Drosophila und
Stabrer fiir Gerste und Mais in den Jahren 1927
und 1928 werden meist bei Pflanzen Bezugssysteme
zur Bestimmung der Punktmutations-Frequenz ge-
braucht, die von einem statistischen Standpunkt aus
oft zu nicht einwandfreien Ergebnissen fiithren. Dies
trifft kaum fiir Pollen, wohl aber fiir Samenbestrah-
lung zu, wobei die Haufigkeit von Punktmutationen
in der X, (bzw. N, usw.) ermittelt wird, da Faktor-
mutationen wegen der fast immer vorhandenen Re-
zessivitat hier zum ersten Mal herausspalten.

Die im allgemeinen verwendeten Bezugssysteme
lauten: ,,Anzahl mutierter X;-Ahren-Nachkommen-
schaften je 100 vorhandener X;-Ahren-Nachkom-
menschaften® beziehungsweise (1) ,,Anzahl Muta-
tionen je 100 vorhandener X,-4hren-Nachkommen-
schaften“! oder (2) ,,Anzahl Mutationen je 100
vorhandener  X,-Pflanzen-Nachkommenschaften® 2.
Die Mutations-Frequenz wird also durch die beiden
GroBen ,,Anzahl Mutationen“ und ,Anzahl X;-
Ahren“ beziehungsweise ,,Anzahl X,-Pflanzen“ be-
stimmt.

»Mutationen® sind von ,Mutanten® zu unter-
scheiden. Erstere bezeichnen das Mutationsereignis,
letztere die Anzahl mutierter X,-Pflanzen. Unabhén-
gig davon, ob aus einer X;-Pflanzen-(bzw. Ahren-)
Nachkommenschaft eine oder eine Mehrzahl gleich-
artiger Mutanten herausspalten, wird dies nur als
eine Mutation registriert.

Nach Bestrahlung von Embryonen haben die dar-
aus entstehenden X,-Pflanzen, wenn sie eine oder
mehrere Mutationen enthalten, Chimarencharakter.

t 1. J. Stapter, Science [New York] 68, 186 [1928].
2 A. Gusrarsson, Hereditas 23, 1 [1937].

Bei Gerste umfaflite zum Beispiel in einem umfang-
reichen Experiment die durchschnittliche Grofle eines
mutierten Ahren-Sektors nur ca. 75 —80% der Blii-
ten einer Ahre, wie an anderer Stelle gezeigt werden
wird. Ist in diesem mutierten Sektor infolge der
Strahlensterilitiat die Anzahl der ausgebildeten Kor-
ner gering, so spalten oft rein zufdllig keine
Mutanten aus der Ahren-Nachkommenschaft her-
aus. Sinkt bei Gerste zum Beispiel die Kornzahl
je Ahre auf 3, so werden ca. 2/3 der mutierten X;-
Ahren als solche nicht erkannt, obwohl sie mutiert
sind 3.

Die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten einer
Mutante und damit einer Mutation wird also durch
die Anzahl der ausgebildeten Korner der X;-Ahren
betrachtlich verdndert. Mit zunehmender durch-
schnittlicher Sterilitit der X;-Ahren nimmt ihre
Kornzahl und damit die Mutations-Frequenz aus
rein statistischen Griinden ab, wenn sie nach den
oben dargestellten Bezugssystemen (1) und (2)
festgestellt wird. Werden bei Gerste nach Anwen-
dung einer Strahlendosis die X;-Ahren in Fertilitits-
Klassen eingeordnet und die Mutationshéufigkeit
der einzelnen Klassen miteinander verglichen, so
ist z. B. in der Klasse 0 —10% Kornansatz die tat-
sichliche Mutationshdufigkeit nahezu fiinf mal so
groB, wie es nach dem Bezugssystem (1) den An-
schein hat3. Wird die Mutationshéufigkeit mehrerer
Strahlendosen miteinander verglichen, so tritt bei
den iiblichen Bezugssystemen eine dhnliche Verzer-
rung (bias) auf, da mit zunehmender Dosis die Ste-
rilitdt zunimmt und die Kornzahl der Ahren ab-
nimmt. Zumindest ein Teil der Kriimmungen von

3 H. Gaui, in Vorbereitung.
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Kurven der Dosis-Mutations-Frequenz beruht allein
auf dem statistisch nicht einwandfreien Bezugs-
system. Die Beriicksichtigung der nicht entdeckten
Mutationen * fiihrt auch bei Gerste zu einer linearen
Dosisabhéngigkeit der Mutations-Frequenz, zumin-
dest bis zu relativ hohen Dosen?, und damit zur
Ubereinstimmung mit den seit langem bekannten
Ergebnissen von Drosophila®.

Die Beriicksichtigung des statistischen ,Muta-
tionsdefizits“ kann am einfachsten durch die Wahl
eines anderen Bezugssystems erfolgen. Diese Ver-
héltnisse werden in Kiirze an anderer Stelle stati-
stisch eingehend dargestellt und begriindet. Das Be-
zugssystem ,,Anzahl Mutanten je 100 vorhandener
X,-Pflanzen® kann, unabhingig von der Kornzahl
je X,-Ahre (bzw. der Anzahl X,-Pflanzen je X;-
Ahren-Nachkommenschaft), statistisch einwandfreie
Informationen. liefern. Diese ,,prozentuale Haufig-
keit von Mutanten® ist geeignet, bei Experimenten,
in denen die einzelnen Versuchsglieder infolge
unterschiedlicher Strahlendosis (oder Zusatzbehand-
lung zur Bestrahlung, z.B. O,-Atmosphire) ver-
schiedene durchschnittliche X,-Sterilitat und damit
eine verschiedene durchschnittliche Kornzahl je
Ahre haben, iiber die Mutations-Haufigkeit dieser
Versuchsglieder echten und vergleichbaren Auf-
schlufl zu geben. Das Bezugssystem ,,Anzahl Mutan-
ten je 100 X,-Pflanzen“ fiihrt allerdings seinerseits
zu verzerrten Ergebnissen, wenn innerhalb der Ver-
suchsglieder eine Korrelation zwischen dem Sterili-
tatsgrad der einzelnen X;-Ahren und ihrer Punkt-
mutations-Haufigkeit vorhanden ist**. Die Frage
ob solch eine Korrelation zwischen den Fertilitats-
Klassen der X;-Ahren und ihrer Faktormutations-
Frequenz besteht, wurde in zwei umfangreichen Ex-
perimenten gepriift. Es zeigte sich eine zumindest
sehr weitgehende und zum grofiten Teil vollstandige
Unabhingigkeit zwischen dem Sterilititsgrad der
einzelnen X,-Ahren und ihrer Punktmutations-Fre-
quenz®. Da das folgende Beispiel aus einem dieser
Versuche stammt, erscheint zumindest hier die An-
wendung des vorgeschlagenen Bezugssystems auf
der Mutantenbasis berechtigt.

* Daneben erfolgte eine Reduzierung der diplontischen
Selektion (intra-individuelle Selektion) durch technische
Anbaumafinahmen.

4 H. Gauw, Z. Pflanzenziicht. 37, [1957].

5 Siehe Literatur-Zusammenfassung bei N.W. TrmorEers-

Ressovsky und K. G. Zimmer, Verlag Hirzel, Leipzig 1947;

D. G. Carcuesie, Advances in Genetics 2, 271 [1948].
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Dal} die Verzerrung der Ergebnisse bei den iibli-
chen Bezugssystemen (1) und (2) erheblich sein
kann, zeigt Tab.2. Aus einem Mutations-Experi-
ment, das an anderer Stelle ausfiihrlich dargestellt
wird, wurden zwei Versuchsglieder herausgegriffen.
namlich einmal eine Serie mit geringerer Strahlen-
sterilitat in X; (5000 r nach 4-stdg. Vorquellung
der Samen in Wasser) und zum anderen diejenige
mit der starksten Sterilitat (fraktionierte Dosis in
Verbindung mit Quellung und Riicktrocknung der
Samen, 5°2000r). Die durchschnittliche Fertilitat
(% Kornansatz) war bei A 62%, bei B 42%
(Tab. 1). Entsprechend verminderte sich die als X,
ausgelegte Anzahl Kérner je X;-Ahren-Nachkom-
menschaft von 13,2 auf 10,4 (Tab. 2).
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1 Ohne Beriicksichtigung der Ahren mit 0 Korn.
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Die Anzahl vorhandener X,-Pflanzen wurde aus Griinden der Arbeits-
ersparnis nicht vollstindig ausgezihlt. Vielmehr wurde die Anzahl aus-
gelegter Korner zugrunde gelegt und die Keimfihigkeit (= vorhandene
X,-Pflanzen) durch Stichproben ermittelt. Die Stichprobengréfie bei A
war 1299, die von B 1683 ausgelegte Korner, die Keimfihigkeit ent-
sprechend 87,61% und 79,14 Prozent. Mit Hilfe dieser Keimfihigkeit
wurde die ,Anzahl Mutanten je 100 als X, ausgelegte Kérner* von 0,91
und 2.i1 auf 1,0t und 2,67 korrigiert.

Tab. 2. Mutations-Frequenz und Mutanten-Frequenz in X,

(Chlorophyll-Mutationen).

** Diese Einschrankung fiir das vorgeschlagene Bezugs-
system gilt nur bei einem Vergleich der Mutations-Fre-
quenz zwischen verschiedenen Versuchsgliedern. Sie gilt
nicht, wenn innerhalb eines (gleich behandelten) Ver-
suchsgliedes die Mutations-Haufigkeit unterschiedlicher
Fertilitits-Klassen verglichen werden soll.
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Wird das Bezugssystem (1) angewendet (Tab. 2),
so ist die Mutations-Haufigkeit des Versuchsgliedes
B 1,8-mal grofer als die von A (7,92 : 4,47). Beim
Bezugssystem (2) erscheint sie nur 1,3-mal grofer.
Das vorgeschlagene Bezugssystem auf der Mutanten-
basis zeigt dagegen, dal} die Frequenz tatsichlich
2,6-mal groBer ist (2,67 :1,04). Die verringerte
mittlere Anzahl der X,-Pflanzen in den X;-Ahren-
(bzw. Pflanzen-) Nachkommenschaften hat also beim
Versuchsglied B gegeniiber A, unter Anwendung des
Bezugssystem (1), eine Unterschitzung der Muta-
tionshiufigkeit um iiber 30%, beim Bezugssystem
(2) um iiber 50% zur Folge.

Viele Folgerungen aus Mutationsversuchen auf
der Basis der iiblichen Bezugssysteme verlieren da-
her an Bedeutung, da z. T. andersartige Ergebnisse
vorgetduscht werden. Mit zunehmender X;-Sterilitat
wird die Mutationsrate zunehmend unterschitzt. Die
Unterschiede in der Fertilitdt der Glieder eines Ver-
suches sind oft noch grofer als im Beispiel der
Tab. 1 und 2. Besonders nach Neutronen-Bestrah-
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lung ist es wegen der geringeren Totungsrate gegen-
iber Rontgenstrahlen maglich, groflere Sterilitdt zu
induzieren®. Entsprechend kann in solchen Fillen
die Haufigkeit nicht entdeckter Mutationen noch
wesentlich groBer sein. Auch hier sind auf der vor-
geschlagenen ,,Mutantenbasis® statistisch richtigere
Informationen zu erwarten.

Das vorgeschlagene Bezugssystem bedeutet kei-
nen erheblichen Mehraufwand an Arbeit. Verzich-
tet man auf das Prinzip des individuellen Nachbaus
von X;-Ahren, was oft bei Experimenten moglich
ist, und verwendet statt dessen eine Ramschtechnik,
so kann es sogar Arbeitsersparnis bedeuten.

Was hier vorwiegend fiir Gerste demonstriert
wurde, gilt analog fiir andere Pflanzen, worauf an
anderer Stelle noch etwas eingehender eingegangen
wird 4.

6 Zum Beispiel J. MacKey, Hereditas 37, 421 [1951]; R.S.
Cavpecorr, B. H. Bearp u. C. O. Garoxer, Genetics 39, 240
[1954] ; L. Earexserc u. N. Nysom, Acta Agric. scand. 4,
396 [1954].

Die Wirkung von Trypaflavin auf Kern und Cytoplasma
von Acetabularia mediterranea

Von GintHER WERZ *

Aus dem Max-Planck-Institut fiir Meeresbiologie, Abt. Prof. Dr. J. Himmerring, Wilhelmshaven **
(Z. Naturforschg. 12 b, 559—563 [1957] ; eingegangen am 7. Februar 1957)

Durch die mitgeteilten Untersuchungen sollte gepriift werden, aus welchen Griinden bei Aceta-
bularia das Zellwachstum, nicht aber das Kern- und Nukleolenwachstum durch Trypaflavin (Tryp.)
sistiert wird. 1. Fluoreszenz-mikroskopisch konnte gezeigt werden, dal in vivo weder im Zellkern
noch im Nukleolus Tryp. gespeichert wird, sei es, dal Tryp. nicht in den Kern eindringt, sei es, daf3
keine feste Bindung an die RNS des Kernes erfolgt. Aus methodischen Griinden blieb unklar, ob eine
in vivo-Speicherung in der cytoplasmatischen RNS erfolgt. Eine in vivo-Speicherung von Tryp. in
den im Cytoplasma lokalisierten, energiereichen Polyphosphatgrana tritt nicht ein. 2. In trypaflavin-
behandelten Systemen erfolgt Sistierung der Eiweilvermehrung, jedoch im Gegensatz zu unbehan-
delten, im Dunkeln gehaltenen Zellen kein oder nur geringer Abbau von Cytoplasma-Eiweikorpern.
3. Trypaflavin-behandelte Zellen weisen eine starke Reduktion der oxydativen Prozesse auf, jedoch
wird Energie produziert. Es wird diskutiert, welche Moglichkeiten zur Erklarung der unter 1 und 2
dargestellten Befunde sich aus energetischen Betrachtungen ergeben. 4. Der Interphasekern ist wahr-
scheinlich am Entstehen der cytostatischen Wirkung des Tryp. primir unbeteiligt.

Senkung der Energieproduktion im Cytoplasma
durch Dunkelheit %3, 2.4-Dinitrophenol®* oder
Monojodessigsidure-Behandlung ? sowie extreme Zell-
verkleinerung unter sonst normalen Bedingungen?

* Mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungs-
gemeinschaft.

** Herrn Professor HimmerLing danke ich fiir die Anregung
zu dieser Arbeit.

1 H. Sricn, Z. Naturforschg. 6b, 319 [1951].

2 H. Sticu, Z. Naturforschg. 8b, 36 [1953].

bewirken bei der einzelligen und einkernigen Griin-
alge Acetabularia® Blockierung — bei Zellverklei-
nerung starke Senkung — des Zellwachstums, eine
Verringerung des Volumens maximaler Kerne und

3 H. Sticu, Chromosoma 7, 693 [1956].

4 J. Bracuet, Experientia [Basel] 7, 347 [1952].

5 J. Himmerring, Rapp. Communic. 82meCongr. Internat. de
Botan., Paris 1954.

6 J. HimmeruiNG, Biol. Zbl. 51, 633 [1931].



