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Die Regulation der Isocitrat-Lyase 
bet Wassermelonenkeimlingen 
BERTOLD HOCK 

I n s t i t u t  fill- Biologie, Universi tAt Tt~bingen 

Isoci t ra t -Lyase  (E. C. 4-1.3.1.) ist in Samen yon Citrullgs 
vulgaris Schrad. n ich t  nachweisbar .  Ihre  AktivitAt s te igt  
jedoeh innerhalb  der ersten 3 Tage nach Aussaat  auf ein 
Maximum und fAllt danach  wieder steil ab [t; 21. Aus In- 
h ib i torversuchen wurde  gefolgert  [1~, dab der Anst ieg auf 
einer de-novo-Synthese des Enzympro te ins  beruht ,  welche 
nur  bis zum Ze i tpunkt  des Maximums andauer t .  Der Abfall  
ergibt  sich aus einer begrenzten  Halbwer tsze i t  des Enzyms .  
Diese Hypo these  konn te  nun dutch  Expe r imen te  gest i l tz t  
werden,  die den Einbau yon Deute r ium in das E n z y m  ver- 
folgen. 1. Keimlinge wurden  yon Tag 0 an auf folgenden 
Medien (mit 0,8% Agar verfestigt)  steril  angezogen:  I-teO, 
DIO (80Voi . -%) und  C-14-Prote inhydrolysat  (1,25 ~zCi/ml). 
3 Tage nach Aussaat  wurde  aus jedem Ansatz  das E n z y m  ca. 
50fach angereichert  [2] (Bezeichnung: HgO-Enzym, DeO- 
E n z y m  und C- i4-Enzym) .  Anschl iegend erfolgte im CsC1- 
Dich tegrad ien ten  eine Zentr i fugat ion yon H~O-Enzym + 
C-14-Enzym (Fig. I s )  und yon D~O-Enzym + C-14-Enzym 
(Fig. l b). Die Verschiebung des D~O-Enzyms (Dichte am 
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Fraktion 
Fig. I a--c.  Lokalisation der Isocitrat-Lyase im CsCl-Dichtegradien- 
ten nach 38 Std Zentrifugation bet 40000 Upm (Beckman L2 65B, 
Rotor SW 56, 1 ~ Das Gradientengemisch wurde in 2 Sehichten 
einpipettiert [4]: Untere Schicht (2 ml): K-Phosphatpuffer, pH 7,t 
(2 rnM), MgCI~ (3 raM), CsC1 (1,65 g). �9 Sehicht (2 ml): K-Phos- 
phat und MgC12 wie �9 CsC1 (0,42 g), Enzym (Menge in Extink- 
tionseinheiten, Test s. ~2]) : 4,1 ZEa~/min H20- (bzw. D~O-) Enzym 
+ 0,7 zJEa3Jmin C-14-Enzym. Herkunft der Enzyme: a Kotyledonen 
von Keimlingen, die von Tag 0 bis 3 auf H20 ( e - - e - - e )  bzw. 
C-14 ( 0 - - � 9 1 6 9  angezogen wurden, b Kotyledonen yon Keim- 
lingen, die yon Tag 0bis 3 auf D~O ( o - - e - - e )  bzw. C-14 ( o - - 0 - - 0 )  
angezogen wurden, e Keimlinge yon Tag 0 bis 3~ auf H20 angezogen, 
Kotyledonen anschlieBend auf D20 fibertragen, Enzymreinigung an 
Tag 5�89 ( e - - e - - e ) .  C-14-Enzym wie a und b. - -  Naeh Zentrifuga- 
tion wurden dutch Anstechen der R~Shrchen Fraktionen yon je 
t Tropfen (ca. 0,05 ml) gesammelt und alternierend auf Enzym- 
aktivit~t und Radioaktivit~it (Beckman, Szintillationszfihler) getestet 

Peak, re f raktometr i sch  be s t i mmt  : 1,3t 6) gegent~ber dem H20-  
E n z y m  (Dichte:  1,296) wird durch einen VergIeich mi t  dem 
C-14-Enzym deutl ich und erklArt sich du tch  den E inbau  yon 
Deute r ium in das E n z y m p r o t e i n  bet der  de-novo-Synthese [3]. 
2. Im Gegensatz hierzu wird nach Uberschre i ten  des Aktivi-  
tAtsmaximums kein Deute r ium mehr  in die I soc i t ra t -Lyase  
e ingebaut :  Keimlinge wurden  yon Tag 0 an auf H20-Agar  
angezogen. 3�89 Tage nach Aussaa t  wurden  die Ko ty ledonen  
abge t renn t  und  asept isch auf D20- bzw. II20-Agar  ilber- 
t ragen.  5{ Tage nach Aussaat  wurde  wiederum yon j edem 
Ansatz  die Isoc i t ra t -Lyase  angereichert .  C-14-Enzym hin-  
gegen wurde aus 3 Tage s i ren iCeimlingen (angezogen auf 
2,5 ~zCi/ml) gewonnen.  Obgleieh die Ko ty ledonen  auch nach 
Tag 3�89 D~O aufnehmen,  ergibt  eine Dichtegradienten-Zent r i -  
fugat ion von HzO-Enzym + C-14-Enzytu und von D20- 
E n z y m  + C - t 4 - E n z y m  (Fig I c) keine Untersch iede  mehr.  In  
beiden FAllen ist das Resul ta t  ident isch mi t  Fig. t a. 
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Selektion in Gewebekulturen mit haploiden Zellen 
H. BINDING, K. BINDING und J. STRAUB 
Max-P lanck- Ins t i tu t  far  Zi lchtungsforschung 
Abtei lung Straub,  K61n-Vogelsang 

Gewebekulturen,  die haploide Zellen yon Blf i tenpflanzen ent-  
hal ten,  b ie ten giinstige Vorausse tzungen fflr die Auslese yon 
Zellen mi t  bes t immten  MerkmalsAnderungen.  Auf engem 
R a u m  1A[3t sich nXmlich eine grol3e Zahl yon Individuen,  die 
der  Selektion unte rworfen  werden sollen, hal ten,  und  wegen 
der Haploidie t r i t t  eine genetische Anderung  sogleich zutage. 
Aiierdings mul3 sich die Auslese auf Merkmale beschrAnken, 
die sich unter  den Bedingungen  der  Gewebekul tur  mani-  
Iestieren k6nnen.  
Wi t  ber ichten  yon einem Versuch, in dem auf Resistenz gegen 
Streptomycin erfolgreich selektier t  wurde  (Versuche von 
K. Binding).  Haploides  Gewebe yon Petunia hybrids w~chst  
auf Murashige-Agar [1] gut. Setzt  man  ibm 0,05~/o St repto-  
mycin  zu, dann  sist iert  das W a c h s t u m  nahezu vollst~ndig. 
Nach 6 - -7  Wochen  erscheinen aber  i n  derar t igen Kul tu ren  
an einzelnen Gewebeklumpen s ta rk  proliferierende Zellen, die 
sich jeweils zu kr~ft igem Kallus entwickeln (Fig. 1). Dieser 
wurde  zerkleinert.  AuI S t rep tomycin-ha l t igem Agar waehsen 
die Teilstflcke zu neuen  Kul tu ren  heran,  die sich yon den nor- 
malen haploiden Gewebekul turen  auf Streptomycin-f.r.eiem 
Agar n ich t  unterscheiden.  Die e inget re tene  genetische Ande-  
rung bet r i f f t  die Resis tenz gegen St rep tomycin ,  n ich t  e twa die 
Bedfirf t igkeit  an dem Antibiot icum,  da das selektier te  Gewebe 
auf S t rep tomycin- f re iem Medium normal  gedeiht .  

Fig. 1. Kallusteile yon haploider Petunia hybrid~ auf Murashige- 
Agar mit 0,05% Streptomycin. An zwei Gewebestticken w~ichst 
re~istenter Kallus heran 
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Die St reptomycin-res is tenten  Kul tu ren  yon Petunia (2n = t4) 
enthal ten  Zellen mit  7, 14, 28 und mehr  Chromosomen.  Das 
normale  I~allusgewebe yon , ,haploider" Petunia fflhrt die 
gleichen Zahlen. In  derart igen t fu l tu ren  l~Bt sich die Sprol3- 
bi ldung mit  Hilfe modifizierter NIedien ausl6sen. 
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T h e  M i t o t i c  A p p a r a t u s  
A P o s s i b l e  S i t e  o f  A c t i o n  o f  G i b b e r e l l i c  A c i d  

M .  FRAGATA* 

Sudbury,  Ontar io /Canada 

Gibberellic acid has the ability to s t imulate  cytokinesis [I~. 
I t  has been demonstrated,  fur thermore,  t ha t  its regula tory  
role is exerted at  the  gene level [2] mos t  p robably  during the 
t ranscr ipt ion of the DNA template.  In  this paper  evidence of 
an interact ion between gibberellic acid and the mitotic in- 
hibitor eolchicine will be presented in coleoptiles of wheat  
seedlings. I t  will be shown, moreover,  t ha t  this finding is an 
indication t ha t  the gibberellin might  be active during the 
development  of the fibers of the mitotic appara tus .  
Seeds of Trit icum aestivum L. em. Thell. var. Rescue were 
germinated on moist  filter paper,  then incubated in the dark 
at  24 ~ Samples of 20 seedlings wi th  coleoptiles I m m  long 
were t reated wi th  distilled water  or a 2.0 mM aqueous solution 
of colchicine for periods from fifteen minutes  to six hours.  
The colchicine-treated seedlings were then  incubated in 
distilled wate r  or a 0.2 mM aqueous solution of gibberellic 
acid. 
Results. I t  has been observed [3~ tha t  high concentrat ion of 
colchicine prevents  the elongation of coleoptiles of Gramineae. 
Fig. I (left) shows tha t  the growth  of the coleoptile of whea t  
seedlings - -  pret reated in vivo during one hour  wi th  colchi- 
cine - -  is inhibited. However,  the coleoptile grows faster when 
the seedlings are t ransferred into a medium containing gib- 
berellic acid instead of water.  In  addition, Fig. I (right) 
indicates clearly t ha t  the gibberellin reverses part ial ly the  
colchicine-indueed inhibit ion of coleoptile elongation. More- 
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Fig. 1. Left: Effect of post-treatment on the rate of coleoptile 
elongation (mm/hour). Duration of pretreatment: I hour. Right: 
Effect of pretreatment on the growth of the coleoptile. Duration 
of post-treatment: 20hours. % L coleoptile elongation as per- 
centage of the controI (1). - -  Pretreatment: (1) water; (2, 3) colchi- 
cine (2.0 mM). Post-treatment: (1, 2) water; (3) gibberellie acid 
(0.2 raM) 

over, the growth inhibition rates which are a t ta ined after six 
hours  of p re t rea tment  - -  high level of colehicine in the 
tissues - -  would seem to show tha t  a competi t ive interaction 
may  exist between colchicine and gibberetlic acid. This 
suggests t ha t  these substances  m a y  be active at the same or 
nearby sites in the cell. Besides, it predicts a new essential 
mechanism of action of the gibberellin. 
On the one hand,  colchicine is active at low concentrat ion as 
a p romoter  of cell division [41 likely th rough  a mechanism 
similar to the gibberellin-induced c~-amylase biosynthesis  [5]. 
The foregoing and the demonst ra t ion  t h a t  colchicine binds 
in vitro to DNA molecules [6] are an indication tha t  gibber- 
ellic acid and colchicine may  interact  during the t ranscr ipt ion 
of the DNA template.  Another  hypothesis  is t ha t  gibberellic 
acid competes wi th  colchicine during the development  of the 
fibers of the mitotic appara tus .  Colchicine suppresses the 
spindle format ion during mitosis E3]: this substance binds to 
sub-uni t  protein of microtubules of the mitotic appa ra tus  [7] 
thus  prevent ing  the completion of the nuclear division. The 
gibberellin, moreover,  could have access to the spindle mono- 
mers, or to the centromere. This assumpt ion  - -  if proved to 
be correct - -  m a y  shed new insight into the hormonal  mecha- 
nisms of cellular differentiation. Fu r the r  invest igations on 
this problem will be undertaken.  
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Endodyogenie (= innere Knospung) ist bisher nur aus drei 
Gattungen der Sporozoen: Toxoplasma, Besnoitia und Sarco- 
eystis, bekannt. Die Vermehrungsweisen des systematisch 
noch unsicheren M-Organismus (=I;re~zkelia spec.) sind un- 
bekannt. Nach lichtmikroskopischen Untersuchungen [13 

Fig. I. Dtinnschnitte durch Zysten von Feenkelia spec. aus dem 
Him yon R/Stelm/iusen. a Querschnitt dureh einen Endodyocyt. 
b Schr/igschnitt durch einen Endodyoeyt (Vergr. 14100 • I M  
innere Schicht der PelIieula; N1, N~ Nuclei der Tochterzellen; Ct Cyto- 
plasma der Mutterzelle; P zweischiehtige PelIicula der Mutterzelle; 
M I  Mitochondrium; C Conus ; G Golgiapparat; PO Paariges Organell 


