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wird. Damit ist aber entweder die Gl. (1) in der
Stellungnahme von EnceL nicht mehr erfiillt oder
es entsteht Sauerstoff.

Das thermodynamische Problem, das EnGEL er-
wahnt, ist mir durchaus bekannt und war fiir uns,
als wir auf dieses Problem stieBen, Anlal} zu wei-
teren Experimenten, von denen ein Teil der Redak-
tion zur Verédffentlichung vorliegt. Diese Versuche
zeigen den Weg, auf dem die Natur dieses Problem

ohne Versto} gegen die Thermodynamik 16st und
bringen Licht in die chemischen Zusammenhéange.
Ich mochte deshalb hier nur auf diese Experimente
verweisen.

Zur Frage der Reinheit meiner Nitrobacter-Kul-
turen muf} ich allerdings zugeben, dal} sie sehr
wahrscheinlich nicht sauberer sind als diejenige
Reinkultur, die mir Herr Professor ExcerL freund-
licherweise zur Verfiigung gestellt hat.

Inaktivierungsversuche mit homozygoten Hefestimmen verschiedenen

In einer Reihe friitherer Veroffentlichungen 1274

Ploidiegrades

VI. Uber den Aufbau weitestgehend isogener, homozygoter penta- und hexaploider Stdmme sowie den

EinfluB bestimmter mutierter Allele auf die Strahlenresistenz

Von Wovrrcane Laskowskr

Aus dem I. Physikalischen Institut der Freien Universitdat Berlin, Abteilung fiir Biophysik
(Z. Naturforschg. 17 b, 93—108 [1962] ; eingegangen am 31. Juli 1961)

Herrn Professor Dr. H. Lassex zum 65. Geburtstag gewidmet

A series of extensively homozygous and isogenic Saccharomyces strains of different ploidy
(haploid —hexaploid) was developed by controlled matings. The degree of ploidy was further
checked by analysis of the segregation of mating type alleles and in case of the hexaploid strain
also of two other markers. The genetic analysis was consistent with previous findings. Measure-
ments of linear dimensions of the various strains indicated an increase of cellular volume pro-
portional with ploidy. Radiation inactivation studies on the different strains with UV showed a
maximum of resistance of the triploid strains and a decrease of resistance with further increase of
ploidy from triploid to hexaploid. In X-ray and Po-a-ray inactivation, diploid strains heterozygous
in the mating type alleles showed a maximum of resistance, whereas diploids homozygous in the
mating type alleles proved to be less resistant than triploids. Additional to the effect of the mating
type alleles on the resistance to X-rays and Po-a-rays (aa-effect) there could be shown an effect of
alleles controlling the dependence on the aminoacids serine and valine-isoleucine (AS-effect).
Strains dependent on serine or valine-isoleucine proved to be more X-ray and Po-a-ray resistant
than related prototrophic strains. There is, however, no difference in the UV resistance. This AS
effect is not present in haploid strains but only in strains of higher ploidy. The dose effect curves
of strains exhibiting an AS effect or an aa effect show a characteristic difference. The AS effect is
expressed by a constant dose reduction factor. The aa effect, however, produces dose effect curves
that have a more expressed shoulder in the lower dose range than comparable curves of aa or aa
strains but run parallel to these curves in the higher dose ranges. Possible meanings of these
findings are discussed.

wurde darauf hingewiesen, dafl quantitative Analy-
sen von Inaktivierungsprozessen in Abhingigkeit
vom Ploidiegrad bei Serien weitestgehend homozy-
goter, isogener Stimme in gewissem Mafle durch
die Erscheinung des ,aa-Effektes behindert wer-
den. Dieser Effekt manifestiert sich in einer grofe-
ren Resistenz gegeniiber ionisierenden Strahlen bei
diploiden Saccharomyces-Stimmen mit der Paa-
rungstyp-Konstitution aa im Vergleich zu aa- oder

1% W. Laskowski, Z. Naturforschg. 15b, 495 [1960].
1* W. Laskowskr u. W. Steiy, Z. Naturforschg. 15b, 604
[1960].

aa-Diplonten. Bisher konnte das Ausmal} des aa-Ef-
fektes nur bei diploiden Stammen beurteilt werden,
da polyploide Stamme, die auch fir die Paarungs-
typallele homozygot sind, nicht zur Verfiigung stan-
den. Weitestgehend homozygote aaa- oder aaa-Tri-
plonten sind erst bei der Sporulation geeigneter
hexaploider Stdmme zu Aus diesem
Grunde wurde, ausgehend von der in L c.1* be-
schriebenen Serie weitestgehend homozygoter und
isogener haploider bis tetraploider Stimme, zu-

erwarten.

1 W. Laskowskr, E.-R. Locamany, A. Wacker u. W. SreIN,
Z. Naturforschg. 15 b, 730 [1960].

10 W, Steiv u. W. Laskowskr, Z. Naturforschg. 15b, 734
[1960].
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nichst der Aufbau geeigneter penta- und hexa-
ploider Stimme begonnen. Im folgenden sollen die
zur Zucht dieser Stdamme notwendigen Kreuzungs-
experimente sowie der Einflul bestimmter mutier-
ter Allele auf die Resistenz gegeniiber ionisierenden
und nichtionisierenden Strahlen beschrieben wer-
den.

1. Methodik

a) Kreuzungs- und Sporulations-
Experimente

Die verwendeten Nahrboden sowie die Kreuzungs-
und Sporulationsmethoden waren im allgemeinen die
gleichen wie in l.c.* Da die Sporulationsfihigkeit
der ingeziichteten Stimme oft schwach war, wurde in
spiteren Experimenten ein verbessertes Sporulations-
medium folgender Zusammensetzung verwendet: 0,82%
Na-acetat, 0,1% Glucose, 0,25% Yeast-Extract, 0,18%
KCl, 2% Agar (nach McCrary, Nurry und MiLLer 2).
Nach 2-tdgiger Vorzucht auf einem Praesporulations-
Medium (2% Glucose, 0,2% (NH,)»SO,, 0,2%
KH,PO,, 0,5% Yeast-Extract, 2% Agar)? war bei vie-
len Stimmen die Ascusbildung auf dem Sporulations-
medium nach McClary besser als auf dem friiher
verwendeten Fowell-Medium. Bei Aufbewahrung
bei Zimmertemperatur waren die Asci 2 —4 Tage nach
Auftragung auf das Sporulationsmedium ausgebildet.
Bei Kreuzungsprodukten mit geringer Sporenbildung
oder Sporenkeimung wurden die Ascosporen nicht mit
Hilfe eines Mikromanipulators, sondern durch Massen-
isolationstechnik 3 isoliert. Zu diesem Zweck werden die
Zellen vom Sporulationsmedium mit einer 0,5-proz.
Tween-80-Losung abgespiilt und unter Zugabe von
Paraffin6l in einer Bakterienmiihle zermahlen. Die Spo-
ren sammeln sich in der Paraffindlschicht und werden
in geeigneter Verdinnung auf Nahragarplatten ausge-
spatelt. Nach 3 —4-tdgiger Bebriitung sind die Sporen
zu Kolonien ausgewachsen, die nun in groflerer Anzahl
isoliert werden konnen. Die Tetradenzusammengehorig-
keit geht natiirlich bei dieser Technik verloren. Die
Aufspaltungsergebnisse sind nur statistisch auswertbar.

Zur Isolierung auxotropher Mutanten wurden etwa
200 —250 Zellen pro Vollmediumplatte (Zusammen-
setzung: 1% Hefe-Extract [Difco], 0,5% Pepton, 2%
Glucose, 2% Agar) fiir 48 Stdn. bebriitet und die ent-
standenen Kolonien auf ein synthetisches Minimal-
medium iiberstempelt 4. Das synthetische Medium (SM)
wurde nach den Angaben fiir ,Difco yeast nitrogen
base® hergestellt und enthielt folgende Substanzen pro
[ Wasser:

Vitamine: 2y Biotin, 400y Thiamin HCI, 400y
Pyridoxin, 400 y Ca-Pantothenat. Spurenelemente: 10 y

2 D. 0. McCrary, W. L. Nurry u. G. R. Mitrer, J. Bac-
teriol 78, 362 [1959].

3 C. C. Evzis u. H. Gurz, Z. Naturforschg. 13 b, 647 [1958].

4 J. Leoersere u. E. M. Leperserc, J. Bacteriol 63, 399
[1952].

H3BO,, 10 y CuSO,-5 H,0, 10y K], 50 ¥ FeCl;- 6 H,0,
70y ZnSO4-7H,0. Mineralsalze: 875 mg KH,PO,,
125 mg K,HPO4, 500mg MgSO,-7H,0, 100 mg
NaCl, 100mg CaCl,-2H,0. Stickstoffquelle: 1g
(NH,4),SO, . Kohlenstoffquelle: 20 g Glucose. Amino-
sduren, Purine und Pyrimidine wurden je nach der Be-
diirftigkeit der Stimme hinzugefiigt. Zur Verfestigung
wurden 2% Bacto-Agar (Difco) zugesetzt.

Fiir die Stempelversuche wurde dieses Medium ohne
Aminosduren, Purine und Pyrimidine verwendet. Die
Bediirfnisse der aufgetretenen auxotrophen Mutanten
wurden zuerst durch Zusatz von hydrolisiertem Casein
klassifiziert und dann durch Zusatz einzelner Amino-
sduren bestimmt.

Zur Gewinnung prototropher Kreuzungsprodukte
aus einem Gemisch auxotropher Elternzellen wurde SM
unter Weglassung der spezifischen Wachstumsbediirf-
nisse der Elternstimme verwendet (Prototroph-Tech-

nik ).
b) Bestrahlungsexperimente

Die Rontgenbestrahlungen wurden mit einer Mach -
lett-Rohre (Typ OEG-60, W-Anode, Be-Fenster) bei
50 kV Rohrenspannung und 9 mA Rohrenstrom durch-
gefiihrt. Bei 15 cm Focus-Abstand betrug die Dosisrate
~ 10 kr/Minute. Fiir die Po-a-Bestrahlung wurde im
wesentlichen die gleiche Anordnung wie in . c. 1® nach
Erkino und Beam ¢ benutzt. UV-Bestrahlungen wurden
mit einer Hg-Niederdrucklampe (Osram HNS 12), die
mehr als 90% der Intensitit mit der Wellenlinge
254 myu ausstrahlt, durchgefithrt (Strahlendosis =
1,52 erg/mm? - sec).

Die bestrahlten Zellsuspensionen wurden, nétigen-
falls nach geeigneter Verdiinnung, auf Nihragarplat-
ten (2% Hefe-Extract [Difco], 0,5% Pepton, 2% Glu-
cose, 2% Agar) ausgespatelt und fiir 3 bis 5 Tage bei
30 °C bebriitet. Unbestrahlte Kontrollen wurden auf
dhnliche Weise behandelt. Simtliche angefiihrten Dosis-
effektkurven wurden durch graphische Mittlung aus 4
bis 15 unabhingigen Versuchen, die zumeist iiber einen
Zeitraum von mehreren Monaten verstreut waren, ge-
mittelt. Einzelne in den Kurven angegebene Inaktivie-
rungs-Prozentsdtze (Punkte oder Kreuze) stellen Mit-
telwerte dar, die jeweils aus der Kolonieanzahl von
4 —5 Platten gemittelt werden.

Weitere Angaben iiber die verwendeten Strahlen-
quellen sowie tiber die Art der Behandlung der Zellen
bei den Bestrahlungsversuchen sind in 1. c. 1 gegeben.

2. Aufbau der Stimme

In Abb.1 ist der Stammbaum der geziichteten
weitestgehend homozygoten, isogenen haploiden bis
hexaploiden Saccharomyces-Stimme wiedergegeben.

5 S. Pomper u. P. R. BurknorpEer, Proc. nat. Acad. Sci. USA
35, 456 [1949].
6 M. M. Evkixp u. C. A. Beaw, Rad. Res. 3, 88 [1955].
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Abb. 1. Stammbaum weitestgehend homozygoter, isogener Saccharomyces-Staimme (haploid —hexaploid). Die Paarungstyp-
Konstitution ist jeweils unter der Stammnummer angegeben (Ndheres im Text, s. auch Fufinote 7).

Das Zentrum dieses Stammbaumes (a-41 bis 415)
bilden die bereits in l.c.* beschriebenen Stimme.

Zur leichteren Orientierung wurden die Stamm-
nummern derart gewahlt, dal bei den polyploiden
Stammen die erste Ziffer der dreistelligen Stamm-
nummer den Ploidiegrad angibt. Alle Stimme mit
Nummern von 300 — 399 sind also triploid, von 400
bis 499 tetraploid und so weiter 7. Unter den diploi-
den Stimmen treten zwei Klassen auf, solche, die
fir die Paarungstypallele a und a heterozygot sind
(aa-Diplonten) und solche, die fir die Paarungs-
typallele homozygot sind (aa- bzw. aa-Diplonten).
Beide Diplonten-Klassen erscheinen spontan in
haploiden Kulturen ® und lassen sich mit Hilfe eines
Mikromanipulators isolieren. Sie unterscheiden sich
in ihrem Sporulations- und Kopulationsvermogen.
Wiahrend die aa-Diplonten sporulieren aber nicht
kopulieren konnen, verhalten sich aa- bzw. aa-Di-
plonten gerade umgekehrt. Die sporulationsfdhigen
aa-Diplonten wurden ebenfalls mit dreistelligen
Stammnummern zwischen 200 und 299 bezeichnet.
Im Gegensatz hierzu wurden aa- oder aa-Diplonten
durch die Anfiigung von /2" an die Nummer des

7 Durch dieses neu verwendete Nomenklaturschema wurde
eine Umbenennung von 4 in 1. c.!* bereits behandelten
Stammen notwendig. Es handelt sich umfolgende Stimme:

haploiden Stammes, aus dem sie hervorgegangen
sind, gekennzeichnet. Haploide Stimme wurden mit
Ausnahme des Ausgangsstammes a-41 stets derart
gekennzeichnet, dall der diploide aa-Elternstamm,
von dem die Tetradenkulturen erhalten wurden, er-
kennbar blieb. So sind also z.B. die haploiden
Stdimme 219-la, 219-1b, 219-1c und 219-1d aus
den 4 Tetradenprodukten des Ascus Nr. 1 von
Stamm 219 gezogen worden. Ein aus dem haploiden
Stamm 219-1b (mit dem Paarungstypallel a) durch
Selbstdiploidisierung hervorgegangener aa-Diplont
erhilt dann die Nummer 219-1b/2, wihrend ein aus
demselben haploiden Stamm isolierter aa-Diplont
eine willkiirliche dreistellige Nummer zwischen 200
und 299 (in diesem Fall 260) erhalt.

Da die hier verwendeten heterothallischen Sac-
charomyces-Stimme nur kopulieren, wenn zwei fiir
komplementiare Paarungstypallele homozygote oder
haploide Stdmme vorliegen, lassen sich Kreuzungen
eigentlich nur zwischen Haplonten und aa- oder aa-
Diplonten bei geeigneter Partnerwahl vornehmen.
Man gelangt derart zu tri- und tetraploiden Stdm-
men, die je nach Kombination der Elternstimme

312 (212), 313 (213), 314 (214) und 415 (215). In
Klammern die in I c. !* verwendeten Stammnummern.

8 Ursachen fiir die Entstehung von aa- und aa- bzw. aa-Di-
plonten wurden in 1. c. 1* diskutiert.
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von der Paarungstyp-Konstitution aaa. aaa oder
aaoa sind. Diese Stamme vermégen wiederum zu
sporulieren aber nicht zu kopulieren. Von Mort1-
MER ? wurde nun kiirzlich gezeigt, daf} sich aus Mi-
schungen geeigneter triploider Stimme mit komple-
mentdren Wachstumsbediirfnissen in  Minimal-
medium hexaploide Stimme isolieren lassen. Offen-
sichtlich gehen diese Hexaplonten aus der Kopula-
tion zweier Triplonten hervor, bei denen jeweils ein
Paarungstypallel mutiert ist (aaa — aaa und aoa
— aqoa).

Voraussetzung fiir die Herstellung eines weitest-
gehend homozygoten hexaploiden Stammes ist also
das Vorhandensein weitestgehend isogener, homo-
zygoter triploider Stimme mit komplementdren
Wachstumsbediirfnissen. Da, wie in 1. c. 1* beschrie-
ben, die haploiden Stimme 211-1a und 211-1b mit
Ausnahme der Paarungstypallele isogen sind, wur-
den diese als Ausgangspunkt fiir den Aufbau wei-
testgehend homozygoter und isogener di- und tri-
ploider Stimme mit komplementiren Wachstums-
bediirfnissen gewihlt. Beide Stimme sind unabhin-
gig von Aminosduren sowie von Purinen und Pyri-
midinen. Mit Hilfe der Stempeltechnik * wurde aus
beiden Stammen je eine spontan aufgetretene Mu-
tante isoliert. Dazu wurden bei Stamm 211-la ins-
gesamt =~ 90 000 Kolonien uberpriift, bei Stamm
211-1b insgesamt == 80 000. Die aus 211-la iso-
lierte Mutante (211-1aM) erwies sich bediirftig fiir
Valin und Isoleucin, wihrend die aus 211-1b iso-
lierte Mutante (211-1bN) serin-bediirftig war.

Zur Uberpriifung der genetischen Grundlagen
beider Mutanten wurden die Staimme 211-1aM und
211-1bN mit je einem aminosdure-prototrophen ha-
ploiden Stamm von komplementdrem Paarungstyp
gekreuzt. Aus den Kreuzungen resultierten die aa-
Diplonten 263 bzw. 264. Von Stamm 263 und
Stamm 264 wurden 20 bzw. 15 viersporige Asci
isoliert und die Sporen separiert. Die Keimungs-
fiahigkeit der Sporen war schlecht. So wurde von
Stamm 263 nur 1 Ascus erhalten, von dem alle
4 Sporen auskeimten, bei 3 Asci keimten je 3 Spo-
ren aus, bei 5 je 2 und bei den ibrigen 11 nur je
eine Spore. Der viersporige Ascus ergab eine 2:2-
Aufspaltung (vi : Vi = Valin-Isoleucin-Bediirftig-
keit : Valin-Isoleucin-Nichtbediirftigkeit) . Simtliche
Asci, bei denen nur 3 Sporen ausgekeimt waren, ga-
ben eine 2 : 1- oder 1 : 2-Aufspaltung (vi : Vi). Be-
trachtet man die Sporenkulturen insgesamt, so ist

9 R. K. MortiMEer, Rad. Res. 9, 312 [1958].

das Verhiltnis von vi: Vi = 16 :18. Damit kann
als ausgeschlossen gelten, dafl die Valin-Isoleucin-
Bediirftigkeit auf die Mutation zweier ungekoppel-
ter Loci zuriickzufithren ist. Ob nur ein Locus oder
mehrere eng gekoppelte Loci mutiert sind. bleibt
vorerst unentschieden. Von den 15 von Stamm 264
isolierten Asci keimten bei 3 jeweils 4 Sporen aus,
bei 9 keimten jeweils 3 Sporen aus und bei 3 je-
weils 2 Sporen. Das Verhiltnis Serin-Bediirftigkeit :
Serin-Nichtbediirftigkeit (se : Se) war in allen Asci
mit 4 ausgekeimten Sporen 2 :2 und in Asci mit
3 ausgekeimten Sporen 2 :1 oder 1 :2. Insgesamt
betrug das Verhaltnis se : Se = 23 : 22, was fiir die
Mutation eines Locus als Ursache der Serinbediirf-
tigkeit spricht. In allen Féllen wurde die Aufspal-
tung der Paarungstypallele zur Kontrolle mit beob-
achtet und erfolgte erwartungsgemalf3.

Aus den haploiden Mutanten 211-1aM und
211-1bN wurden nun aa sowie aa- bzw. aa-Diplon-
ten gewonnen (230, 219 sowie 211-1aM/2 und
211-1bN/2, vgl. Abb. 1). Bei der Sporulation der
aa-Diplonten wurden die haploiden Sporenkulturen
219-1a bis 219-1d sowie 230-1b und 230-lc iso-
liert. Die Bildung 4-sporiger Asci erfolgte in die-
sen weitestgehend homozygoten Stimmen nur recht
sparlich und die Keimféahigkeit der Sporen war
schlecht. Von mehreren isolierten Asci des Stam-
mes 230 keimten maximal 3 Sporen eines 3-spori-
gen Ascus aus (230-la bis 230-1c). Die Stimme
230-1b und 230-1c erwiesen sich als haploid, wéh-
rend der Stamm 230-la diploid ist. méoglicherweise
also durch Verschmelzung zweier haploider Kerne
im Ascus entstanden war. Von 219 konnten 4 kei-
mungsfahige haploide Sporenkulturen aus einem
Ascus gewonnen werden. Nach Isolierung geeigne-
ter aa- und aa-Diplonten und Kreuzungen mit ha-
ploiden oder diploiden Zellen vom komplementaren
Paarungstyp wurden die triploiden Stimme 300
und 301 sowie die tetraploiden Stimme 400 und
401 hergestellt (s. Abb. 1).

Die von 211-1aM sowie 211-1bN abstammenden
Stimme sollten ihrer Entstehungsweise zufolge je-
weils weitestgehend homozygot und isogen sein.
Diese Annahme wird durch die in folgenden Ab-
schnitten zu besprechenden Ergebnisse auch besta-
tigt. Wie bereits erwihnt, unterscheiden sich die
Stimme 211-1aM (viSe) und 211-1bN (Vise)
durch komplementire Aminosdurebediirfnisse. Der
gleiche Unterschied trifft naturgemaly fir alle Ab-
kommlinge beider Stimme zu. Die polyploiden
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Stamme dieser beiden Serien erfiillen daher eine
notwendige Voraussetzung zur Gewinnung von wei-
testgehend homozygoten Ploidieklassen >4. So
wurden Zellen der Stimme 211-1aM/2 und 300
miteinander in Nahrmedium fir 24 Stdn. geziich-
tet und nach Waschung auf synthetisches Medium
ohne Valin, Isoleucin und Serin ausgeplattet. Wah-
rend in Kontrollversuchen, in denen etwa die gleiche
Zellzahl des Stammes 211-1aM/2 oder 300 auf Mi-
nimalmedium ausgeplattet wurde, keine Kolonien
wuchsen, traten solche bei der Kultur, die Zellen
beider Stimme enthielt, nach Ubertragung auf Mini-
malmedium auf. Eine dieser prototrophen Kolonien
wurde ausgewdhlt (Stamm 500). In gleicher Weise
wurde mit einem Gemisch der Stimme 300 und 301
verfahren und 1 prototrophe Kolonie ausgewihlt
(Stamm 600). Daf} die isolierten Staimme 500 und
600 tatsdchlich aus Kreuzungen der diploiden bzw.
triploiden Elternstimme hervorgegangen sind, wird
durch die im folgenden Abschnitt zu besprechende
genetische Analyse bestatigt. Einen weiteren bestati-
genden Hinweis liefert ein Vergleich der durch-
schnittlichen Zellvolumina.

3. Genetische Analyse des Ploidiegrads

a) Haplonten

Beweise fur die haploide Natur der Stimme
211-1a und 211-1b wurden bereits in l.c.1* er-
bracht. Die Haploidie der Mutanten 211-1aM und
211-1bN wird, abgesehen von ihrer Entstehungs-
weise und ihrer Morphologie (runde, klumpenbil-
dende Zellen), auch durch die Ergebnisse der im
vorigen Abschnitt geschilderten Kreuzungsversuche
zur genetischen Analyse der Valin-Isoleucin- bzw.
Serin-Bediirftigkeit bestatigt.

b) Diplonten

Der Ploidiegrad aller in Abb. 1 aufgefiihrten aa-
Diplonten wurde durch Ascosporenanalyse besta-
tigt. War auch die Sporenbildung und -keimfahig-
keit bei diesen weitestgehend homozygoten Stim-
men meist gering, so widersprach jedoch die Ver-
teilung der Paarungstypallele in den Sporenkulturen
niemals der Erwartung. Die Verteilung anderer

10 Eine geringe Sporenbildung und Keimungsfihigkeit tri-
ploider Saccharomyces-Stimme wurde bereits beim Auf-
bau der zentralen Stammserie der Abb. 1 beobachtet (W.
Laskowskr, Habilitationsschrift Freie Universitat Berlin,
1960). Gleiche Beobachtungen liegen von anderen Autoren

genetischer Markierungsfaktoren war infolge der
Homozygotie dieser Stimme nicht zu verfolgen.

Die fiir die Paarungstypallele homozygoten aa-
oder aa-Diplonten sporulieren nicht. Ein genetischer
Beweis fiir ihren Ploidiegrad ist erst aus der Ana-
lyse polyploider Stamme, die durch Kreuzung von
aa- oder aa-Diplonten entstanden sind, zu erbrin-
gen.

c) Polyplonten

Die Aufspaltungsergebnisse der Sporenkulturen
polyploider Stamme sind in Tab. 1 —4 zusammen-
gefafit. Da die tri- und tetraploiden Stamme bis auf
die Paarungstypallele homozygot sind, kann bei die-
sen Staimmen nur die Verteilung der Allele a und o
verfolgt werden. Im tbrigen ist aber der haploide
Ausgangsstamm des gesamten Stammsystems, a-41,
durch folgende Eigenschaften ausgezeichnet: Ver-
garungsfiahigkeit von Saccharose und Maltose,
Unfahigkeit zur Vergdrung von Galaktose und
Melibiose, Unabhangigkeit von Adenin und Uracil.
Diese Eigenschaften finden sich auch bei allen
Stammen aller Ploidieklassen des Stammbaums in
Abb. 1 sowie bei sdmtlichen gepriiften Sporenkul-
turen, was ein weiterer Beweis fiir die durch keine
Verunreinigung durch Fremdinfektion gestorte ver-
wandtschaftliche Zusammengehorigkeit dieser Stim-
me sowie fiir die Homozygotie der di- und poly-
ploiden Stimme anzusehen ist.

a) Triplonten
Da die Haufigkeit der Ascusbildung und die Kei-

mungsfahigkeit der Ascosporen bei den triploiden
Kulturen gering ist!%, wurden Sporenisolierungen
nicht mit dem Mikromanipulator, sondern nach der
Massenisolations-Technik vorgenommen. Wenn man
mogliche Verteilungs-Irregularitdten wéhrend der
Meiose vernachldssigt, ist fir die Verteilung der
Paarungstypallele in den aus triploiden Stimmen
erhaltenen Sporenkulturen ein Aufspaltungsverhalt-
nis trisomer Typen zu erwarten!l. Da Stamm 300
aus einer Kreuzung der Stimme 211-1bN/2 (aa)
und 219-1a (a) hervorgegangen ist, sollte er beziig-
lich der Paarungstypallele von der Konstitution aaa
sein, Stamm 301 sollte auf Grund der Konstitution

vor, . c.® und 1. c. 11, Die Ursachen hierfiir sind wohl in
Anomalien wihrend der Meiose und der dadurch beding-
ten Entstehung aneuploider nicht vitaler Sporen zu sehen.

11 C. C. Emers u. S. Winpiscr, Z. Naturforschg. 15b, 702
[1960].
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A

) S |

Paarungstyp-Konstitution: aao |

‘ 251:2:1
Experimentelles Ergebnis 1

Stamm 300 ‘ |

Paarungstyp-Konstitution: aso ‘ an:oo:ao

| 2 Lsly2
Experimentelles Ergebnis
Stamm 301 |

Theoretische Erwartung

Exp. Befund X2 P
B
ax:a’:a ax:a’:a
23351
32:53:15 1.55 0.46
an:a:o’ an:ao
2:1+3
38:16:42 1,89 0,39

Tab. 1. Aufspaltung der Paarungstypallele in den Sporenkulturen triploider Stamme.

der Elternstimme (211-1aM/2 [aa] und 230-lc
[a]) vom Typ aaa sein (s. Abb. 1). Die fiir beide
Paarungstyp-Konstitutionen zu erwartenden Auf-
spaltungsverhiltnisse sowie die experimentellen Er-
gebnisse sind in Tab.1 zusammengefaflt. In der
Rubrik B der Tab. 1 sind die zu erwartenden haploi-
den und diploiden Kulturen des gleichen Paarungs-
typs zusammengezogen. Da eine eindeutige geneti-
sche Klassifizierung zwischen haploiden und fiir die
Paarungstypallele homozygoten diploiden Kulturen
nur durch weitere Kreuzungsanalysen zu erreichen
ist, wurde auf eine Trennung dieser beiden Klassen
verzichtet. Die isolierten Sporenkulturen wurden je-
weils mit einem haploiden Teststamm vom Paa-
rungstyp a bzw. a zusammengebracht und der Paa-
rungstyp entsprechend der Zygotenbildung be-
stimmt. Fand eine Zygotenbildung weder mit dem
a-Teststamm noch mit dem o-Teststamm statt, wur-
den die Kulturen als aa-Staimme klassifiziert. Wie
die P-Werte zeigen, sind die beobachteten Vertei-
lungen der Paarungstypallele in den Sporenkultu-
ren mit dem triploiden Zustand der Stimme 300
und 301 und deren vermuteter Paarungstyp-Konsti-
tution gut vertrdglich. Damit ist auch die vermutete
homozygote aa- bzw. aa-Konstitution der diploiden
Elternstimme 211-1bN/2 und 211-1aM/2 bestitigt.

p) Tetraplonten

Eine genetische Analyse wurde bisher nur mit
Stamm 400 durchgefiihrt, der aus der Kreuzung
211-1bN/2 x 219-1a/2 hervorgegangen ist. Der
Stamm 211-1bN/2 ist gleichzeitig ein Elter des tri-
ploiden Stammes 300, und seine Paarungstyp-Kon-
stitution (aa) wurde bereits durch die Analyse der
Sporenkulturen von 300 bestatigt. Auf Grund sei-
ner Entstehungsweise (Selbstdiploidisierung von
219-1a) hat Stamm 219-1a/2 vermutlich die Paa-

rungstyp-Konstitution aa, so dafl Stamm 400 vom
Typ aaaa (duplex) sein sollte.

Infolge relativ guter Ascusbildung des Stammes
400 wurden 15 Asci mit dem Mikromanipulator ge-
offnet und die Sporen isoliert aufgezogen. Nur bei
6 Asci keimten jedoch alle 4 Sporen aus, bei je 4
keimten 3 bzw. 2 Sporen aus und bei einem Ascus
keimte nur eine Spore aus. Infolge des geringen
Vorhandenseins kompletter Tetradenkulturen ist in
Tab. 2 a zunichst analog zu Tab.1 die Verteilung
der Paarungstypen samtlicher erhaltenen Einzel-
sporkulturen der statistischen Erwartung gegeniiber-
gestellt. Unter bestimmten vereinfachenden Voraus-
setzungen, zu denen vor allem die Annahme einer
zufallsméfligen bivalenten Chromosomenpaarung
und einer gleichméfligen, zufélligen Verteilung der
Zentromeren zu den Polen gehéren, sind nach EmErs
und Winpisca ' 3 Typen diploider Sporenkulturen
in bestimmtem, in Tab. 2 a angegebenem Verhaltnis
zu erwarten. Je nach dem Ausfall der Zygotenbil-
dung mit a- und a-Teststimmen wurden die Sporen-
kulturen als aa- oder aa-Kulturen eingeordnet. Spo-
renkulturen, die mit beiden Teststimmen keine Zy-
goten bildeten, wurden als aa-Stimme klassifiziert.
Samtliche Stimme letzterer Gruppe konnten zur
Ascusbildung induziert werden, wodurch ihre aa-
Konstitution bestdtigt wird. Wie aus Tab.2a zu

Tléleo_retlsche x2 P
rwartung

Paarungstyp- aoaa:oo

Ranstibutan dcs b bad
Experimentelles

Ergebnis

Stamm 400 3l: T: 7 0,32 0,85

Tab. 2 a. Aufspaltung der Paarungstypallele in den Sporen-
kulturen tetraploider Stimme.
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ersehen, stimmen die beobachteten Ergebnisse gut
mit der theoretischen Erwartung tiberein.

Zusitzlich zu der vorangegangenen statistischen
Beurteilung der Aufspaltungsverhiltnisse in den
Sporenkulturen vollstindig und unvollstindig aus-
gekeimter Tetraden konnen auch die Aufspaltungs-
verhaltnisse in mehreren vollstindig ausgekeimten
Tetraden beurteilt werden. Unter den oben bereits
erwidhnten vereinfachenden Annahmen sind bei
einem tetraploiden Stamm vom duplex-Typ nach
Roman und Mitarbb. 12 3 Ascustypen zu erwarten,
die beziiglich der Paarungstypallele folgender Kon-
stitution sind:

I aa aa aa aa
II aa aa aa aa
111 aa aa aa aa

Unter obigen Voraussetzungen hiangt die Haufig-
keit der Typen I und II im wesentlichen von der
Hiufigkeit ab, mit der sich widhrend der Meiose
Chromatiden mit gleichem oder komplementirem
Allel paaren. Bei rein zufalliger Paarung ist das
Verhaltnis 1:1I = 2:1 zu erwarten. Asci vom
Typ III konnen nur durch ein crossing-over zwi-
schen Paarungstypallel und dem entsprechenden
Zentromer entstehen; die Haufigkeit des Typs III
ist also ein Maf} fir aufgetretenen Chromatidenaus-
tausch und damit fiir den Abstand Zentromer —
Allel.

Zur Tetradenanalyse standen 6 Asci mit 4 aus-
gekeimten Sporenkulturen zur Verfiigung. AuBler-
dem ist eine Klassifizierung der 4 Asci mit je 3 aus-
gekeimten Sporenkulturen moglich. Bei 3 dieser
Asci bildeten alle 3 Sporen keine Zygoten mit a-
oder a-Teststimmen, sporulierten aber. Diese Asci
konnen, entsprechend obigen Voraussetzungen nur
zum Typ I gehoren. Die nicht gekeimte Spore
miiflte dann ebenfalls von der Konstitution aa ge-
wesen sein. Beim vierten 3-sporigen Ascus waren
2 Sporenkulturen sporulationsfahig aber nicht kopu-
lationsfahig, wahrend die 3. Sporenkultur Zygoten
mit einem a-Teststamm bildete. Dieser Ascus kann
entsprechend obiger Voraussetzung nur zum Typ III
gehoren, die nicht gekeimte Spore sollte dann von
der Konstitution aa gewesen sein. Das Gesamtergeb-
nis der Tetradenanalysen ist in Tab. 2 b zusammen-
gefalit und den von Roman und Mitarbb. 12 erzielten
Aufspaltungsergebnissen aus 10 tetraploiden Stdm-
men mit insgesamt 168 analysierten Asci gegen-

2 H. Roman, M. M. Puiruies u. S. M. Saxps, Genetics 40,
546 [1955].

Stamm Pae;}rungs- Ascustypen X2 P
‘ yP ;
i II  III
400 aaoo 4 1 5
Sammelergebnis 48,29, 9,59, 42,39, 1,52 | 0,47
von Romax
u. Mitarbb. 12

Tab. 2b. Aufspaltung der Paarungstypallele in Tetraden
tetraploider Stimme (Einzelheiten im Text).

iibergestellt. Die Ubereinstimmung der Haufigkeiten
der Ascustypen I, IT und III zwischen beiden Ergeb-
nissen ist befriedigend. Diesen Ergebnissen zufolge
kann der tetraploide Zustand von Stamm 400 und
gleichzeitig die homozygot diploide aa- bzw. aa-
Konstitution der Elternstimme als gesichert ange-
sehen werden.

7) Pentaplonten

Der Stamm 500 wurde isoliert als eine proto-
trophe Kolonie, die aus einer Mischung der beiden
auxotrophen Stimme 300 und 211-1aM/2 hervor-
gegangen ist. Der triploide Stamm 300, dessen
Ploidiegrad durch Analyse der Aufspaltung der
Paarungstypallele in den Sporenkulturen bestatigt
wurde (s. Tab. 1), ist bedirftig fiir die Aminoséure
Serin und von iibrigen Aminosduren unabhingig.
Der diploide Stamm 211-1aM/2 ist unabhéngig von
Serin aber abhingig von den Aminosduren Valin
und Isoleucin. Wie weiter oben ausgefiihrt, ist die
Valin-Isoleucin-Abhéngigkeit des haploiden Aus-
gangsstammes 211-1aM auf die Mutation eines
Locus oder mehrerer eng gekoppelter Loci zuriick-
zufiihren. Die genetische Konstitution des selbst-
diploidisierten Stammes 211-1aM/2 kann dement-
sprechend durch die Symbole aa, vivi, SeSe wie-
dergegeben werden und die des triploiden Stammes
300 durch die Symbole aaa, Vi Vi Vi, se se se.

Da nur die Zellen des Stammes 211-1aM/2 kopu-
lationsfdhig sind, die des Stammes 300 aber nicht
kopulieren konnen, liegt die Vermutung nahe, daf3
als Voraussetzung fiir die Entstehung von Stamm
500 eine Mutation eines Paarungstypallels in einer
Zelle des Stammes 300 zu der Paarungstyp-Konsti-
tution aaa gefiihrt hat. Aus einer Vermehrung der-
artiger fiir das Paarungstypallel a homozygoter tri-
ploider Zellen und nachfolgender Kopulation mit
einer diploiden aa-Zelle konnte der pentaploide
Stamm 500 moglicherweise hervorgegangen sein.
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Dessen genetische Konstitution wire dann durch die
Symbole aaaaa, Vi Vi Vivivi,
kennzeichnen.

SeSesesese zu

Eine Analyse der Sporenkulturen von St. 500
wurde durch mikromanipulatorische Isolierung meh-
rerer Asci durchgefiihrt. Von 18 isolierten Asci
keimten nur bei 9 alle 4 Sporen aus, bei 5 Asci
keimten je 3 Sporen aus, bei 3 Asci je 2 Sporen
und bei 1 Ascus keimte nur 1 Spore. Die Sporen-
kulturen wurden mit haploiden a- und a-Teststdim-
men gekreuzt. Fand Zygotenbildung mit einem a-
Teststamm statt, wurde die Kultur als o« klassifi-
ziert, bei Zygotenbildung mit einem a-Teststamm
wurde die Kultur entsprechend als a’ klassifiziert.
Unter dem Symbol O wurden alle Kulturen zusam-
mengefalit, die weder mit dem a- noch mit dem
a-Teststamm Zygoten bildeten. Letztere Gruppe von
Kulturen wurde auBlerdem auf ihr Sporulationsver-
mogen gepriift. Ascusbildung war selbst nach mehr-
fachen Sporulationsansitzen bei einem Teil der
0-Kulturen nicht zu beobachten. Da bereits bei tri-
ploiden Kulturen haufig eine geringe Ascusbildung
beobachtet wird 19, ist dieses Ergebnis bei den wahr-
scheinlich vielfach aneuploiden Chromosomensétzen
der Sporenkulturen pentaploider Stamme nicht un-
verstandlich.

Da Stamm 500 auch heterozygot fiir Serin- und
Valin-Isoleucin-Bediirftigkeit bzw. -Nichtbediirftig-
keit ist, wurden die Sporenkulturen auch auf ihre
Abhingigkeit von diesen Aminosduren gepriift. In
Tab.3a und b sind die Ergebnisse der Sporen-
analysen zusammengefafit. Dabei wird das aus der
Analyse samtlicher Sporenkulturen vollstandig und
unvollstindig ausgekeimter Tetraden erhaltene Er-
gebnis von den aus kompletten Tetraden gewonne-
nen Ergebnissen getrennt aufgefiihrt.

Bisher liegen noch keine genetischen Analysen
pentaploider Hefestimme vor, mit denen die in

Paarungs- Zahl der Zahl der
ver- Sporen- Bediirftigkeit Sporen-
halten = kulturen kulturen
0 42 Serin i
a’ 12 Valin-Isoleucin 15
o + Serin + Valin- 0
‘ Isoleucin
‘ nicht bediirftig 36
Tab. 3 a. Aufspaltung des Paarungsverhaltens sowie der

Aminosdurebediirftigkeit in sdmtlichen Sporenkulturen
aller analysierten Asci eines vermutlich pentaploiden
Stammes (500).

W. LASKOWSKI

Nichtbe- Zahl der
Verteilung des Zahl = diirftig- Asci
Paarungsverhaltens der  keit: Be- - gp——
f:a’:0” Asci | diirftig-  Qopin Valin-
keit ’ Isoleucin
4:0:0 2 4:0 4 3
3:1:0 5 3:1 5 3
221 21 2 2:2 0 3

Tab. 3 b. Aufspaltung des Paarungsverhaltens und der

Aminosdurebediirftigkeit in den Sporenkulturen vom Stamm

500 (nur 9 Asci, in denen alle 4 Sporen ausgekeimt sind,
wurden berticksichtigt).

Tab. 3 a und b zusammengefaliten Daten verglichen
werden konnten. Da sich wiahrend der Meiose penta-
ploider Zellen moglicherweise eine Reihe theoretisch
schwer erfalbarer Anomalien ereignen, wurde im
Rahmen dieser Untersuchungen mit dem hier vor-
liegenden kleinen Material kein Versuch zur Ent-
wicklung theoretischer Modelle zur Kliarung der
Aufspaltungsverhiltnisse unternommen. Immerhin
kann der Unterschied in den Aufspaltungsergebnis-
sen fiir die Paarungstyp-Konstitution im Vergleich
zu den an Stamm 300 erzielten Ergebnissen (s.
Tab. 1) als Hinweis fiir einen nicht triploiden Zu-
stand gewertet werden. Aullerdem zeigt das Auftre-
ten serin- bzw. valin-isoleucin-bediirftiger Sporen-
kulturen (s. Tab.3 a und b), dal} St. 500 tatsach-
lich aus einer Verschmelzung von Zellen der Stimme
300 und 211-1aM/2 hervorgegangen ist. Der be-
kannte Ploidiegrad dieser Stamme verstarkt die
Wahrscheinlichkeit fiir den pentaploiden Zustand
von Stamm 500. Schliefllich sei noch hingewiesen
auf die Zusammenstellung der durchschnittlichen
Zellvolumina haploider bis hexaploider Stamme in
Tab. 5. Wie zu ersehen, liegt das durchschnittliche
Zellvolumen von Stamm 500 zwischen den Werten
der tetraploiden und hexaploiden Stimme. Alle
diese Angaben bestiarken die Wahrscheinlichkeit fur
den pentaploiden Zustand des Stammes 500.

0) Hexaplonten

Stamm 600 wurde isoliert als eine prototrophe
Kolonie, die aus einer Mischung der auxotrophen
triploiden Stdmme 300 und 301 hervorgegangen
ist. Stamm 300 ist serin-bediirftig, Stamm 301 valin-
isoleucin-bediirftig. Da beide triploiden Stimme in-
folge ihrer Entstehungsweise bis auf die Paarungs-
typallele homozygot sein sollten, 13t sich ihre ver-
mutliche genetische Konstitution symbolisch folgen-
dermaflen angeben: 300: aaa, sesese, ViViVi;
301: aaa, Se Se Se. vi vi vi.
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St Paarungsverhalten Serin- Valin-Isoleucin-
RN 0 : a : o Nichtbediirftigkeit : Bedurftigkeit Nichtbediirftigkeit : Bediirftigkeit
600 61 : 8 : 6 60 1101 68 : 21
81.49, 10,6% 8% 85,79, 14,39, 97,1% 2,9%
Angaben von 72 110 :10
Mortimer? 78,49, 10,89, :10,89,2 95% :5%3 909 : 109, 95% :59%3
X2 0,83 18,21 1,78 0.93
P 0,66 2.10-5 0,42 0,33

Tab. 4. Aufspaltung des Paarungsverhaltens und der Aminosdurebediirftigkeit in den Sporenkulturen hexaploider Stimme.
1 Es wurden nur 70 Kulturen auf ihre Aminosiurebediirftigkeit iiberpriift. 2 Von Mortimer ? beobachtete Hiufigkeiten von
Sporenkulturen mit entsprechendem Paarungsverhalten. 3 Von Mortiver ? berechnete theoretische Erwartung fiir die Hau-
figkeiten homozygot rezessiver Sporenkulturen bei triplex Konstitution des Hexaplonten.

Da beide Stamme nicht kopulieren konnen, liegt,
dhnlich wie bei der Entstehung von Stamm 500, die
Annahme nahe, daf} der auxotrophe Stamm 600 aus
einer Verschmelzung zweier durch Mutation eines
Paarungstypallels komplementdr homozygot gewor-
dener triploider Zellen hervorgegangen ist. Seine
genetische Konstitution sollte sich dann symbolisch
folgendermaflen  ausdriicken lassen:
Se SeSesesese, Vi ViVivivivi (triplex Typ).

Mit Hilfe der Massenisolations-Technik wurden
75 Sporenkulturen von Stamm 600 isoliert und auf
ihr Paarungsverhalten sowie ihre Abhingigkeit von
Serin und/oder Valin-Isoleucin tberpriift. Die Er-
gebnisse sind in Tab. 4 zusammengefafft und mit
Ergebnissen von Morriver %, die aus Tetraden-
analysen eines hexaploiden Stammes (ebenfalls tri-
plex Typ) gewonnen wurden, verglichen.

aaaaaa,

Zur Bestimmung des Paarungsverhaltens wurden
alle Sporenkulturen auf ihre Kopulationsfahigkeit
mit einem haploiden a- oder a-Teststamm geprift
und bei Zygotenbildung als o bzw. a’ klassifiziert.
Der Ploidiegrad der a’- und «’-Stimme wurde nicht
weiter analysiert; die kopulationsfdhigen Stimme
sind wahrscheinlich homozygot fiir die Allele a bzw.
a. Nicht kopulationsfahige Stimme wurden unter
dem Symbol 0 zusammengefafit. Auch bei diesen
Stammen wurde der Ploidiegrad nicht bestimmt.
Sie sind wahrscheinlich heterozygot fir die Paa-
rungstypallele. Nicht bei allen Stimmen der letzte-
ren Gruppe konnte Sporenbildung beobachtet wer-
den. Wie aus Tab. 4 zu ersehen, stimmen die Hau-
figkeiten der Sporenkulturen verschiedenen Paa-
rungsverhaltens gut mit den von MortiMER beob-
achteten Werten iiberein. Die Ubereinstimmung mit
den von MorTiMER unter bestimmten Voraussetzun-
gen (u.a. zufallsgemdfle Bivalentbildung, gleich-
méfige und zuféllige Verteilung der Zentromere zu

den Polen) errechneten theoretischen Erwartungs-
werten (0 :a”:a” = 90 :5:5) ist dagegen weniger
gut. Der damit zweifach beobachtete hoher als theo-
retisch zu erwartende Prozentsatz von Sporenkultu-
ren, die fir die Paarungstypallele homozygot sind,
deutet auf das Nichtzutreffen bestimmter theoreti-
scher Voraussetzungen hin. So lassen sich die Be-
funde z. B. durch die Annahme einer bevorzugten
Polwanderung von Chromosomen mit gleichem
Paarungstypallel erklaren.

Auller der Aufspaltung der Paarungstypallele 1af3t
sich in den Sporenkulturen von Stamm 600 noch die
Aufspaltung der die Abhangigkeit bzw. Unabhéan-
gigkeit von Serin und Valin-Isoleucin steuernden
Allele verfolgen. Hierbei konnen ohne weitere Kreu-
zungsanalysen nur zwei Klassen unterschieden wer-
den; einmal Sporenkulturen, die bediirftig fiir eine
bestimmte Aminosdure sind und damit homozygot
fiir das betreffende rezessive Allel sein miissen, zum
anderen Sporenkulturen, die fiir eine bestimmte
Aminosédure nicht bediirftig sind und dementspre-
chend ein oder mehrere dominante Allele besitzen.
Nach Berechnungen von MortiMER sind unter den
oben bereits erwdahnten Voraussetzungen unter den
Sporenkulturen eines hexaploiden Stammes von tri-
plex Konstitution 5% fiir ein bestimmtes Allel homo-
zygot rezessive Kulturen zu erwarten. Wie aus
Tab. 4 ersichtlich, ist die Ubereinstimmung zwischen
theoretischer Erwartung und beobachtetem Ergebnis
im Falle der Valin-Isoleucin-Bediirftigkeit befriedi-
gend, wihrend im Falle der Serin-Bediirftigkeit eine
erhebliche Abweichung von der Erwartung fest-
zustellen ist. Ursachen fiir das Uberwiegen der ho-
mozygot rezessiven serin-bediirftigen Kulturen sind
schwer eindeutig anzugeben. Jedoch zeigten bereits
die experimentellen Befunde MorriMERs beziiglich
des Paarungsverhaltens der Sporenkulturen, daf} an-
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Stamm Ploidiegrad Pamungstyp.
allele
211—1bN haploid a
211—1aM haploid o
211—1bN/2 diploid aa
211—1aM/2 diploid oot
219 diploid an
230 diploid ao
300 | triploid aao
301 ’ triploid aoo
400 tetraploid aao
500 | pentaploid aaaoo
600 ‘ hexaploid aaano

Durchmesser | Volumen! relat. Vol.2
2a (1l 2p | [13] [Vp/V1]
44 4,2 | 40,5

45 3.9 1 37.8 1,00
b7 5,3 83.6 2,19
6,0 5,3 88.1 2,26
6,6 5.6 107.5 2,74
5.7 5,0 74,6 1,90
7,5 6,2 151,2 3.86
7.5 5,7 127,7 3,25
8.2 6,5 181,4 4,64
8,7 6.7 204,2 5,20
9,7 7.2 } 262,0 6,70

Tab. 5. Zelldurchmesser und -Volumen einer weitestgehend homozygoten Stammserie.

4
! Berechnet nach V= -3£ ab?.

2 ¥,=39,15 (Mittelwert der Volumina der beiden Haplonten).

statt der theoretisch erwarteten 5% homozygot rezes-
siver Sporenkulturen 10% auftraten, was auf eine
Abweichung vom zufallsgeméflen Verteilungsmecha-
nismus der die Paarungstypallele tragenden Chro-
mosomen hindeutet. Nimmt man fiir die die Se/se-
Allele tragenden Chromosomen eine Abweichung
von etwa gleichem Ausmal} an, vergleicht man also
die beobachteten Werte von 14,3% bzw. 85,7% mit
Erwartungswerten von 10% bzw. 90%, ergibt sich
ein X2-Wert von 1.78 und ein P-Wert von 0,42.
Hieraus wird ersichtlich, daf} die beobachteten Werte
der Haufigkeiten serin-bediirftiger bzw. -nicht-
bedirftiger Kulturen eine hexasome Konstitution
(triplex Typ) des die entsprechenden Allele tragen-
den Chromosomen nicht unbedingt ausschlief3en.

Die beobachteten Werte lassen sich allerdings
auch durch andere Annahmen interpretieren. So hat
man z. B. bei Giiltigkeit oben erwihnter Voraus-
setzungen und Vorliegen hexaploider Zellen vom
duplex Typ (SeSesesesese) etwa 20% homozygot
rezessiver Sporenkulturen zu erwarten?. Jedoch ist
es zum Entstehen einer derartigen Konstitution not-
wendig, dall der homozygot dominante Elter 301
(SeSeSe) durch Mutation heterozygot (Se Se se)
wurde. Eine derartige Heterozygotie des Stammes
301 konnte bei Uberpriifung seiner Sporenkulturen
nicht nachgewiesen werden. Natiirlich ist nicht aus-
zuschliefen, dal} gerade an der zur Bildung des
Stammes 600 fihrenden Kopulation eine 301-Zelle
obigen Typs beteiligt war. Schliellich mag auch der
Verlust eines ein dominantes Allel tragenden Chro-
mosoms in den Zellen des Stammes 600 zu einem
vermehrten Auftreten homozygot rezessiver Sporen-
kulturen fiihren.

Eine eindeutige Entscheidung zwischen diesen
verschiedenen Interpretations-Moglichkeiten ist ohne
weitere ausgedehnte Kreuzungsanalysen nicht mog-
lich. So 1463t sich vorerst zusammenfassend nur fest-
stellen, dal} in den Zellen des Stammes 600 das je-
weils 6-fache Vorliegen der Chromosomen, die die
den Paarungstyp, die Serin-Synthese sowie die Va-
lin-Isoleucin-Synthese steuernden Gene tragen, nicht
unwahrscheinlich ist, wenn man annimmt, daf} die
Chromosomen der beiden erstgenannten Gruppen
nicht rein zuféllig verteilt wiahrend der Meiose an
die Pole wandern. Ein weiterer Hinweis auf die
hexaploide Konstitution des Stammes 600 ergibt
sich aus dem Vergleich der durchschnittlichen Zell-
volumina mit denjenigen der tbrigen Ploidieklas-

sen (vgl. Tab. 5).

4. Durchschnittliche Zellvolumina der Stamme

Bereits von Muxpkur * und Mortiver ? sowie
in . c. 1 wurde eine annihernd ploidiegrad-propor-
tionale Zunahme des Zellvolumens bei Saccharomy-
ces-Stimmen verschiedenen Ploidiegrades festge-
stellt. Eine Bestimmung der Zellvolumina der hier
beschriebenen Stammserien konnte deshalb weitere
Hinweise zur Beurteilung des Ploidiegrades liefern.
So wurden die langen und kurzen Achsen (2 a bzw.
2b) von jeweils 100 bis 120 Zellen aus Kulturen in
der stationdren Wachstumsphase nach Waschung
und Aufbringung auf eine Agarschicht mit Hilfe
eines Okularmikrometers bestimmt. Die Mittelwerte
fiir die Zelldurchmesser und die daraus berechneten
Werte fiir absolutes und relatives Zellvolumen sind

13 B. D. Muxpkur, Experientia [Basel] 9, 373 [1953].
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in Tab. 5 zusammengefalit. Wie zu ersehen, steigt
das relative Zellvolumen anndhernd proportional
mit steigendem Ploidiegrad. Dieser Befund stimmt
mit den Resultaten anderer Autoren iiber eine ploi-
diegrad-proportionale Zunahme des Zellvolumens
polyploider Saccharomyces-Stdamme iiberein % 13.

Die absoluten Werte der Tab. 5 liegen systema-
tisch etwas hoher als die in 1. c. 1 ermittelten Werte.
Dieser Unterschied mag in der verschiedenartigen
Methode begriindet liegen. Wahrend damals die
Zelldurchmesser aus Mikrophotographien bestimmt
wurden, wurde diesmal eine direkte Messung vor-
genommen. Wichtiger als die absoluten sind in die-
sem Falle jedoch die relativen Werte.

5. Strahlenempfindlichkeit der Stimme

Bei der weitgehenden Homozygotie und Isogenie
der in Abb.1 aufgefiihrten Stimme konnte eine
weitgehend gleiche Strahlenempfindlichkeit der
Stamme einer Ploidieklasse erwartet werden. Unter-
schiede in der Strahlenempfindlichkeit der einzelnen
Ploidieklassen sollten dann allein durch die unter-
schiedliche Zahl von Chromosomensitzen pro Zelle
bedingt sein und Schliisse auf ploidiegradabhangige
Prozesse ermoglichen, die der Inaktivierung zu-
grunde liegen.
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Abb. 2. UV-Dosiseffektkurven einer Serie weitestgehend

homozygoter, isogener Stamme. Die Senkrechten geben die
halben maximalen Schwankungsbreiten an.

haploid: Stamm-Nr. 211-1bN (211-1a, 211-1b, 211-1aM)

diploid: Stamm-Nr.211-1bN/2 (211-1aM/2, 211-1a/2,

211-1b/2, 211, 219, 230)

3 triploid: Stamm-Nr. 300 (301, 313)

4 tetraploid: Stamm-Nr. 400

5 pentaploid: Stamm-Nr. 500

6 hexaploid: Stamm-Nr. 600

(In Klammern Stimme, deren Inaktivierungsraten unsyste-

matisch innerhalb der eingetragenen Schwankungsbreiten

streuen.)
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Inaktivierungsversuche mit ultraviolettem Licht
(UV) erbrachten tatsdchlich eine gleichartige Strah-
lenempfindlichkeit aller Stimme gleicher Ploidie-
klasse. In Abb. 2 sind die UV-Dosiseffektkurven fiir
eine Serie haploider bis hexaploider Stimme wie-
dergegeben. Fiir die Kurven 1-—3 liegen jeweils
Werte von 3 —7 Stammen vor, die unsystematisch
im Rahmen der -eingezeichneten Schwankungen
streuen (Einzelwerte fiir eine Anzahl diploider
Stamme sind in Abb. 8 angegeben.) Allgemein ist
festzustellen, daf} die haploiden Stamme am empfind-
lichsten sind, daBl Unterschiede in der Strahlen-
empfindlichkeit der di- und polyploiden Stimme
nicht sehr stark ausgeprégt sind (vgl. dagegen Ro-
Dosiseffektkurven), dafl aber dennoch in einem gro-
Beren Dosisbereich eine maximale Strahlenresistenz
der Triplonten und eine zunehmende Empfindlich-
keit bei Tetra- bis Hexaplonten erkennbar ist.

Eine derartige identische Empfindlichkeit aller
Stamme einer Ploidieklasse des hier behandelten
Stammsystems ist dagegen bei Inaktivierungsver-
suchen mit Rontgenstrahlen (R6) nicht vorhanden.
Hier zeigen sich Einfliisse der Paarungstypallele so-
wie der die Abhéangigkeit von bestimmten Amino-
sduren bedingenden Allele. Der bereits in 1. c. 1* be-
schriebene ,,aa-Effekt“ (hohere Ro-Resistenz von
aa-Diplonten im Vergleich zu aa- bzw. aa-Diplonten
bei sonst volliger Homozygotie und Isogenie) tritt
bei samtlichen Diplontengruppen des Stammbaums
der Abb.1 auf. Im tibrigen erweisen sich die di-
und polyploiden aminosdure-bediirftigen Abkomm-
linge von 211-1aM und 211-1bN deutlich Ro-resi-
stenter als jeweils die prototrophen Stimme glei-
cher Ploidieklasse der zentralen Stammserie der

Abb. 1.

In Abb. 3 sind die Dosiseffektkurven einer Serie
haploider bis tetraploider Stimme — als Abkomm-
linge von 211-1bN sdmtlich serin-bediirftig — so-
wie die Kurven fiir den prototrophen penta- und
hexaploiden Stamm wiedergegeben. Wenn man vom
diploiden aa-Stamm absieht, ergibt sich im Ver-
gleich zu den UV-Dosiseffektkurven eine gleichartige,
jedoch wesentlich deutlicher ausgeprégte relative
Strahlenresistenz der einzelnen Ploidieklassen 132,
Der aa-Effekt wird aus dem unterschiedlichen Ver-
lauf der beiden Kurven Nr. 2 deutlich. Diese unter-

13a Die Dosiseffektkurven der prototrophen penta- und hexa-
ploiden Stimme konnen allerdings infolge des fehlenden
AS-Effektes nicht unmittelbar mit den Kurven der iibrigen
auxotrophen Stamme verglichen werden.
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schiedliche R6-Empfindlichkeit tritt im gleichen Aus-
maf} bei allen aminosdure-bediirftigen Diplonten des
hier behandelten Stammsystems auf. So zeigen Ab-
kommlinge des Stammes 211-1aM eine etwa gleiche
R6-Empfindlichkeit wie Abkommlinge des jeweils
gleichen Ploidiegrades von Stamm 211-1bN. In der
Legende zu Abb. 3 sind in Klammern diejenigen
iiberpriiften Stimme angegeben, deren Inaktivie-
rungsrate unsystematisch im Rahmen der eingetrage-
nen Schwankungsbreite der jeweiligen Kurven
streuen (Einzelwerte sind z. T. in Abb. 5 und 7 an-
gegeben).

00|

Ubertebende [Y%] —> _.
3
//
&
g

2(aa)
y

7 Il 1 1 1 | S
0 50 100 150 200
Dosis in krad —>

Abb. 3. Rontgenstrahlen-Dosiseffektkurven einer Serie wei-
testgehend homozygoter, isogener Stimme. Die Senkrechten
geben die halbe maximale Schwankungsbreite an.
1 haploid: Stamm-Nr. 211-1bN (211-1a, 211-1b,
211-1aM, 219-1a bis 1d)
2 (aa) diploid: Stamm-Nr. 211-1bN/2 (211-1aM/2,
(aa) 219-1a/2, 219-1b/2)

2 (aa) diploid: Stamm-Nr. 219 (230, 260)
3 triploid: Stamm-Nr. 300 (301)
4 tetraploid: Stamm-Nr. 400
5 pentaploid: Stamm-Nr. 500

hexaploid: Stamm-Nr. 600
(In Klammern Stamme, deren Inaktivierungsraten unsyste-
matisch innerhalb der eingetragenen Schwankungsbereiche

streuen.)

=)

Was den aa-Effekt betrifft, ist ein Hinweis auf die
Stammpaare 211-1bN/2 (aa) und 219 (ax) sowie
219-1b/2 (aa) und 260 (aa) interessant. Das erste
Paar wurde aus dem haploiden Stamm 211-1bN iso-
liert, das zweite aus dem haploiden Stamm 219-1b,
der wiederum aus einer Ascospore von 219 hervor-
gegangen ist (vgl. Abb.1). Die Dosiseffektkurven
dieser Stamme sind identisch mit den entsprechen-
den aa- bzw. aa-Kurven der Abb. 3. Die 4 haploiden
Sporenkulturen des Ascus 219-1 zeigen alle eine
gleiche R6-Empfindlichkeit. Die Inaktivierungsraten
dieser Stimme fallen unsystematisch streuend in den
Schwankungsbereich der Kurve 1 der Abb. 3. Der

Resistenzeffekt verschwindet also in den haploiden
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Produkten der Meiose, tritt aber nach aa-Diploidi-
sierung in gleichem Ausmal} wieder auf. Erwihnt
sei in diesem Zusammenhang noch einmal, daf}
auch die aus der Sporenkultur 219-1a isolierte di-
ploide aa-Kultur 219-1a/2 die gleiche R5-Empfind-
lichkeit wie die aus der Sporenkultur 219-1b iso-
sierte aa-Kultur 219-1b/2 besitzt.

Der aa-Effekt tritt nicht nur bei Ro-Inaktivierun-
gen, sondern auch bei Inaktivierungen durch Po-a-

Strahlen auf (s. Abb. 4).
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Abb. 4. Po-a-Strahlen-Dosiseffektkurven fiir einen aa und
einen aa-Diplonten. Beide Stamme sind fiir die tibrigen Allele
homozygot und isogen.

Aufler den Paarungstypallelen iiben auch die
die  Serin- bzw. Valin-Isoleucin-Bediirftigkeit
steuernden Allele einen resistenzerhohenden Ef-
fekt aus. Dieser Resistenzeffekt wirkt sich nur
bei di- und polyploiden Stimmen aus. Wih-
rend sdmtliche haploiden Stimme des Stamm-
baums der Abb.1 eine gleiche Ro-Empfindlichkeit
aufweisen. sind sdmtliche auxotrophen di- und poly-
ploiden Stimme wesentlich rontgen-resistenter als
die entsprechenden prototrophen Stimme (zentrale

Serie der Abb.1). Abb.5 zeigt als Beispiel die
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Abb. 5. Rontgenstrahlen-Dosiseffektkurven fiir verschiedene
prototrophe und valin-isoleucin-bediirftige Haplonten und aa-
Diplonten (Einzelheiten im Text).
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Dosiseffektkurve fiir haploide und diploide proto-
trophe und auxotrophe Stimme. Daf} auch bei den
tri- und tetraploiden Stammen derartige Resistenz-
unterschiede vorliegen, zeigt ein Vergleich der ent-
sprechenden Dosiseffektivkurven aus Abb. 2 mit
den frither'* veroffentlichten Ro-Dosiseffektkurven
fiir die prototrophe Stammserie. Ahnliche Resistenz-
unterschiede treten auch bei Po-a-Bestrahlung auf

(Abb. 6). Dieser mit der Bedurftigkeit fiir be-
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Abb. 6. Po-a-Strahlen-Dosiseffektkurven fiir einen prototro-
phen (211-1b/2) und einen serin-bediirftigen (211-1bN/2)
aa-Diplonten.
stimmte Aminosduren eng korrelierte Resistenzeffekt
soll im folgenden als ,,AS-Effekt bezeichnet wer-

den.

Der AS-Effekt wurde bisher nur bei di- und poly-
ploiden Stimmen festgestellt, die bediirftig fir
Serin oder Valin-Isoleucin waren. Um das Vorkom-
men dieses Effekts auch bei anderen auxotrophen
Mutanten zu priifen, wurde nach weiteren spontan
aufgetretenen auxotrophen Mutanten bei verschiede-
nen haploiden Stimmen dieses Stammsystems ge-
sucht. Bisher wurde eine methionin-bedirftige
Mutante isoliert, die nach Diploidisierung jedoch
keine groBlere Ro-Resistenz als prototrophe Diplon-
ten aufweist. Dieser Befund zeigt, dall nicht jede
Aminosédurebediirftigkeit zu einer Resistenzerh6hung
diploider Stamme fithrt. Dennoch soll die Bezeich-
nung ,,AS-Effekt“ als terminus technicus fiir eine
durch eine Aminosdurebediirftigkeit bedingte Resi-
stenzerhohung weiterhin verwendet werden. Ab-
schlieBend sei noch betont, dal der AS-Effekt nicht
den aa-Effekt aufhebt, was bereits aus Abb. 3 er-
kennbar ist. Die Uberlagerung von AS- und aa-Ef-
fekt wird besonders deutlich bei einem Vergleich
der Ro6-Inaktivierungskurven von prototrophen und
serin-bediirftigen aa- und aa-Diplonten (Abb. 7).
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Wie bereits erwahnt, treten weder der AS- noch

der aa-Effekt bei UV-Inaktivierung auf (Abb. 8).
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Abb. 7. Rontgenstrahlen-Dosiseffektkurven fiir prototrophe

(211-1b/2, 211) und serin-bediirftige (211-1bN/2, 219) Di-

plonten. Die gestrichelten Kurven wurden aus l.c.!* iiber-
nommen (Einzelheiten im Text).
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Abb. 8. UV-Dosiseffektkurve fiir verschiedene prototrophe
und valin-isoleucin-bediirftige aa- und aa-Diplonten.

6. Zusammenfassende Diskussion

Durch Anwendung geeigneter Kreuzungs- und
Sporulationsschritte wurde versucht, ein System
weitestgehend isogener, homozygoter haploider bis
hexaploider ~Saccharomyces-Staimme aufzubauen.
Der infolge der jeweiligen Entstehungsweise vermu-
tete Ploidiegrad der einzelnen Stimme wurde durch
Analyse der Verteilung bestimmter Markierungsfak-
toren in den Sporenkulturen der Stimme gepriift.
Im allgemeinen wurde zu dieser genetischen Analyse
die Aufspaltung der Paarungstypallele herangezo-
gen und mit bereits bekannten Erwartungswerten
verglichen. Nur fir pentaploide Stimme liegen bis-
her in der Literatur noch keine Erwartungswerte
vor, so dal} der Ploidiegrad des Stammes 500 nur
indirekt auf Grund der Entstehungsweise, des durch-
schnittlichen Zellvolumens und der Feststellung der
Aufspaltung unterschiedlicher Markierungsfaktoren
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beider Elternstimme in den Sporenkulturen er-
schlossen werden konnte. Wahrend bei den meisten
Stammen infolge ihrer mit Ausnahme der Paarungs-
typallele strengen Homozygotie keine Aufspaltung
weiterer Markierungsfaktoren beobachtet werden
konnte, war hierzu beim penta- und hexaploiden
Stamm die Moglichkeit gegeben. Diese beiden
Stimme sind das prototrophe Kreuzungsprodukt
von jeweils 2 komplementdr auxotrophen Eltern-
stimmen und sind deshalb heterozygot fiir 2 weitere
Allelenpaare. Nur beim hexaploiden Stamm war die
Aufspaltung der beiden Allelenpaare, die die Serin-
bzw. Valin-Isoleucin-Synthese steuern, mit bekann-
ten Erwartungswerten zu vergleichen. Auch die Ver-
teilung dieser Allelenpaare in den Sporenkulturen
war unter bestimmten Annahmen mit der vermute-
ten hexaploiden Konstitution nicht unvertriglich.
Schlielich ergab eine Bestimmung der durchschnitt-
lichen Zelldurchmesser haploider bis hexaploider
Stimme eine anndhernd ploidiegrad-proportionale
Zunahme der Zellvolumina, was in Ubereinstim-
mung mit fritheren Beobachtungen !* und Beobach-
tungen anderer Autoren % 13 steht.

Alle diese Befunde machen es wahrscheinlich, daf}
eine Serie haploider bis hexaploider Stamme vor-
liegt. Es sei jedoch betont, dal} genetisch nur nach-
gewiesen wurde, dafl bei den di- und polyploiden
Stimmen eine di- bis hexasome Konstitution be-
stimmter einzelner Chromosomen mit bestimmter
Wahrscheinlichkeit angenommen werden kann. Da
eine cytologische Bestimmung der Chromosomen-
zahl pro Zelle bei Saccharomyces bisher nicht ein-
deutig zu bewerkstelligen ist, konnte ein eindeutiger
Nachweis echter Euploidie — d.h. das der Ploidie-
klasse entsprechende mehrfache Vorhandensein
samtlicher Chromosomen eines Satzes — nur durch
Uberpriifung der meiotischen Verteilung von minde-
stens jeweils einem zentromergekoppelten Markie-
rungsfaktor pro bekannter Kopplungsgruppe er-
bracht werden. Die bisher vollstindigste genetische
Analyse hat das Vorliegen von 10 Kopplungsgrup-
pen bei Saccharomyces nachgewiesen 4. Demzufolge
wire die Beobachtung der Aufspaltung von jeweils
mindestens 10 an verschiedene Zentromere gekoppel-
ten heterozygot vorliegenden Markierungsfaktoren in
den Tetraden der zu priifenden Stimme notwendig.

4 D. C. Hawraorne u. R. K. Morriver, Genetics 45, 1085
[1960].

15 W. Stein u. W. Laskowskr, Z. Naturforschg. 13b, 651
[1958].
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Abgesehen von der Aufwendigkeit einer derartigen
Analyse, 1af3t sich dieser Idealfall bei den hier ge-
ziichteten Stimmen infolge der angestrebten maog-
lichst weitgehenden Homozygotie nicht verwirk-
lichen. Man muf} sich also mit der oben erwéhnten
Wahrscheinlichkeits-Aussage begniigen und kann ein
mogliches Vorliegen aneuploider Stamme nicht
streng ausschlief3en.

Trotz dieser Einschrankungen bilden die hier ge-
ziichteten Stdmme eine wesentliche Voraussetzung
zur Beurteilung und Abschédtzung strahleninduzier-
ter inaktivierender Prozesse 5. In den durchgefiihr-
ten Inaktivierungsversuchen hat sich wiederum die
bereits frither 1* an einer Serie haploider bis tetra-
ploider  weitestgehend homozygoter, isogener
Stamme festgestellte maximale Strahlenresistenz von
Triplonten bzw. aa-Diplonten bestatigt. Dariiber
hinaus zeigte sich, daf} die Abnahme der relativen
Strahlenresistenz bei Ploidieklassen >3 sich auch
bei penta- und hexaploiden Stammen sowohl nach
R6- als auch nach UV-Inaktivierung fortsetzt. Diese
Ergebnisse stehen in Einklang mit Befunden von
MorriMer ? nach R6-Bestrahlung haploider bis hexa-
ploider Stamme.

Wie bereits mehrfach diskutiert 1 9, 14t sich das
Maximum der relativen Strahlenresistenz bestimm-
ter Ploidieklassen plausibel durch die unterschied-
lichen Auswirkungswahrscheinlichkeiten induzierter
rezessiver und dominanter Letalmutationen ¢ ver-
stehen. Eine quantitative Analyse der Ausmalle der
verschiedenen Letaleffekte bei den hier behandelten
Stammserien soll in einer spéteren Arbeit erfolgen.
Hier seien die Auswirkungen bestimmter mutierter
Allele auf die Strahlenresistenz diskutiert.

Ein Ergebnis der geschilderten Kreuzungsexperi-
mente ist das Vorliegen dreier Serien haploider bis
tetraploider Stimme, die bis auf die Bediirftigkeit
bzw. Nichtbediirftigkeit fiir bestimmte Aminoséduren
jeweils weitestgehend isogen und homozygot sind.
In Inaktivierungs-Experimenten zeigte sich, dal} die
durch Mutation eines Gens auxotroph gewordenen
Stamme der Ploidieklassen >1 wesentlich resisten-
ter gegeniiber R6- und Po-a-Strahlen waren als die
sonst weitestgehend isogenen prototrophen Stimme
gleicher Ploidieklasse (AS-Effekt). Ein Einfluf} ver-

schiedener die Synthese bestimmter Aminosduren

16 Unter ,Letalmutationen® werden hier alle genotypischen
Verinderungen, die zu einem Ausbleiben der Kolonie-
bildung auf Vollmedium fiithren, verstanden.
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steuernder Allele auf die strahleninduzierte Muta-
genese ist bereits von anderen Organismen be-
kant 7. Charakteristisch fur den hier beschriebenen
AS-Effekt ist jedoch sein Auftreten bei di- und poly-
ploiden Stimmen und sein Fehlen bei Haplonten.
Sucht man zur Erkldrung dieser Erscheinung nach
moglichen Unterschieden im Inaktivierungs-Mecha-
nismus zwischen haploiden und hoher-ploiden Sac-
charomyces-Zellen, so fallen die unterschiedlichen
Anteile an rezessiven und dominanten Letalmutatio-
nen bei der Inaktivierung haploider und hdoher-
ploider Stimme auf !9, Wihrend die Inaktivierung
haploider Zellen vorwiegend auf Induktion rezes-
siver Letalmutationen beruht, ist die Inaktivierung
di- und polyploider Zellen wohl vorwiegend auf die
Induktion dominanter Letalmutationen zuriickzufih-
ren. Im Hinblick auf diesen Tatbestand wire die
Ploidiegradabhangigkeit des AS-Effektes durch die
Annahme erklarbar, dafl dieser Effekt vornehmlich
die Induktions- oder Auswirkungswahrscheinlichkeit
dominanter Letalmutationen reduziert, sich deswe-
gen also nur in Ploidieklassen >1 merklich auswir-
ken kann. Da eine friihere Analyse!? gezeigt hat,
daf} der Anteil dominanter Letalmutationen bei der
UV-Inaktivierung diploider bis tetraploider Zellen
wesentlich geringer als bei Inaktivierung mit ioni-
sierenden Strahlen ist, erscheint das Fehlen des AS-
Effektes in UV-Inaktivierungs-Experimenten nicht
unplausibel. Die Richtigkeit dieser indirekt erschlos-
senen Annahme kann in noch durchzufiihrenden
Kreuzungs- und Sporulations-Experimenten direkt
iiberpriift werden. Sollte sich dabei bestatigen, dafl
der AS-Effekt tatsdchlich vorwiegend die Haufigkeit
dominanter Letalmutationen reduziert, wiare damit
wohl ein erstes physiologisches Mittel zur differen-
zierten Beeinflussung dieser beiden Klassen von
Letalmutationen nachgewiesen.

Uber die konkreten biochemischen Ursachen des
AS-Effektes lassen sich bisher nur Vermutungen
duflern. Moglicherweise sammeln sich in Zellen,
deren Fahigkeit zur Synthese bestimmter Aminosau-
ren blockiert ist, Vorstufen an, die eine Strahlen-
schutzwirkung ausiiben. Bereits heute steht fest, dafl
jedoch nicht alle Aminoséduresynthese-Blockierungen
derartige Schutzeffekte bewirken. Das zeigt der Fall
einer methionin-bediirftigen Mutanten, bei der kein
AS-Effekt festzustellen war.

17 Fiir Escherichia coli s. z. B. S. W. Grover, Carnegie Inst.
Washington Publ. 612, 121 [1956].
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AuBer den Allelen, die die Synthese bestimmter
Aminosiuren steuern, haben auch wieder, in Besta-
tigung fritherer Befunde®, die Paarungstypallele
einen zusitzlichen Einflufl auf die Resistenz diploi-
der Stimme gegeniiber ionisierenden Strahlen ge-
zeigt (aa-Effekt). Mogliche biochemische Ursachen
dieses Effektes wurden bereits an anderer Stelle er-
ortert 16 18,

Vergleicht man die durch den aa-Effekt vermit-
telte Strahlenresistenz mit der durch den AS-Effekt
bedingten, fillt ein charakteristischer Unterschied im
Verlauf der entsprechenden Inaktivierungskurven
auf (vgl. Abb. 3, 4 mit 5, 6 und 7). Wahrend die
Inaktivierungskurven der resistenten und empfind-
lichen Stimme im Falle des AS-Effektes durch einen
anndhernd konstanten Faktor miteinander in Be-
ziehung zu setzen sind (Dosisreduktionsfaktor bei
Ro-Inaktivierung =~ 1,8, bei Po-a-Inaktivierung
=~ 2,5), gilt ein solcher konstanter Dosisreduktions-
faktor nicht fiir die den aa-Effekt dokumentieren-
den Kurvenpaare. Vielmehr zeigen die Dosiseffekt-
kurven der aa-Diplonten in niedrigen Dosisberei-
chen einen starker gekriimmten Anfangsteil als die
entsprechenden Kurven der aa- oder aa-Diplonten,
verlaufen aber in hoheren Dosisbereichen an-
nahernd parallel zu letzteren. Formal treffertheore-
tisch wire ein derartiger Unterschied der Dosis-
effektkurven im Falle des aa-Effektes durch eine zur
Inaktivierung der aa-Diplonten notwendige héhere
Trefferzahl zu deuten. Im Gegensatz hierzu wire
formal treffertheoretisch die durch den AS-Effekt be-
dingte Resistenz durch eine Verringerung der Treff-
wahrscheinlichkeit bei anndhernd gleicher Treffer-
zahl zu interpretieren. Genetisch gesehen, haben
beide Resistenzeffekte (aa- und AS-Effekte) eine
dhnliche Ursache; sie sind jeweils nur auf die An-
derung eines Allels bzw. Allelenpaares bei sonst un-
verdndertem identischem Genom zuriickzufiihren.
Diese durch die Mutation einzelner Allele bedingte
charakteristische Anderung der Inaktivierungskine-
tik deutet auf einen indirekten Wirkungsmechanis-
mus der Inaktivierung durch Réntgen- und Po-a-
Strahlen. Eine Analyse der dieser unterschiedlichen
Inaktivierungskinetik zugrunde liegenden Ursachen
mul} weiteren Versuchen vorbehalten bleiben.

Fiir zahlreiche anregende Diskussionen bin ich Herrn
Prof. Dr. W. Steix und fiir verantwortungsbewufte

18 W. Laskowskr, Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde, Infektions-
krankh. Hyg. I. Abt., Orig. 184, 251 [1962].
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technische Assistenz Fraulein Curista Uwmrpavr und
Fréaulein GasrieLe Rieske zu Dank verpflichtet. Finan-
ziell wurden die Untersuchungen durch die Deut-
sche Forschungsgemeinschaft und das

A. GEISSLER UND E.KNAKE

Bundesministerium fiir Atomkernener-
gie und Wasserwirtschaft unterstiitzt, wo-
fiir diesen Institutionen auch an dieser Stelle gedankt
sel.

Uber zeitliche und quantitative Verhiltnisse
beim Erwerb artfremder Antigeneigenschaften der Zellen in vitro

Von Arno GeissLer und ELse KNAKE

Aus der Abteilung fiir Gewebeziichtung am Max-Planck-Institut fiir vergleichende Erbbiologie,
Berlin-Dahlem
(Z. Naturforschg. 17 b, 108—112 [1962] ; eingegangen am 2. Mai 1961)

Im Glas geziichtete Zellstimme nehmen mit dem Ndhrmedium ein in Form von Blutserum zu-
gefiihrtes artfremdes Eiweill auf und erwerben seine serologische Arteigenschaft. Wird ihnen Serum
von verschiedenen Tierarten gleichzeitig angeboten, so iiben die Zellen hierbei kein Wahlvermogen
aus. Das gilt selbst dann, wenn sich unter den Seren das zur Herkunftsart des Zellstammes homo-
loge Serum befindet. Ebenso erfolgt die Aufnahme der verschiedenen, gleichzeitig angebotenen
Serumarten auch dann im gleichen Mengenverhiltnis, wenn die Zellen an eines der zugefiihrten

Seren bereits sehr lange gewohnt sind.

Die Zellen nehmen die Arteigenschaft des fremden Serums bereits in der ersten Ziichtungs-
passage an. Sie verlieren diese Eigenschaft aber sofort wieder, sobald ihnen das Serum entzogen
wird. Nur wenn sie ein fremdes Serum tiiber einen langeren Zeitraum zugefiihrt bekommen, konnen
sie die Fahigkeit zur Synthese der serologisch wirksamen Substanz dieser Arteigenschaft aus art-
fremdem Serum mindestens iiber einen gewissen Zeitraum erwerben.

In einer vorangegangenen Arbeit (GEissLer und
Kxake?!) stellten wir fest, daf} in vitro geziichtete
Kulturen permanenter Zellstimme (established
strains of monolayers) die serologische Arteigen-
schaft des Serums der fremden Tierart erworben
hatten, das dem Nédhrmedium als Eiweilquelle zu-
gegeben worden war.

Die bei diesen Versuchen verwendeten Zellkultu-
ren von Mensch und Maus waren mit einem Nahr-
medium gefiittert worden, das zwischen 10 und 20%
Kélberserum enthielt. Alle Zellstimme hatten in
gleichem Malle die serologische Arteigenschaft
»Rind“ angenommen, und zwar unabhéngig von
ihrer Herkunft und ihrer Wuchsform in vitro. Das
erworbene Artmerkmal lag in Form eines Haptens
vor und trat quantitativ sehr stark in Erscheinung.

In Weiterverfolgung dieses Themas versuchten
wir, die folgenden Fragen experimentell zu beant-
worten:

1. Wieviele Ziichtungspassagen sind erforderlich,
bis ein permanent wachsender Zellstamm nach Fiit-
terung mit artfremdem Serum diese fremde Art-
eigenschaft annimmt?

2. Wieviele Ziichtungspassagen sind andererseits
notwendig, bis ein Zellstamm eine auf diese Weise

1 A. Gessier u. E. Knakg, Z. Naturforschg. 15b, 707 [1960].

erworbene fremde Arteigenschaft wieder verliert,
nachdem ihm das entsprechende Serum im Nahr-
medium entzogen worden ist?

3. Sind permanent wachsende Zellstimme in der
Lage, bei Zufithrung von Serum verschiedener frem-
der Tierarten mit dem Nahrmedium gleichzeitig
mehrere serologische Arteigenschaften zu erwerben?
Sprechen gegebenenfalls die quantitativen serologi-
schen Ergebnisse fiir selektive Eigenschaften der
Zellen, indem Serum bestimmter Tierarten von
ihnen bevorzugt wird?

Eigene Versuche

Material und Methode

Die Untersuchungen wurden mit dem permanent
wachsenden Menschenzellstamm HeLa durchgefiihrt.
Néhere Angaben iiber die Herkunft und Ziichtung die-
ses Stammes, iiber die Art der Zubereitung der Anti-
gene aus den Zellkulturen und iiber die Technik der
angewandten Komplement-Bindungsreaktion konnen in
unserer vorangegangenen Arbeit ! nachgelesen werden.
Die Antiartsera gewannen wir von Kaninchen durch
Immunisierung mit Serum von der jeweiligen Tierart
bzw. dem Menschen. AuBer Antiartserum , Mensch®
stellten wir Antiartserum gegen Rind, Schwein und
Pferd her. Nihere Angaben iiber die Methodik finden
sich ebenfalls in der oben bereits genannten Arbeit.



