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Studies on Prole iu  and B N A  Syntheses in Aetivaled and Telnperalnre=Bloeked Seeds of Agrostern- 
ma githago: The Inf luenee of Benzy laminopnr ine  

Abstraet.  Embryos  of Agrostemma githago seeds blocked by higher temperature  are suitable 
objects for the s tudy of the regulation of gen expression independent  of transcriptional processes. 
Germination of afterripened seeds can be prevented by imbibing a t  30 ~ whereas a t  20 ~ 
germinat ion will be completed after  30 h of soaking (BoR~Iss 1956). In  temperature-blocked 
embryos RNA is synthesized with undiminished intensity, whereas DNA and protein syntheses 
are remarkably reduced. Equal  amounts  of poly(A)-RNA (probably mRNA),  enriched by  
affinity chromatography on oligo(dT)-cellulose columns, are detected in blocked and act ivated 
embryos. 

We suggest t ha t  in blocked embryos not  synthesis itself, but  the availabili ty of mRNA to 
polysomal fraction is reduced. 

Benzylaminopnrine is able to break secondary dormancy of Agrostemma githago seeds. In  
benzylaminopnrine-treated seeds there is only a slight increase of the incorporation of 14C-L-leu- 
cine in protein. 

Additional index words: seed germination, seed dormancy, cytokinin, control of gene ex- 
pression, disc electrophoresis, poly(A)-RNA. 

Blockierte und aktivierce pflanzliche Embryonen werden in zunehmendem 
Masse als Objekte fiir entwieklungsbiologisehe Forsehungen ausgewghlt, da 
an ihnen die Steuerungsmeehanismen yon Waehstums- und Differenzierungs- 
lorozessen ansehaulieh und iibersiehlieh st udiert werden kSnnen. 

Naeh unserer heutigen Kenntnis werden ent.wieklungsbiologisehe Prozesse 
dureh differentielle Genexpression gesteuert, deshalb konzertrierten wir uns 
auf den Vergleieh des Nueleins'~uren- und Proteinmetabolismus bloekierter 
und aktivierter Embryonen.  Dabei galt es zu priifen, ob Unterschiede im 
Nueleins~uren- und Proteinstoffweehsel mit der physiologischen Aktivit/~t 
der Samen in einem kausalen Verhs stehen oder zuf/illiger Natur  sind. 

Bei der Objektwahl stand eine einfach zu handhabende Beeinflussung des 
physiologisehen Zustandes der Samen im Vordergrund. Samen yon Agrostem- 
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ma githago erffillen diese Forderung, da sieh ihre Keimungsbereitschaft in 
vielfi~ltiger Weise steuern 1/~sst (BoRmss 1956). Unabh/ingig yon der Dor- 
manz frisch geernteter Samen kann auch nachgereiftes Saatgut durch h6here 
Temperaturen (BoRRISS 1956) oder dutch eine Bestrahlung mit dunkelrotem 
Licht (HECKER 1975) in eine sekundfire Ruhe versetzt werden. 

Weiter zurfickliegende Untersuchungen fiber das Enzymmuster  tempera- 
turblockierter Agrostemma-Samen zeigten, dass Korrelationen zwischen der 
Aktivit/it einiger Enzyme und dem physiologischen Zustand der Samen be- 
stehen: Mehrere Enzyme wurden in Embryonen aus temperaturblockierten 
Samen mit erheblich verminderter Aktivit/it bestimmt (vgl. BozRISS et al. 
1967). Diese Ergebnisse deuten auf eine Depression yon Enzymsynthesen 
bin, eine Schlussfolgerung, die dureh unsere Untersuchungen erh/~rtet wer- 
den konnte. Es stellte sich n/~mlich heraus, dass Embryonen aus temperatur- 
blockierten Samen Proteine mit deutlich geringerer Intensit/~t synthetisieren 
als solche aus aktiviertem Saatgut. Im Gegensatz zu dormanten Agrostemma- 
-Samen, die Proteinsynthesen mit unverminderter Intensit/~t betreiben, 
scheint bier der Entwicklungsblock mit einem Translationsblock gekoppelt 
zu sein (vgl. HECKER und BORRISS, in Vorb.). 

Cytokinine spielen bei der Steuerung des Aktivit/~tswechsels yon Samen 
eine wesentliche Rolle (vgl. K~A~- 1971, WAREING und SAUNDERS 1971). 
Na.ch Untersuchungen yon BORRmS (1967) kann die Blockierung der bei 
30 ~ angequollenen Agrostemma githago-Samen durch Cytokinine aufge- 
hoben werden. Es erschien daher aussichtsreich zu prfifen, ob diese physiolo- 
gische Aktivierung mit einer Aufhebung des Translationsblocks einhergeht. 

Material und Methoden 

Als Untersuehungsobjekt dienten naehgereifte Samen von Agrostemma 
githago L., Sorte Gatersleben, Ernte 1974 (zur Charakterisierung des Saat- 
gutes siehe BORR~SS 1956), die in Petrisehalen auf feuehtem Fliesspapier bei 
20 oder 30 ~ im Dunkeln angequollen wurden. 

Bestimmun 9 der Protein-, RXA- uud DXA-Synthese 

Nach ein~r bestimmten Quellungszeit wurden je 20 Embryon~n aus den 
Samen isoliert und 1 h mit 37 kBq 14C-L-Leucin-(u) (spez. Akt. 6845 MBq 
retool-l), 2 h mit 370 kBq 3H-Uracil-(5) (spez. Akt. 1010 GBq mmo1-1) oder 
2 h mit 370 kBq 3H-Thymidin-(methyl) (spez. Akt. 207 GBq mmo1-1) bei 
20 ~ inkubiert. Im Quellungs~ und Inkubationsmedium (Volumen 5 bzw. 
2 ml) waren jeweils 30 ~zg m1-1 Chloramphenicol enthalten, dessen Zugabe 
jedoch weder auf die Protein- noch RNA- und DNA-Synthese einen Einfluss 
hatte. Die Bestimmung der Protein-, RNA- und DNA-Synthes~ erfolgte wie 
,an anderer Stelle besehrieben (HEcKER 1974a). Die Radioaktivit/~t wurde in 
einem Flfissigkeitsszintillationsspektrometer, Tri Carb 3320 (Packard) be- 
stimmt. Die Pr/~kursor-Aufnahme- bzw. -Einbaurate wurde in Impulsen pro 
Minute und Embrvo~ bzw. in o/, o Einbau bezogen auf die Gesamtaufnahme 
angegeben. 

1 gCi = 37 kBq;  1 Ci = 37 GBq. 
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IgNA-Hybridisierun9 an Oligo(dT}-Cellulose 

20 Embryonen wurden aus 20 h bei 20 bzw. 30 ~ gequollenen Agrostem~a- 
-Samen isoliert und 2 h mit 3,7 MBq 3H-Uracil-(5) (spez. Akt. 1010 GBq 
mmo1-1) inkubiert. Die RNA wurde mit eiskaltem 0,1 M Tris-HC1-Puffer, 
]oH 9,0, 1 ~ Na-Dodecylsulfat, 0,01 M MgC12, 0,5 ~o Bentonit, 0,25 ~ 
8-Hydroxychinolin extrahiert und mit einem Phenol-Chloroform-Gemisch 
(1 : l) bei 4 ~ enteiweisst. Eine Reextraktion der in der Zwischenphase ver- 
bliebenen I~NA bei 60 ~ schloss sich an. Beide ws Phasen wurden 
vereinigt und weitere Male bei Zimmertemperatur mit einem Phenol-Chloro- 
form-Gemisch geschfittelt. Die Nucleins/~uren (2~oig an Na-Acetat) wurden 
nach Zugabe yon eiskaltem _~thanol fiber Nacht bei --20 ~ ausgef/illt, mit 
70% igem J~thanol gewasehen und im Bindungspuffer ffir die Hybridisierung 
(0,05 M Tris-HC1-Puffer, pH 7,6; 0,0005 M Na2-EDTA, 0,4 M NaCI, 0,1 ~ 
Na-Dodecylsulfat) aufgenommen. Zur Gewinnung der Poly(A)-RNA wurde 
ein Tell der I~NA bei Zimmertemperatur auf eine Oligo(dT)-Cellulose-S/iule 
gegeben, deren Kapaziti~t mehrmals mit Poly(A) fiberprfift wurde. Durch 
sorgf~ltiges Waschen mit Bindungspuffer konntc die nicht hybridisierte RNA 
vollst/s yon der S/iule gelSst werden. Die Elution der Poly(A)-RNA gelang 
mit 0,05 M Tris-HC1-Puffer, pH 7,6, 0,0005 M Na2-EDTA, 0,1 ~ Na-Dode- 
cylsulfat (Elutionspuffer) bei 50 ~ Die RNA wurde auf Filterpapierscheiben 
(~ = 2 em) aufgetragen und mit Trichloressigs/ture, Athanol und J~ther 
gewaschen, anschliessend wurde die Radioaktivit/it bestimmt. 

Polyaerylamidgel- Disk-Elektrophorese 

Zur elektrophoretischen Auftrennung der Embryoproteine wurden je 
20 Embryonen aus Samen, die 18 h bei 20 bzw. 30 ~ angequollen waren, 
isoliert und 21/2 h bei 20 ~ mit 185 kBq 14C-L-Leucin-(u) (spez. Akt. 6845 
MBq mmo1-1) inkubiert. Die Extraktion der Embryo-Proteine und die Disk- 
-Elektrophorese wurden wie frfiher bcschrieben (HECKER 1976a) durch- 
gefiihrt (basisehes Gelsystem ]oH 8,9, Polyacrylamid-Konzentration: 7,5). 
:Die kurze Zeit auf Trockeneis eingefrorenen Gele wurden mit einem Gel- 
schneider nach MATSUMURA lind •ODA (1973) in 1 mm dicke Scheiben zer- 
schnitten, die durch die Zugabe yon 250 ~l 30~oiges H~O2, l~oig an NH40H 
konz. nach 2 bis 3 h bei 50 ~ aufgelSst werden konnten. Nach Zugabe yon 
10 ml Aquasol wurde die 14C-Aktivit/it im Tri Carb gemessem 

Ergebnisse 
Die Keimungsbereitschaft nachgereifter Samen von Agrostemma gitItago 

1/s sich durch die Wahl der Quellungsbedingungen einfach steuern: Durch 
hShere Temperaturen oder im Dunkelrotfeld kann die Keimung vollst/mdig 
verhindert werden, Behandlung temperaturblockierter Samen mit Cytoki- 
ninen hebt den temperaturbedingten Entwicklungsblock auf (Abb. 1). 

Fiir den Radiculadurchbruch scheinen einige der in der Quellungsphase 
ablaufenden Protein- und RNA-Synthesen wesentlich zu sein, da eine Hem- 
mung der iNucleins/~uren- und Proteinsynthesen eine erheblich verminderte 
Keimungsrate bewirkt (Tabelle 1). 

Embryonen aus temperaturblockierten Samen von Agrostemma githago 
sind durch eine deutlieh reduzierte Protein- und DNA-Synthese charakteri- 
siert, w/ihrend RNA-Synthesen mit unverminderter Intensitiit ablaufel~ 
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TABELLE 1 
Einfluss Yon spezifischen Inbibitoren auf die Keimung, Protein- und RNA-Synthese yon Agra. 
#temma githago.Samen 

~o Keimung naeh ~o I n h i b i t i o n  der 
Variante 40 h bei 20 ~ RNA-Synthese Proteinsynthese 

nach 20 h 

Kontrolle 97 0 0 

6-Methylpurin 
(200 fzg m1-1, 
Sigma Chem. Comp.) 

Cyeloheximid 
(100 ~tg m1-1, 
Ferak Berlin) 

1 56 

8 - -  82 

(HECKER und BORRISS, in Verb., Abb. 2). Dabei ist die Depression der Pro- 
teinsynthese sowohl in den Kotyledonen als auch in den Achsenorganen nach- 
weisbar, wogegen die DNA-Synthese nur in den Radiculen und nicht in den 
Keimbl~ttern gehemmt wird (Tabelle 2). 

TABELLE 2 
J4C-L-Leuein-Einbau und 3H-Uracil-Einbau durch Kotyledonen und Aehsenorgane aus tempe. 
raturblockierten und aktivierten Agrostemma.Samen 
Quelhmgszeit: 24 h bei 20 bzw. 30 ~ danach ein- (Leucin-Einbau-Experiment) oder zwei .  
st i indige Inkubation (Uracil-Einbau-Versueh) mit radioaktiven Pr~kursoren bei 20 ~ 
Die durch Embryoteile aus aktivierten Agrostemma.Samen erreichten Einbauraten wurden 
gleieh 100 ~o gesetzt, in der Tabelle wurde die Hemmung der RIGA- bzw. Protein-~ynthese 
temperaturblockierter Embryoteile in % angegeben. 

% I n h i b i t i o n  d e s  
14C-L-Leucin-Einbaus 3H-Thymidin.Einbaus 

der bei 30 ~ angequol lenen Samen  

Aehsenorgane 44 ~o 70,5 % 

Kotyledonen 51% 0 

Die mit dem Einbauexperiment erhaltenen Befunde kSnnten prinzipiell 
dureh sich ver~ndernde Pool-GrSssen beeintr~chtigt werden. Da ~thnliche 
Ergebnisse auch nach einer ,,Verdiinnung" der radioaktiven Verbindungen 
mit nicht markierten Vorstufen (sinkende spezifische Aktivit~t bei stark 
ansteigender Konzentration der applizierten Prakursoren) erhalten wurden, 
sind grSssere Unterschiede im Leuein-, Uracil- und Thymidin-Pool, die die 
Interpretation der erhaltenen Werte erschweren wfirden, nieht anzu- 
nehmen. 

f3berlagerte Samen mit stark erniedrigter Keimungsbereitschaft verhalten 
sich hinsichtlich der DNA-, RNA- und Proteinsynthese wie temperatur- 
blockierte (HEcKER 1974a). Dagegen zeigen primer dormante und durch 
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Dunkelrot in eine sekund'gre Ruhe versetzte Samen keine Unterschiede zu 
yell aktiven Samen, so dass vermutlich ein spezifischer Block die Ent- 
wicklungshemmung dieser Samen verursacht (ausfiihrliche Darstellung bei 
]-[ECKER 1974b, 1975, HECKER und BORRISS, ill Verb.). 

Nach unserer Auffassung k6nnte die Translationshemmung die mangelnde 
Keimfiihigkeit temperaturblockierter bamen hinreichend gut erklgren. Die 
Auftrcnnung radioaktiv markicrter Proteine mittels Polyacrylamid-Disk- 
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Abhildung 1. Keimungsvorlauf aktivierter (20 ~ K) und temperaturbloekbrter (30 ~ K) 
Samen yon Agroatemma githago. Der Einfluss yon Benzylaminopurin auf die Keimung tempera- 
turblookierter Samen (30 ~ BAP).  - -  Benzylaminopurin: 50 ttg ml-1 (Chemapol). 
Abbildung 2. 14C-L-Leuein-, 3H-Uracil- und 3It-Thymidin-Einbau in Embryonen aus aktivierten 
und temperaturbloekierten Agrostemma g#hago.Samen. Die Syntheseintensitttt wurde in 
Einbau bezogen auf die Priikursor-Aufnahme angegeben (dabei zeigen blockierte und aktivierte 
Embryonen nahezu identisehe Aufnahmeraten). Die Quellungszeit betrug 18 bzw. 24 h. 
Abbildung 3. Disk-Elektrophoretisehe Trennung der in aktivierten rind ternperaturbloekierten 
Ageostemma.Embryonen synthetisierten Proteine auf Polyaorylamidgelen (pH 8,9; 7,5 ~o). 
Elektrophoretisehe Wanderungsriehtung: yon links naeh reehts. 
Abbildung 4. Einfluss yon Benzylaminopurin (50 btg ml-1) auf den laC-L-Leuein-Einbau tempe- 
raturbloekierter Agrostemma.Enlbryonen. - -  Angabe der Proteinsynthese in ~o Einbau bezogen 
auf die Aufnahme ((lie Aufnahme des t4C-L-Leueins wird dureh Benzylaminopurin nut gering- 
fiigig erh6ht). Zum Vergleich wurde (lie Einbaurate aktivierter Embryonen (20 ~ angegeben. 
- -  Quellungszeiten: 14, 18, 24 und  28 h. - -  Die Einbauraten stellen Mittelwerte yon je 5 Verstt- 
ehen dar. 
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-Elektrophorese macht deutlich, dass vonder  Synthesehemmung nahezu alle 
Fraktionen und nicht nur einige wenige betroffen sind (Abb. 3). 

Die Ursache des stark verminderten 14C-L-Leucin-Einbaus durch tempe- 
raturblockierte Embrvonen yon Agrostemma githago ist unbekannt. Zun'~chst 
kSnnte an eine unzureichende Bereitstellung von mRNA gedacht werden. 
Da ein Teil der mRNA quellender Agrostemma-Embryonen fiber Poly(A)- 
-Sequenzen verffigt (HECKER 1976b, HECKER et al. 1976), sollten diese durch 
Hybridisierung an Oligo(dT)-Cellulose-Sfiulen gewonnen werden k6nnen (vgl. 
KATES 1973). Die in jiingster Zeit wiederholt bcsehriebcnen Poly(A)--mRNA 
werden mit dieser Prs nicht erfasst (vgl. z.B. NEMER et al. 
]974). Wir konnten durch mehrere Experimente (einschliesslich der gel- 
elektrophoretischen Trennung der Poly(A)-- und Poly(A)+-Fraktion) zeigen, 
dass ausschliesslich Poly(A)-RNA dutch Oligo(dT)-Celhflose gebunden wird. 

Naeh unseren vorl/~ufigen Befunden verlaufen in Embryonen, die arts tempe- 
raturblockierten und aus aktivierten, bei 20 ~ angequollenen Samen isoliert 
worden sind, die Synthesen von Poly(A)-RNA mit annithernd gleicher Inten- 
sit/~t (Tabelle 3); dabei steht allerdinos ein Funktionstest aus, der zeigen 
mi]sste, dass Poly(A)-haltige mRNA beider Varianten im in vitro-System 
gleieh aktiv sind. 

TABELLE 3 
Hybridisierung der in temperaturblockiorten (30~ trod aktiviorten (20~C) Agroa6mma. 
Embryonen synthotisierten 3It-Uracil-markierten RNA an Oligo(dT)-Colluloso (Soarlo Ros. 
Lab., Engl.). 
Exporimentollo Dotails vgl. Material und Mothoden 

Impulsmto [s -1] 
a k t i v i o r t  b loek io r t  

Gesamt-RNA 393 374 
Nicht gebunden 
[Poly(A)--Fr.] 356 345 
Gobunden 
[Poly(A)+-Fr.] 36 33 
Hybridisierung in % 9,2 8,8 

Trotz dieser Einschr~nkung erlauben unsere Befunde die h'chlussfolgerung, 
dass der Syntheseblock der bei 30 ~ angequollenen Samen nieht auf der 
Transcriptionsebene, sondern entweder im Bereich der posttranseriptionellen 
Modifikation yon RNA (z.B. HnRNA-Processing und Transport in das Cyto- 
plasma, vgl. JOH~SO~r et al. 1975, RNA-Methylierung, jedoch nicht Poly- 
adenylation) oder der Translation zu suehen ist. Damit sind temperatur- 
bloekierte S~men von Agrostemma githago geeignete Objekte, an denen die 
P~egulation der Genexpression unabMngig von Transcriptionsprozessen 
studiert werden kann (vgl. auch SeRAGG et aL 1975). 

Die Temperaturblockierung kann dureh Benzvlaminopurm, ein syntheti- 
sches Cytokinin, fiberwunden werden (Abb. l ). Dabei zeigen Embrvonen aus 
cytokininb~handelten Samen nur e~l~enx~er]n~fii~g erhoh!~en E,llb:a.n ~ m?r 
kierten Leucins in Protein (Abb. ~,-~. ,-~, ,~-,: .- ,~. , ,~. ,~, , , . .u~.t~. ,~tlbe �9 " ! " " '  " i 
Inkubation der Enlbryonen mit 14C-L-Leuein niedriger spezifiseher Aktivit'~t 
erhalten. 
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Diskussion 

Comber Wirkungen der Cytokinine auf pflanzliehe Protein- und Enzym- 
synthesen liegen umfangreiche Untersuchungen vor (vgl. BORRISS 1967, 
PEN:NER und ASItTON 1967, SKOOG und ARMSTRO:NG 1970, HIRSOHBERG el al. 
1972, KARAVAIKO et al. 1975). Neben spezifischen Enzyminduktionen 
(HIRsCHBERG et al. 1972) wurden aueh Stimulationen der in vivo (K~'Y~'L 
1970) und in vitro (KYLA]~VA 1974) gemessenen Proteinsynthesen beschrie- 
ben. Neuere Untersuchungen lassen dabei dcutlieh werden, dass Cytokinine, 
in vielfs Weise in die Translationsprozesse einzugreifen vermfgen, bei- 
spielsweise fiber die Initiationsfaktoren (RIJVE~ 1974), mfglicherweise aueh 
fiber ihren Einbau in tP~NA bzw. fiber cine Beeinfiussung der Aminoaeylie- 
rung und Methylierung isoakzeptierender tRNA (Ubersicht bei KA~Ii~EK 
1975). Wiederholt wurden Cytokininrezeptoren in Pfianzenribosomen beo- 
bachtet (Fox und ERIO~ 1975, GARDNER etal. 1975), (tie mit der positiven 
Wirkung der Cytokinine auf die Proteinsynthese im Zusammenhang stehen 
kfnnten (KLAI~IBT 1975). 

Unsere Ergebnisse zeigen, dass temperaturbloekierte Samen yon Ag~'o- 
stemma githago durch eine stark verminderte Protein-, aber unverminderte 
l~NA-Synthese gekennzeichnet sind. Dabei werden nicht nur rRNA und 
tRNA, sondern ~uch Poly(A)-RNA (wahrscheinlich mRNA) in ausreichender 
Menge zur Verffigung gestellt, wobei ein Tell der in temperaturblockierten 
Embryonen synthetisierten mRNA mfglicherweise nicht zur Translation 
gelangt. 

Cytokinine (Benzylaminopurin) sind in der Lage, die Entwiekhmgshem- 
mung der Samen zu durchbrechen. Dabei galt es zu prfifen, ob neben der 
Samenruhe auch der Translationsblock aufgehoben wird, was eine drastische 
Stimulation der Proteinbiosynthese durch Cytokinine bedeuten wfirde. 
Diese Annahme erschien uns nicht unbegriindet, zumal bekannt ist, (lass 
versehiedene Enzyme auch in den Embryonen von Agrostemma githago 
dureh Cytokinine zu induzieren sind (vgl. BORRISS 1967, BORRISS el al. 1972). 

In den mit Cvtokininen gefiitterten Embryonen wurde nur eine geringe 
Zunahme des 14C-L-Leuein-Einbaus gemessen. Mfglieherweise ist (lie Syn- 
these nur weniger Proteine an der ~ber~indung der temperaturbedingten 
Entwicklungshemmung beteiligt. 
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