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Fig. 8. Globular embryo in the suspended cells.
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were in direct contact with the environment and free from
physiological restraint of others. Limiting factors con-
trolling differentiation in callus tissue were assumed to be
due to auxin/kinin ratio®® or sequential omission of
auxin and kinctin from the basic medium?l. In the
suspension culture of Nigella, embryogenesis was obtained
by omission of auxin and kinetin from the Ms 4 NAA
CM medium and sequentially growing the cells in different
media as described.

Summary. In suspension culture 919, free cells of
Nigella sativa was obtained in WHITE's medium supple-
mented with casein hydrolysate, inositol and adenine.
Ploidy distribution pattern was similar in cell clumps of
different sizes and free cells. Chromosomal irregularities
were more in free cells. A number of globular embryoid
were formed when casein hydrolysate, inositol and
adenine were added in the medium after subsequent
omission of auxin and coconut milk.

S. BANERJEE and S. Gupra
Tissue Cultuve Laboratory, Department of Botany,

Bose Institute, 93/1 Acharya Prafulla Chandva Road,
Calcutta 700009 (India), 24 September 1974.

Mitoseaktivitit und Zellzyklus unter Begasung mit subletalen SO,-Konzentrationen bei der

Wasserlinse (Lemna minor L.)

Effects of Low SO, Concentrations on the Mitotic Activity and on the Cell Cycle of

Duckweed (Lemna minor L.)

Niedere SO,-Konzentrationen in der Luft vermégen in
Pflanzen nachweisbare stoffwechselphysiologische Um-
stimmungen hervorzurufen!. Wirkungen auf die Meri-
stemtitigkeit und auf den damit verbundenen Metabolis-
mus sind - selten untersucht worden, obschon diese
Bereiche von zentraler Bedeutung fiir das Uberleben einer
Pflanzenart in immissionsgefdhrdeten Gebieten sind. Die
wenigen bekannten Befunde bekriftigen diese Feststel-
lung. In den vergangenen Jahren wurde berichtet von
einer mutagenen Wirkung von Na-bisulfit?, von einer
Storung der DNS-Replikation®, von einer Blockierung
der Phenylalanin-tRNS*4, von einer Erhohung der Chro-
matidenbruchrate®, von einer Limitierung des Thymi-
dineinbaus und Reduktion der Mitosekerne® und von
einer Hemmung einer Nukleosidphosphotransferasel.

Die Wasserlinse (Lemna minor 1..) hat sich in ver-
schiedener Hinsicht als geeignete Indikatorpflanze fiir
die Auswirkungen niedriger SO,-Immissionen erwie-
sen” 8. Sie wurde daher, obschon ihre Morphologie noch
viele Ritsel aufgibt und sie zytologisch schwer zu be-
arbeiten ist, herangezogen um die Mitoseaktivitit und den
Zellzyklus unter Begasung mit subletalen SO,-Konzen-
trationen zu iiberpriifen.

Die Anzucht und die Begasung der Versuchspiflanze ist
andernorts beschrieben?® Die zytologischen Unter-
suchungen wurden an 5 pm Diinnschnitten und an
Quetschpraparaten durchgefithrt. Als geeignete Farb-
stoffe haben sich Chrysoidin, Himatoxylin «Delafield»
und basisches Fuchsin erwiesenl®, Die stark gefiarbten
Partien setzen sich aus verschiedenen Meristemen zu-
sammen. Sie umfassen die basalen Pole der jungen Glie-
der, die Seitenknospen in den lateralen Taschen und die
riickwirts gelegenen Adventivwurzeln. Beim Lemnen-
glied handelt es sich um das ehemalige Apikalmeristem,
das infolge frithzeitiger Abflachung zu einem Phyllo-

kladium umgewandelt wird*. Die Priparation der
Mikroautoradiographien erfolgte nach dem Stripping-
filmverfahren1?. Fiir die 1 h Pulsfiitterung wurde 3H-
markiertes Thymidin verwendet (1 wCi/ml Nihrlosung,
spez. Aktivitdt 6,7 Ci/mM).

Verdnderungen des Kerndurchmessers und des Kern-
volumens koénnen bei gleichem Ploidiegrad als generelles
Indiz gesteigerter oder reduzierter Kernfunktionen be-
trachtet werden®. Die Bestimmung des Kerndurch-
messers in verschiedenen Meristembereichen begaster und
unbegaster Wasserlinsen ergibt, dass die untergetauchte
Adventivwurzel im Gegensatz zum «Apikalmeristem»
kaum auf die Immission anspricht (Tabelle 1),

1 R. BRAxDLE, B. Stocker und K. H. Erismany, Experientia 37,
511, (1975).

2 H. Havarsu und A. Miura, Biochem. biophys. Res. Commun.
39, 156 (1970).
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40, 839 (1970).

4+ R. SHAPIRO, B. BRaVERMAN und W. Szer, Molec. Biol. Rep. 7,
123 (1973).

5T. H. Ma, D. Ispanpr, S. H. Kuax und Y. S. Tseng, Mutation
Res. 27, 93 (1973).
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Der Mitoseindex betragt auf Quetschpraparaten 5,3 4
0,8%,. Ein Riickgang der Haufigkeit sich teilender Kerne
kann nach 77 d Begasung festgestellt werden. Die Werte,
die auf Quetschpriparaten und auch auf Diinnschnitten
ermittelt wurden, zeigen eine Erniedrigung um 5-6%
gegeniiber der Kontrolle. Sie kénnen aber der grossen
Streuung wegen nicht zuverlissig gesichert werden. Eine
kurzzeitige Begasung bewirkt eine drastische Erniedri-
gung des Markierungsindex und der Thymidininkorpora-
tion. Letzteres geht aus der Bestimmung der hédufigsten
Silberkornzahlen pro markierten Kern hervor (Tabelle II).

Der prozentuale Anteil markierter Mitosephasen
(Meta- und Ana/Telophasen) an der Gesamtzahl der
entsprechenden Phasen liefert, als Kurve, in Abhingig-
keit der Zeit nach Beginn der Pulsfiitterung aufgetragen,
drei charakteristische Grossen der Kerntidtigkeit. Aus
der Steigung und dem Maximum der Markierungskurve
ergibt sich ein Mass fiir die Thymidininkorporation, aus
der Fliche unter dem ersten Peak die DNS-Synthese-
daver und aus der Differenz des ersten und zweiten
Kurvenanstiegs die gesamte Zyklusdauer 14-18,

Die differenzierte Analyse ergibt fiir die Wasserlinse

(L. minor L.) unter den gewihlten Bedingungen (25°C,
4500 Ix Dauerlicht) folgende, reproduzierte Werte:
Die Zyklusdauer ldsst sich zytometrisch nachpriifen,
indem man aus dem durchschnittlichen Interphasenkern-
volumen den DNS-Gehalt ableitet?” und nach der be-
kannten Korrelation1s auf die Zyklusdauer schliesst. Der
DNS-Gehalt fiir «Apikalmeristemzellens betrdgt 5,5 pg/
Kern. Die Bestimmung der Zyklusdauer ergibt ebenfalls
10,3 h, wovon 4,5 auf die DN'S-Synthese entfallen.

Nach 77 d Begasung mit 0,6 ppm SO, kann in der
gesamten Zyklusdauer keine signifikante Verdnderung
festgestellt werden, obgleich die S-Phase um 0,5 h ver-
lingert erscheint. Die Markierungskurve steigt gering-
fiigig flacher als die Kontrollkurve, erreicht aber dasselbe
Maximum. Die 1 d Begasung bewirkt jedoch, dass die
betroffenen Meristeme nur noch wihrend 2,1 h das ange-
botene Thymidin mit stark reduzierter Rate einbauen.

Die starke Schrumpfung der Zellkerne im «Apikal-
meristem» von L. minor L. zeigt, dass die Pflanze deut-

Tabelle I. Durchmesser der Interphasenkerne in Meristemen von
L. minor L. nach 77 d Begasung

Kontrolle 0,6 ppm SO,
Adventivwurzel Rhizodermis 4,1 -4 0,25 4,00 -+ 0,3
Cortex 5,95 + 0,75 5,55 -+ 0,6
«Apikalmeristem» Tunika 3,754+ 0,35 3,354+ 0,2
Corpus 5,35 + 0,45 4,05 4 0,252

Angaben in um 4 Standardabweichung. *a = 5%.

Tabelle II. Markierungsindex und hiaufigste Silberkornzahlen 30
min nach Fiitterung (1 d Vorbegasung, Thymidinfiitterung wihrend
der letzten h)

Markierungsindex » Hiufigste Kornzahl/Kern®
Kontrolle 16,3 41,3 13 — 15
0,6 ppm SO, 58+ 1,0 7— 9

»9,-Zahl markierter Kerne + Standardabweichung. » Auswertung
nach Smirnov-Text, & = 5%.
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lich auf subletale SO,-Konzentrationen anspricht. Die
Immission greift unterschiedlich in den verschiedenen
Meristembereichen Tunika und Corpus ein. Die Tendenz,
dass SO, meristemspezifisch einwirkt, kann beziiglich der
Proliferationsrate angenommen aber nicht gesichert wer-
den, da die Streuungen bei der Bestimmung der Mitose-
indices nicht niedrig genug gehalten werden koénnen. Sie
sind auch bei Lemna perpusilla L. der Ausdruck dafiir,
dass in den Priparaten stets Zellpopulationen von unter-
schiedlicher Teilungsrate vermischt wvorliegen!s. Die
unterschiedliche Reaktion der Meristeme nach langer
Begasung dussert sich in kleinen Gliedern aber normaler
Wachstumsrate, wobei diese anfianglich gegeniiber der
Kontrolle reduziert war®. Eine &dhnliche Adaptation
scheinen die Vorgidnge bei der Thymidininkorporation
anzustreben. Der Immissionsschock bei der kurzzeitigen
Begasung fiihrt vorerst zu einer starken Hemmung der
Inkorporation. Nach langfristiger Begasung hat sich der
Organismus jedoch angepasst, indem die schwach ge-
dimpfte Syntheseleistung durch eine missige Verlange-
rung der S-Phasendauer kompensiert wird. Die Einschleu-
sung des Thymidins in den Weg der normalen DNS-
Replikation kann chemisch-enzymatisch gebremst wer-
den1-% oder durch Veridnderungen notwendiger Membran-
strukturen1® 20 und Transportsysteme?! gestért werden.
Thymidin gilt zwar nicht als essentielle Vorstufe der DNS-
Synthese, kann aber durch seinen Anfall bei Differenzie-
rungsvorgiangen von vielen Organismen wiederverwendet
werden?? 2 und vor allem in der DNS-Reparatursyn-
these. eine entscheidende Rolle spielen?. Dieser Repara-
turmechanismus scheint bei starker, z. B. saisonbedingter
Strapazierung besonders anfillig auf SO, zu sein5 24.

G,-Phase (= prasynthetische Interphase) 2,0h
S-Phase (= DNS-Synthesephase) 4,4h
G,-Phase (= postsynthetische Interphase) 3,3h
Mitose 0,6h
Zellzyklusdauer total 10,3h

Summary. The duration of the cell cycle of duckweed
(Lemmna minor L.) has been determined. Alterations
caused by low SO,-concentrations in the air are discussed.

B. StockLi, R. BRANDLE and
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