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man statt der Simlingsbeurteilung eine Sommer-
triebbeurteilung durchgefithrt hat, verschiebt sich
die erste Saatguternte um weitere drei Jahre, d. h.
die Samenernte beginnt erst im dreizehnten Jahr,
In beiden Fallen dauert trotz der Frithteste die Saat-
guterzeugung noch sehr lange. Dieser lange Weg
148t sich aber beim Spargel abkiirzen, wenn man die
Saatguterzeugung parallel zur Prifung der Kombi-
nationseignung laufen l4Bt. Zu diesem Zweck werden
zunidchst sdmtliche Nachkommenschaften auf Ver-
dacht angebaut, und zwar beim Sdmlingstest im
fiinften Jahr (Abb. 5) und beim Sommertriebtest
im achten Jahr. Nach Vorliegen der jeweiligen Prii-
fungsergebnisse wird das Samentrigerfeld so regu-
liert, daB nur ,,gute’ Viter und ,gute” Miitter
iibrig bleiben und sich befruchten kénnen. Auf diese
Weise ist es moglich, bereits im siebenten Jahr
(Samlingstest) bzw. im zehnten Jahr (Sommertrieb-
test) Verkaufssaatgut zu ernten.

Die Erdrterungen zeigen, daBl in der Spargelzucht
die Frithteste (Sdmlings- und Sommertriebbeurtei-
lung) eine tiberragende Bedeutung haben, um den
Zuchtweg entscheidend zu verkiirzen. Selbst wenn
diese Frithteste beim Spargel nicht alle Abstufungen
der idiotypischen Leistungsfdhigkeit widerspiegeln,
so konnen sie bei diesem ziichterisch fast unbear-
beiteten Objekt sowohl die Erhaltungs- als auch die
Neuziichtung intensivieren.

Zusammenfassung

1. Der Spargel ist bisher ziichterisch sehr wenig
bearbeitet worden. Dafiir ist vor allem die lange
Dauer der Selektion verantwortlich. Fiir die Spargel-
ziichtung sind deshalb Frithteste erforderlich.

2. Sowohl die Beurteilung der dreijihrigen Som-
mertriebe (Sommertriebtest) als auch die Wiichsig-
keit der Samlinge (Samlingstest) kann man als Friih-
diagnose einsetzen. Fiir beide Testverfahren werden
Angaben iiber ihre Durchfithrung gemacht.

3. Fiir die Erbaltungsziichtung werden Verfahren
vorgeschlagen, wodurch an Stelle des bisher meistens
angewandten wunkontrollierten Samenbaues unter
Verwendung der Frithdiagnosen wertvolles Saatgut
gewonnen werden kann.

4. Far die Neuziichtung ist ein Verfahren be-
schrieben, bei welchem sich wertvolle Kombinations-
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effekte mit Hilfe der Frithdiagnosen ziichterisch aus-
nutzen lassen.

Herrn Professor Dr. Dr. h. ¢. G, BEckER danken wir
sehr herzlich fiir das groBe Interesse an diesem Problem.
Seine kritischen Hinweise haben unsere Arbeit wesentlich
gefordert,

Frau B4LKE danken wir sehr fiir ihre zuverldssige und
stets einsatzfreudige Mitarbeit.
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Mutationsauslosung durch Nitrosomethylharnstoff
bei Arabidopsis
Von ANDREAS J. MULLER
Mit 6 Abbildungen

L. Einleitung

Zur Bewertung der Wirksamkeit von muta-
genen Agenzien bei héheren Pflanzen

Die experimentelle Ausldsung wvon Mutationen
hat sich in der Pflanzenziichtung als Methode zur
VergroBerung der Variabilitdt des Ausgangsmaterials
bewidhrt. Da heute viele physikalische und chemische

Agenzien als mutagen bekannt sind, ist es erforder-
lich, eine vergleichende Bewertung dieser Agenzien
bzw. der Applikationsmethoden hinsichtlich ihrer
Eignung fiir pflanzenziichterische Zwecke vorzu-
nehmen. Die folgenden Ausfithrungen haben das
Ziel, einige mit der Wahl geeigneter Bewertungs-
malBstibe in Zusammenhang stehende Fragen zu
kldren und eine kurze Ubersicht tiber die bisherigen
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Untersuchungen zur Wirksamkeit von Mutagenen
bei Pflanzen zu vermitteln.

Die Anspriiche, die von der angewandten Muta-
tionsforschung an eine mutagene Behandlung gestellt
werden, lassen sich in zwei Grundforderungen zu-
sammenfassen: 1. Es soll die Méglichkeit bestehen,
eine sehr hohe Ausbeute an Mutationen zu erzielen.
2. Es sollen bevorzugt oder ausschlieBlich ziichte-
risch wertvolle Mutationen induziert werden.

Zur ersten Forderung wére zu bemerken, daB fiir
ziichterische Aufgabenstellungen nicht in jedem Fall —
wie oft angenommen wird — mdglichst hohe Mutations-
frequenzen anzustreben sind. Vielmehr ergeben sich in
Abhidngigkeit von der zu ldsenden Aufgabe jeweils
Optimalwerte fiir die Hohe der Mutationsfrequenz (vgl.
SCHOLZ 1904).

Die heute erkennbaren Moglichkeiten zur Erfiilllung
der zweiten Forderung sind duBBerst gering. Als gesichert
kann nur gelten, daB Verdnderungen in der Relation
zwischen Chromosomenaberrationen und Mutationen
{hier stets im Sinne von ,,Faktormutationen’ gebraucht)
durch geeignete Wahl des Mutagens méglich sind. Ab-
gesehen von speziellen Aufgaben (Verwendung von
Translokationen zur - interspezifischen Merkmalsiiber-
tragung oder zur Erzeugung von Duplikationen) sind
Aberrationen im allgemeinen unerwiinscht, da sie in erster
Linie Sterilitit und Vitalitidtsminderungen verursachen,

Méoglichkeiten  zur bevorzugten oder gar ausschlief-
lichen Induktion ziichterisch wertvoller Mutationen sind
heute noch nicht erkennbar. Wohl steht auf Grund vieler
Untersuchungen an verschiedenen Organismen fest, daB
durch einen Wechsel des Mutagens Verschiebungen im
Mutationsspektrum bewirkt werden kénnen. (Uber-
sichten iiber die bei Gerste durchgefiihrten Arbeiten geben
GAUL, 1963 und GUSTAFSSON, 1963 ; umfangreiche Unter-
suchungen sind auch bei Avabidopsis von MCKELVIE, 1963
durchgefiihrt worden.) Eine signifikante Abhingigkeit
zwischen dem verwendeten Mutagen und dem Anfteil an
gut lebensfihigen oder gar ziichterisch wertvollen Muta-
tionen ist aber bisher in keinem Fall gefunden worden.
Nur ein solcher Befund wire in dieser Hinsicht entschei-
dend. Locusspezifische Unterschiede in der Wirkung
von Mutagenen bedeuten eben noch keine phinotypische
Spezifitit. Eine direkte Anwendung der Locusspezifitit
ist daher auch nur in dem Sonderfall méglich, wenn an
einem bereits in Mutationsexperimenten gut untersuchten
Locus erneut Mutationen ausgelést werden sollen. Eine
weitere, indirekte Anwendung ergibt sich, wenn das Ziel
der mutagenen Behandlung die Auslésung einer ganz
bestimmten Merkmalsinderung ist, von der angenommen
werden kann, daB sie nur durch das Mutieren eines oder
weniger Loci zustande kommt. In diesem Fall diirfte die
Verwendung mehrerer, in ihrem Wirkungsmechanismus
mdglichst: unterschiedlicher Mutagene die Wahrschein-~
lichkeit des Erfolges erhdhen. Gelten die genannten Ein-
schrinkungen nicht — was in der Regel der Fall ist —,
dann hat die Verwendung verschiedener Mutagene keinen
wesentlichen Vorteil.

Entscheidendes Kriterium fiir die Eignung eines
Mutagens ist also die mogliche Ausbeute an Muta-
tionen. In diesem Zusammenhang ist gleichgiiltig,
welche Dosis zur Erreichung einer bestimmten Mu-
tationsfrequenz appliziert werden muB. Es kommt
also nicht auf die Effektivitit eines Mutagens an,
sondern auf die Hohe der mit dem Mutagen maximal
erreichbaren Mutationsfrequenz. Die Fihigkeit eines
Mutagens zur Erzeugung einer bestimmten maxi-
malen Mutationsfrequenz wird zweckmiBigerweise
als dessen mutagene Effizienz bezeichnet (EHREN-
BERG, 1960). Sie ergibt sich aus Art und Wirkungs-
stirke der Faktoren, die die Steigerung der Mutations-
frequenz begrenzen. Wir kennen begrenzende Fak-
toren zweierlei Art:

1. Faktoren, die dariiber entscheiden, ob und in
welchem MafBe das Agens oder dessen reaktions-
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fahiges Sekundirprodukt das genetische Material
erreicht und mit diesem reagiert.

2. Schiddliche Nebenwirkungen des mutagenen
Agens. Diese lassen sich fiir héhere Pflanzen zweck-
méBigerweise wie folgt klassifizieren:

a) Somatische Schidigungen, die das Uberleben
der behandelten Pflanzen oder behandelten Zellen
beeintriachtigen.

b) Fertilitdtsminderungen, die die Ubertragung
der induzierten Mutationen auf die nichste Genera-
tion beeintridchtigen.

Die Faktoren erster Art kénnen aunf vielfdltige Weise
die Hohe der Mutationsfrequenz begrenzen, Bei UV-
Strahlen verhindert beispielsweise die Absorption durch
dariiber lagernde Zellschichten eine Mutationsauslésung
im Scheitelmeristem des Samens. Bei Chemikalien kann
insbesondere die mangelnde Wasserldslichkeit oder die
Inaktivierung des Agens durch Hydrolyse oder durch
Reaktion -mit anderen Zellbestandteilen begrenzend
wirken, Werden andererseits ionisierende Strahlen oder
die als starke Mutagene bekannten Chemikalien ver-
wendet, so bleiben die Faktoren erster Art gegeniiber den
Faktoren zweiter Art unterschwellig. i

Somatische Schidigungen kénnen durch eine Vielzahl
physiologischer Prozesse, aber auch durch die Auslésung
von Chromosomenaberrationen zustande kommen. Fer-
tilitdtsminderungen beruhen in erster Linie auf Semisteti-
litdt, die durch verschiedene Typen von Chromosomen-
aberrationen (nicht nur Translokationen) bedingt wird,
Andere Sterilitdtsursachen kénnen jedoch nicht von
vornherein ausgeschlossen werden. DBei entsprechender
Bewertung der Fertilitit miissen auch die embryonalen
Letalfaktoren als ,,Sterilitdtsursache* angesehen werden,
Die Faktoren zweiter Art resultieren im allgemeinen aus
der Tatsache, daBl die biologische Wirkung eines Agens
praktisch nie auf die Mutationsauslésung beschrinkt
bleibt. In einem weiten Bereich, beginnend mit null
(d.h. keine mutagene Wirkung nachweisbar), scheint
der Anteil der mutagenen Wirkung an der biologischen
Gesamtwirkung beliebige Werte annehmen zu konnen.
Der Anndherung an den oberen Extremwert, bei dem
die Wirkung ausschlieflich in der Mutationsauslésung
bestehen wiirde und die Mutationsirequenz unbegrenzte
Werte annehmen kénnte (,,ideales” Mutagen), sind aber
naturgemiB Grenzen gesetzt.

Als MaB der Effizienz eines Mutagens gilt die
maximal erreichbare Mutationsfrequenz (EHRENBERG,
1960). Dabei ist zu beachten, daB der Wert der
Effizienz auch vom untersuchten Objekt und von
den Behandlungsbedingungen abhingig ist. Aber
auch bei dieser Einschrinkung ist die Festlegung
eines EffizienzmaBes noch recht problematisch, da
die maximale Mutationsfrequenz in den meisten
Féllen nicht befriedigend definiert werden kann und
daher praktisch nicht bestimmbar ist — ein Tat-
bestand, der nicht immer klar erkannt wird.

Wirkt z. B. Semisterilitit als begrenzender Faktor,
so wird sich die Mutationsfrequenz mit steigender
Dosis stetig erhéhen, wihrend sich gleichzeitig die
Fertilitat stetig verringert. Theoretisch kénnten
Mutationsfrequenzen noch bei beliebig kleinen Ferti-
lititswerten bestimmt werden, wenn nur das Ver-
suchsmaterial gentigend grof3 gehalten wird. Es gibt
also keine natiirliche Grenze fiir die maximale Héhe
der Mutationsfrequenz. Allerdings kommt es bei sehr
hohen Mutationsfrequenzen zu einer Verringerung
der Versuchsgenauigkeit und zu einer enormen Er-
hohung des Aufwandes, so daB sich aus praktischen
Griinden ‘doch Grenzen abzeichnen. Diesen Tat- -
bestand 148t sich am besten Rechnung tragen durch
Festlegung eines maximal zuldssigen Sterilitits-
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grades, der eine sichere Bestimmung der Mutations-
frequenz gerade noch ermdéglicht.

Ahnliche Uberlegungen lassen sich auch fiir die
somatische Schidigung anstellen. Jeder Uberlebens-
wert grofer als null ist mit einer Mutationsfrequenz
verbunden, die notwendigerweise kleiner ist als der
theoretisch zu erwartende Maximalwert; beim Uber-
lebenswert null aber ist keine Bestimmung der
Mutationsfrequenz mehr méglich. Die Festlegung
einer gerade noch zulidssigen Uberlebensrate ist also
unumginglich. Allerdings wird die Uberlebensrate
oft in starkem MaBe durch die Umweltbedingungen
beeinfluBt, so daB sich eine solche Festlegung immer
nur aufgenau definierte Umweltbedingungen beziehen
kann. Diese Komplikation kann u. U. umgangen
werden, wenn statt der Uberlebensrate ein anderes,
weniger umweltlabiles Maf fiir die somatische Sché-
digung gewihlt wird (vgl. S. 106).

Die maximal zuléssigen Werte fiir die begrenzen-
den Faktoren zweiter Art sind zwar willkiirlich
festgelegt, stellen dafiir aber einen genau zu definie-
renden Bezugspunkt fiir die Bestimmung der maxi-
malen Mutationsfrequenz dar. Sie ermdglichen einen
exakten Vergleich der Effizienz verschiedener Muta-
gene. Echte Maximalwerte der Mutationsfrequenz
treten nur dann auf, wenn Faktoren erster Art
begrenzend wirken.

Falls nicht Faktoren erster Art die Mutations-
frequenz begrenzen (und das ist bei hochwirksamen
Mutagenen praktisch nie der Fall), hingt also die
Effizienz eines Mutagens im Endeffekt von der Rela-
tion zwischen den verschiedenen Wirkungsarten ab.
Diese Relation charakterisiert sowohl das Mutagen
als auch das behandelte biologische Material. Ob-
wohl wichtigstes Charakteristikum eines mutagenen
Agens, hat sie doch keineswegs bei allen behandelten
Objekten und Entwicklungsstadien den gleichen
Wert. Beispielsweise ist offensichtiich, daB ein
physiologischer ProzeB wie die somatische Schidi-
gung in Abhéngigkeit vom betroffenen biologischen
Material ein sehr unterschiedliches AusmaB anneh-
men kann. Bei Mikroorganismen oder Tieren ge-
wonnene Ergebnisse sagen daher noch nichts tber
die bei Pflanzen zu erwartende Effizienz aus. Die
Effizienz kann verstdndlicherweise auch durch Ver-
anderung der Applikationsbedingungen oder durch
Zusatzbehandlungen beeinfluBt werden. In Ver-
suchen mit Pflanzen konnten solche Beeinflussungen
sowohl fiir ionisierende Strahlen (vgl. die Ubersicht
bei N1Lan und Konzax, 1961) als auch fiir chemische
Agenzien (Konzax et al., 1963) nachgewiesen werden.

Vergleicht man die bisher an héheren Pflanzen
gewonnenen Ergebnisse zur Wirksamkeit verschie-
dener Mutagene (vgl. die Ubersichten bei GUSTAFSSON,
1960 und GAUL, 1963; sowie MCKELVIE, 1963}, -so
ergibt sich folgendes Bild: Strahlen mit groBerer
Ionisationsdichte (z. B. Neutronen) haben eine héhere
Effizienz als solche mit geringerer Tonisationsdichte
(z. B. Rontgenstrahlen), da der relative Wert der
somatischen .Schidigung kleiner ist (EHRENBERG und
NysoM, 1954, D’AmMATO et al, 1962). Chemische
Mutagene zeichnen sich gegeniiber ionisierenden
Strahlen in der Regel dadurch aus, da3 bei gleicher
Mutationsfrequenz der Sterilititsgrad geringer ist
(vgl. S.11%). Die meisten chemischen Mutagene
wirken jedoch stark toxisch und haben daher eine
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geringere Effizienz als ionisierende Strahlen. Etwa
gleich hohe Effizienzen wurden bei Anwendung von
Athylenoxyd, Athylenimin und Dlathylsulfat ge-
funden. Als wesentlich wirkungsvoller erwies sich
bei allen bisher gepriiften Pflanzenarten Athyl-
methansulfonat (AMS), das somit heute als Mutagen
mit der hochsten Effizienz angesehen werden mu8.
Erst in letzter Zeit konnte fiir einige andere Alkan-
sulfonsdureester (FROESE-GERTZEN et al., 1963) und
fiir 1-Methyl-3-nitro-1-nitrosoguanidin (M%1LER und
GICHNER, 1964) eine etwa gleich hohe Effizienz nach-
gewiesen werden. Diese hochwirksamen chemischen
Agenzien erfiillen zur Zeit in allen Fillen, wo sie
leicht zu applizieren sind, am besten die Anspriiche
der angewandten Mutationsforschung. Die wegen
des hoheren Anteils an Chromosomenaberration und
der damit verbundenen geringeren Effizienz als
weniger giinstig anzusehenden ionisierenden Strahlen
behalten infolge ihrer oft einfacheren Applizierbar-
keit jedoch weiterhin eine gewisse Bedeutung.

Es darf allerdings nicht iibersehen werden, daf
fir die Eignung eines Mutagens zu ziichterischen
(wie auch zu experimentellen) Zwecken nicht nur
dessen Effizienz entscheidend ist, sondern auch Art
und Hohe des zur Erreichung einer bestimmten
Ausbeute an Mutationen nétigen Aufwandes. Dieser
wird sowohl von den Eigenschaften des biologischen
Materials als auch von denen des mutagenen Agens
bestimmt.

Von Bedeutung sind bereits die Herstellungs- und
Bezugsmoglichkeiten fiir das mutagene Agens. Bestrah-
lungen setzen das Vorhandensein einer entsprechenden
Apparatur voraus. Chemikalien miissen im Handel er-
hiltlich sein bzw. sollte ihre Synthese nicht zu kostspielig
werden. Iir den Aufwand ist weiterhin von Bedeutung,
welche Dosis zur Erzielung einer bestimmten Mutations-
frequenz appliziert werden muf, d. h. wie hoch die muta-
gene Effektivitit der enfsprechenden Behandlung ist.
Chemische Agenzien kénnen sich auch himsichtiich der
nétigen Applikationsweise unterscheiden. Verschiedene
Verbindungen koénnen z. B. durch Hydrolyse oder durch
Reaktion mit bestimmten Zellbestandteilen verschieden
schnell inaktiviert werden, sie kénnen langsam oder
schnell in das biologische Material eindringen u. a.m.
Bei Samenbehandlung ist z. B. ein Agens mit schneller
Hydrolyse (gleiche Effizienz vorausgesetzt) ungiinstiger
als eines mit langsamer Hydrolyse, weil im ersten Fall
mit sehr hohen Konzentrationen oder mit einem hiufigen
Wechsel der Behandlungslésung gearbeitet werden mubB.

Unter Betonung der angewandten Seite des Pro-
blems wiirde sich also gegenwirtig fiir vergleichende
Untersuchungen von Mutagenen bei héheren Pflan-
zen folgende Aufgabenstellung ergeben: Es wire zu
priifen, ob sich andere Agenzien gegeniiber dem bisher
wirkungsvollsten Mutagen AMS entweder durch eine
hohere Effizienz oder aber durch einfachere Hand-
habung und geringeren Aufwand auszeichnen. In
diesem Zusammenhang miiite eine moglichst viel-
seitige Analyse der Eigenschaften der einzelnen
Agenzien erfolgen, wodurch wiederum Anhaltspunkte
fiir die Ausarbeitung spezieller Applikationsmethoden
gewonnen werden kénnten.

Die vorstehend skizzierten Grundsatze dienen als
Programm fiir vergleichénde Untersuchungen von
Mutagenen, die von uns an Arabidopsis thaliana
begonnen worden sind. Diese kleine Crucifere wurde
als Versuchsobjekt gewdhlt, da sie gegeniiber der
bisher bevorzugt fiir derartige Untersuchungen ver-
wendeten Gerste viele methodische Vorziige auf-
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weist. Auch liegen fiir dieses Objekt bereits einige
Ergebnisse zur Wirksamkeit verschiedener Mutagene
vor. Als Testmutationen dienten dabei entweder
die Chlorophyllmutationen (ROBBELEN, 196za, b, c)
oder die Gesamtheit der sichtbaren Vitalmutationen
(McKEsLviE, 1962, 1963). Inzwischen hat die Aus-
arbeitung des Embryonentests zum Nachweis rezes-
siver Letalfaktoren (MULLER, 1961Db, 1963, 1964a)
Voraussetzungen fiir eine einfachere und genauere
Bestimmung des genetischen Effekts geschaffen.
Bessere Méglichkeiten zur quantitativen Erfassung
der somatischen Schiddigung sind durch den Keim-
wurzeltest (MULLER, 1964Db) erschlossen worden. Da
ein exakter Wirkungsvergleich nur im Rahmen eines
Testsystems moéglich ist, wird angestrebt, einen
recht grofen Kreis von mutagenen Agenzien in die
geplanten Untersuchungen einzubeziehen. Erste Er-
gebnisse liegen bereits iiber die Wirkung von 1-
Methyl-3-nitro-1-nitrosoguanidin vor (MULLER und
GICHNER, 1964).

In der vorliegenden Arbeit soll tiber Versuche mit
N-Nitroso-N-methylharnstoff (NMH) berichtet wer-
den. Aufgabe dieser Versuche war neben der Charak-
terisierung der Wirkungsweise und der mutagenen
Effizienz des genannten Nitrosamids die Klirung
einiger methodischer Fragen.

11 . Material und Methoden

Als Versuchsmaterial dienten Samen von Arabi-
dopsis thaliana (L.) Heynh. (Linie ‘Dijon G’), die
ein Jahr gelagert hatten und in hohen Prozentsitzen
(9o bis 1009%,) sehr gleichmiBig keimten. Die ver-
wendete Linie stammt von einer Mutterpflanze ab
und wird in jeder Generation einer Selektion auf
rezessive Letalfaktoren unterworfen. Die Vermeh-
rung des Ausgangsmaterials und die Anzucht der
M,-Pflanzen erfolgt in einem insektenfrei gehaltenen
Gewichshaus. Dadurch ist nach unseren Erfah-
rungen Fremdbestdubung mit geniigender Sicherheit
ausgeschlossen.

Kristalliner Nitrosomethylharnstoff (NMH) wurde
bei 22 °C in Aqua dest. gelést. Die Losungen wurden
(sofern nicht besonders angegeben) innerhalb von
30 min zur Behandlung verwendet. Die Samen wur-
den mit einem starken UberschuBl an Losung (4 ml
auf 22 mg Samen) submers eingequollen. Die Tempe-
ratur wurde wihrend der 18stiindigen Behandlungs-
zeit mit Hilfe von Hoppler-Thermostaten auf 4-0,2 °C
konstant gehalten. Um einem hydrolysebedingten
Abfall der Konzentration wihrend der Behandlungs-
zeit entgegenzuwirken, wurden die Lésungen nach
g Std. durch Lsungen, die aus dem gleichen Ansatz
stammten, aber bei - 2 °C aufbewahrt worden waren,
ersetzt. Nach 18 Std. wurden die Samen abfiltriert
und mit Aqua dest. nachgewaschen.

Fir den Keimwurzeltest (vgl. MULLER, 1964b)
wurden die behandelten Samen in Petrischalen von
13 cm Durchmesser auf Filterpapier (getrinkt mit
0,1%iger KNO,-Losung) zum Keimen gebracht.
Jede Petrischale enthielt drei Behandlungsvarianten
zu je 60 Samen und eine Kontrollvariante, die zur
gleichen Zeit wie die Behandlungsvariante bei 24 °C
in Aqua dest. submers eingequollen worden war.
Die Petrischalen standen bei 24 - 1 °C unter kiinst-
licher Ganztagsbeleuchtung in einem Winkel von 60°.
36 bis 48 Std. nach AbschiuB der Behandlung be-
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gannen die Samen zu keimen. 2 Tage nach Keim-
beginn in der Kontrolle wurde der Keimungsprozent-
satz in jeder Variante bestimmt. Samen, die zu diesem
Zeitpunkt noch nicht gekeimt hatten, wurden aus
dem Versuch ausgeschlossen. Rund 5 Tage nach
Keimbeginn wurde die Linge der Primirwurzeln
gemessen. Fiir jede Variante wurde die mittlere
Wurzellinge berechnet. Der Wert fiir die relative
Wurzellingenreduktion ergab sich aus der Differenz
zwischen dem Mittelwert der Behandlungsvariante
und dem Mittelwert der Kontrollvariante, bezogen
auf den Mittelwert der Kontrollvariante der gleichen
Petrischale. Die Versuche wurden in der Regel in
zwei Wiederholungen angesetzt,

Zur Bestimmung des Sterilitdtsgrades und der
Frequenz rezessiver Letalfaktoren wurden die Samen
als wiBrige Suspension auf Erde (in Plastikschalen)
ausgespritzt und die Pflanzen im Gewichshaus an-
gezogen. Um geniigend groBe M,-Pflanzen mit grofen
Schoten zu erhalten, wurden die Aussaaten 4 Wochen
lang im Kurztag (8 Std. tigliche Beleuchtungsdauer)
gehalten. AnschlieBfend wurden Langtagsbedingun-
gen (16 Std. tédgliche Beleuchtungsdauer, Zusatz-
beleuchtung) gewdhrt. Wihrend der Bliite wurde auf
ausreichende Beleuchtung (Zusatzlicht an triiben
Tagen) geachtet, um einen guten Samenansatz zu
gewidhrleisten. 13 bis 15 Tage nach Beginn der
Langtagsbehandlung begannen die Pflanzen zu bli-
hen, 11 bis 13 Tage nach Blithbeginn konnten die
Embryonen ausgewertet werden. Die methodischen
Einzelheiten des hier verwendeten Embryonentests
zum Nachweis rezessiver Letalfaktoren sind an ande-
rer Stelle (MULLER, 1903) beschrieben. An jeder M-
Pflanze wurden die 5 untersten Schoten der End-
floreszenz untersucht; in jeder spaltenden Schoten-
nachkommenschaft wurde (sofern mdoglich) das
Spaltungsergebnis fiir 30 Embryonen ausgezihlt.
Schoten mit weniger als 4 Samen wurden nicht be-
wertet (,,sterile’* Schoten).

II1. Ergebnisse
1. Somatische Effekte

Die Behandlung der Samen mit NMH beeinfluite
die Entwicklung der M;-Pflanzen in mannigfacher
Weise. Es wurden insbesondere folgende Effekte
beobachtet:

1. Verringerung der Keimungsrate bzw. Verzige-
rung der Keimung.

2. Schidigung des Chlorophyllapparats in den
Kotyledonen.

3. Hemmung des Keimwurzelwachstums.

4. Verringerung der Uberlebensrate.

5. Auftreten chlorophylldefekter Sektoren.

6. Anomalien der Morphogenese. ,

Wurden die Samen einer 18stiindigen Behandlung
(bei 24 °C) mit Konzentrationen von 2 mM und
héher ausgesetzt, so unterblieb die Keimung voll-
stindig. Diese Keimhemmung war irreversibel und
beruhte auf einer Abtétung der Embryonen.

Im Konzentrationsbereich von etwa 0,25 bis etwa
2mM kam es zu einer dosisabhingigen Verminde-
rung der Keimungsrate gegeniiber der unbehandelten
Kontrolle (Abb. 1). Die Kotyledonen der gekeimten
Pflanzen ergriinten entweder gar nicht oder blieben
heller als normal. Diese Schidigung des Chloro-
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phyllapparats erwies sich gleichfalls als irreversibel.
In der Kontrolle hatten dagegen die Kotyledonen
bereits wenige Stunden nach der Keimung eine
normale grine Farbung angenommen. Wdihrend
Keimpflanzen mit stark ausgebleichten Kotyledonen
zu keiner weiteren Entwicklung mehr fihig waren,
entwickelten sich aus Keimpflanzen mit nur gering-
fiigig aufgehellten Kotyledonen, wie sie nach Be-
handlung mit 0,25 mM NMH beobachtet werden
konnten, meist normal griine Pflanzen. Die stark
chlorophyllgeschiddigten Keimpflanzen wiesen stets
eine Anthozyaneinlagerung auf. Kamen Konzen-
trationen unter 0,25 mM zur Anwendung, so lie8
sich weder eine signifikante Verminderung der
Keimungsrate noch eine Aufhellung der Kotyledonen
nachweisen. Die Keimung konnte allerdings gegen-
iiber der Kontrolle bis zu 3 Std. verzidgert sein.

Eine Hemmung des Keimwurzelwachstums lieB
sich auch dann noch nachweisen, wenn die Behand-

700

Y% J\
i

&0 X ]

mM 2

1l
0 025 05 7
Konzentration

Abb. 1. Einflu der NMH-Kongzentration auf die Keimungsrate (Dreiecke) und
auf die Uberlebensrate (Kreise).

lung mit so geringen Dosen erfolgte, daBl es nicht
mehr zu auffilligen Schédigungen des Chlorophyll-
apparats kam (Abb. 5). Die angewandte Methodik
gestattet, den EinfluB ~verschiedener Umweltfak-
toren auf das Wurzelwachstum weitgehend auszu-
schalten, und erméglicht daher eine genaue Erfassung
der durch die. NMH-Behandlung bedingten Wachs-
tumshemmung. Das Ausmal dieser Hemmung wird
durch. einen Vergleich der behandelten Varianten
mit der Kontrollvariante bestimmt. Aus der Diffe-
renz zwischen den mittleren Wurzellingen beider
Varianten ergibt sich nach Division durch die mittlere
Wurzellinge der Kontrollvariante die relative (bzw.
prozentuale) Wurzellingenreduktion.

Die in-Abb. 1 angegebenen Werte fiir die Uber-
lebensrate wurden in dem Material bestimmt, das
im Gewichshaus auf Erde angezogen wurde und zur
Auswertung auf rezessive Letalfaktoren diente.
Die Wachstumsbedingungen waren in diesem Fall
recht gut, so daB sich relativ hohe Uberlebensraten
ergaben. Trotzdem darf nach allen bisherigen Er-
fahrungen nicht erwartet werden, dali die Ergebnisse
genau reproduzierbar sind. Wie auch von MCKELVIE
(1963) betont wird, gibt die Uberlebensrate bei
Arabidopsis keinen genauen Mafistab fiir die Wir-
kung einer Behandlung ab. Trotz entsprechender
PflegemaBnahmen kann bereits die Uberlebensrate
der unbehandelten Kontrollen zwischen 70%, und
953% schwanken. Das Uberleben von Pflanzen, deren
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Wachstum durch eine mutagene Behandlung ge-
hemmt ist, ist natiirlich in noch stiarkerem Male
von den Umweltbedingungen abhingig. Arabidopsis-
Pflanzen durchlaufen in den ersten zwei Wochen
nach der Keimung ein auBerordentlich sensibles
Stadium, in dem sie leicht schidigenden Umwelt-
einfliissen zum Opfer fallen konnen. Erfolgt aber
die Anzucht unter aseptischen Bedingungen (auf
Agar-Nahrboden), so kénnen auch bei einer relativ
starken Hemmung des Wurzel- und SproBwachstums
noch hohe Uberlebensraten erzielt werden. Das ist
erkldrlich, da Pflanzen infolge ihres groflen Resti-
tutionsvermdogens eben Wachstumshemmungen fiber-
winden kénnen, wenn sie keinen schidigenden Um-
welteinfliissen ausgesetzt sind.

Andererseits ist als primédre Ursache fiir die Ver-
ringerung der Uberlebensrate nach NMH-Behandlung
die Wachstumshemmung von Sprof und Wurzel
anzusehen. Die dadurch bedingte Verlingerung des
sensiblen Stadiums erhoht die Wahrscheinlichkeit,
dafl die Pflanze schidigenden Umwelteinfliissen
erliegt. Somit charakterisiert die relative Wurzel-
lingenreduktion als Mall der Wachstumshemmung
der primiren Meristeme auch die von der Behand-
lung abhingige Komponente der Uberlebensrate, ist
aber nicht, wie jede experimentell bestimmte Uber-
lebensrate, nur fiir ganz spezielle, meist nicht einmal
genau zu definierende Wachstumsbedingungen gtiltig.
Daher erscheint es vorteilhaft, Angaben tber die
Effizienz eines Mutagens grundsitzlich auf die rela-
tive Wurzellingenreduktion zu beziehen. Den Wer-
ten fiir die Wurzelldngenreduktion konnen dann von
Fall zu Fall durch zusidtzliche Versuche ungefihre
Werte fiir die Uberlebensrate zugeordnet werden.
Im vorliegenden Material fithrte eine Wurzellingen-
reduktion von 80%, zu ungefihr 20%igem Uberleben,
wihrend eine Wurzellingenreduktion von go9%, kein
Uberleben mehr gestattete.

Pflanzen mit chlorophylldefekten Sektoren oder
mit morphogenetischen Anomalien (unregelmifige
Blattstellung, deformierte Blétter, unregelmiBige
Ausbildung der Infloreszenzen usw.) wurden nach
Applikation hoherer NMH-Dosen hiufig beobachtet.
Diese MiBbildungen und Chlorophylldefekte unter-
scheiden sich qualitativ nicht von den nach Behand-
lung mit Réntgenstrahlen auftretenden (ROBBELEN,
1962b, MULLER unver6ff.). Obwohl keine genauen
Zahlenwerte ermittelt wurden, 146t sich doch fest-
stellen, daBl morphogenetische Anomalien (relativ
zur Mutationsfrequenz und auch zum Sterilitdtsgrad)
deutlich seltener sind als nach Roéntgenbestrahlun-
gen,

2, Sterilitdt

Die Applikation von NMH in nicht zu kleinen
Dosen bewirkt eine deutliche Verminderung der
Fertilitit der M,-Pflanzen. Die in Tab. 1 dargestell-
ten Ergebnisse wurden durch Auszihlen der Anzahl
der Samen in jeder Schote gewonnen. Dabei wurden
entsprechend den an anderer Stelle (MULLER 1963)
dargestellten Kriterien zum Erkennen embryonal
letaler Embryonen alle Samenanlagen erfallt, in
denen die Zygote zumindest einige Teilungen erfah-
ren hatte. Die beobachtete Fertilititsminderung ist
also im wesentlichen Ausdruck einer haplontischen
Sterilitit. Diplontische Sterilitit wird nur in dem
Fall als Fertilititsminderung angesehen, wenn sie
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Tabelle 1. Dey Einfluf} unterschiedlichey Konzentvationen
von NMH auf die Fertilitit dev M- Pflanzen.

Konzen- Prozentuale Haufigkeit der Schoten mit Steri-
tration litats-
#M o—3 Samen | 4~16Sa. | 17-29Sa. | >29Sa, grad
o o o 0,1 99,9 o

16 o [} 0,4 99,6 0,1

32 0,1 5.7 12,5 81,7 7.5

63 7,8 34,7 26,7 31,8 41,8
125 89,2 8,3 2,1 0,4 95,9
250 99,6 0,4 o o 99,9

durch eine Entwicklungsunfihigkeit der Zygote

bedingt ist. Die embryonale Letalitit geht in vollem
Umfang in die Erfassung der rezessiven Letalfak-
toren ein.

Eine eindeutige Entscheidung iiber die Ursachen
der Sterilitit ist auf Grund der vorliegenden Ver-
suchsergebnisse noch nicht méglich, doch ist bereits
zu erkennen, daB zumindest als Hauptursache die
Induktion von haplophasischen Letalfaktoren anzu-
sehen ist. Physiologisch bedingte Sterilitit kann,
wenn iiberhaupt, nur eine sehr untergeordnete Rolle
spielen. Dafiir sprechen folgende Befunde:

Nach Applikation nicht zu hoher Dosen treten
ausschlieBlich partiell sterile Schoten auf. Wie aus
Tab. 1 ersichtlich, bestehen zwischen den aus ein
und derselben Behandlungsvariante stammenden
M,-Pflanzen groBe Unterschiede in der Fertilitit.
Auch die verschiedenen Schoten einer M,-Pflanze
kénnen einen unterschiedlichen Samenansatz auf-
weisen, wobei sich in vielen Fillen deutlich erkennen
laBt, daB die partiell sterilen Schoten (dhnlich wie
die Mutanten enthaltenden Schoten) in zusammen-
hingenden Infloreszenzsektoren angeordnet sind.
Untersuchungen des Pollens ergaben, daBl bei M-
Pflanzen mit verminderter Fertilitit meist die Hélfte
der Pollenkérner letal ist. Das legt die Annahme
nahe, daB es sich in der Mehrzahl der Fille um
Semisterilitit handelt. Mit dieser Annahme wire
auch die Tatsache zu vereinbaren, daBl nach Appli-
kation sehr hoher Dosen (z. B. 250 uM NMH) eine
fast vollstindige Sterilitdt zu beobachten ist. Mit
ansteigender Dosis muB nidmlich erwartet werden,
daf in zunehmendem MaBe je Zelle zwei oder mehr
haplophasische Letalfaktoren gleichzeitig induziert
werden. Dadurch wiirde sich der Anteil letaler
Gonen in den betroffenen Bliiten so stark erhohen,
daBl befruchtete Samenanlagen nur noch in sehr
seltenen Fillen zustande kAmen. Tatsdchlich nimmt
die Sterilitdt — wie auf Grund dieser Annahme zu
erwarten wire — mit ansteigender Dosis stetig zu
(Abb. 6).

Es ist nicht einfach, ein befriedigendes Ma@ fiir die
Sterilitdt zu finden. Den groBten Aussagewert hitte
natiirlich die Frequenz der haplontischen Letalfaktoren.
Die Schwierigkeiten, die mit der direkten Erfassung der
haplontischen Letalfaktoren verbunden sind, schliefen
aber ein solches Verfahren von vornherein fiir einen Rou-
tinetest aus. Auch der Anteil unbefruchteter Samenan-
lagen 148t keinen genauen Riickschlufl auf die Frequenz
der haplontischen Letalfaktoren zu, da einerseits das
Uberangebot an Pollen zu einer Weltgehenden Kompen-
sierung der Pollenletalitdt fithrt und andererseits un-
glinstige Umwelteinfliisse wihrend der Bliite den Be-
fruchtungserfolg des normalen Pollens vermindern
kénnen (MULLER 1961a).

Bei dieser Sachlage schien es angebracht, das am wenig-

sten aufwendige Verfahren, die Erfassung der Anzahl
der befruchteten Samenanlagen je Schote, anzuwenden
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und durch Einhalten bestimmter Umweltbedingungen
dafiir zu sorgen, daB die Ergebnisse verschiedener Ver-
suchsserien vergleichbar bleiben. Die Anzuchtbedingun-
gen werden so gestaltet, daB stets groBe Schoten mit
durchschnittlich 50 Samenanlagen gebildet werden.
Durch ausreichende Beleuchtung wéahrend der Bliite
wird ein hoher Samenansatz in der Kontrolle garantiert.
Unter diesen Umstdnden konnen alle Schoten, die weniger
als 30 Samen enthalten, mit geniigender Sicherheit als
partiell steril angesehen werden. Die mehr als 29 Samen
enthaltenden Schoten werden als voll fertil gerechnet.
Durch diese Festlegung diirften zwar einige haplontische
Letalfaktoren unerfaf3t bleiben, doch wird auf diese Weise
erreicht, daBl sowohl Schwankungen in der Anzahl der
Samenanlagen je Schote als auch im Befruchtungserfolg
nicht in vollem Umfang in den Sterilititswert eingehen.

Alle untersuchten Schoten wurden entsprechend
der Anzahl der in ihnen enthaltenen Samen (ein-
schlieflich der embryonal letalen Samen) einer be-
stimmten Fertilitdtsklasse zugeordnet (Tab. 1). Die
prozentualen Haufigkeitswerte fiir jede Klasse wur-
den mit folgenden Faktoren multipliziert:

Klasse Faktor
03 1
4—16 0,75

17—29 0,25
>29 o

Durch Addition der auf diese Weise gewonnenen
Werte ergab sich eine Kennziffer, die alle Werte
von o bis 100 annehmen kann. Sie wird als Sterili-
tdtsgrad bezeichnet. Die Art der Berechnung des
Sterilitdtsgrades bringt es mit sich, dafl einerseits
geringe Fertilitdtsminderungen (die die Anzahl der
Samen je Schote nicht unter 30 senken) in diesen
Wert nicht eingehen, andererseits sehr starke Ferti-
litdtsminderungen (weniger als 4 Samen je Schote)
etwas liberschitzt werden. Unter der Annahme einer
linearen Beziehung zwischen Dosis und Frequenz
der haplophasischen Letalfaktoren wire fiir den
Sterilititsgrad somit eine Dosis-Effekt-Kurve zu
erwarten, die im niederen Dosisbereich zuerst nur
wenig ansteigt und bei einem entsprechend hohen,
aber noch endlichen Dosiswert den Sterilitdtsgrad
100 erreicht. Da keine Moglichkeit besteht, diese
Abweichung genau abzuschitzen, konnen also aus
der Form einer empirischen Dosis-Effekt-Kurve
direkt keine Schliisse gezogen werden. Eine Inter-
pretation ist nur durch Vergleich mit entsprechenden
Kurven fiir andere Mutagene méglich. Dabei wird
zweckmifBigerweise von den Beziehungen zwischen
Sterilitdtsgrad und Mutationsfrequenz ausgegangen.
Diese Beziehungen sind fiir die aus den Konzentra-
tions- und Temperaturversuchen mit NMH gewonne-
nen Ergebnisse in Abb. 6 dargestellt. Zu beachten
ist auBerdem, daBl Verinderungen in den Anzucht-
bedingungen, die die Samenzahl in den Schoten der
Kontrolle beeinflussen, auch die Héhe des Sterilitits-
grades verdndern kénnen,

3. Rezessive Letalfaktoren

Die nach Einwirkung von NMH auftretenden
rezessiven Letalfaktoren wurden durch die Erfassung
der aberranten M,-Embryonen in den Schoten der
M,;-Pflanzen nachgewiesen (Embryonentest). Dabei
konnten die gleichen Phinotypen beobachtet werden
wie bei Versuchen mit Rontgenstrahlen und anderen
alkylierenden Agenzien (vgl. Abschn. III. 7 und
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Diskussion). Eine Beschreibung dieser Phinotypen
ist bereits an anderer Stelle erfolgt (MGLLER 1063).

- Auch hinsichtlich der Verteilung der Schoten mit
spaltenden bzw. nichtspaltenden Nachkommenschaf-
ten an den M;-Pflanzen liefen sich keine prinzipiellen
Unterschiede gegeniiber den nach Einwirkung von
Rontgenstrahlen (MULLER 1964a) oder anderen
alkylierenden Agenzien gefundenen Verhiltnissen
feststellen. In der Regel wiesen nicht alle fiinf
untersuchten Schoten der Endfloreszenz spaltende
Nachkommenschaften auf, so dafl die M;-Pflanzen
hinsichtlich des mutierten Locus als Meriklinalchi-
méren anzusehen sind. Die sich aus dieser chimé-
rischen Struktur ergebenden Konsequenzen ftir die
Bestimmung der Mutationsfrequenz wurden bereits
an anderer Stelle dargelegt (MULLER 1964a). Hier
sollen nur die Methoden mitgeteilt werden, die bei
der rechnerischen Auswertung der im folgenden
mitgeteilten Ergebnisse zur Anwendung kamen.

Die TFrequenz spaltender M,-Pflanzen-Nachkom-
menschaften hat sich als unkorrektes MaB der
Mutationsfrequenz erwiesen. Durch die Berechnung
auf 5-Schoten-Basis (m, in Tab. 3) gewinnt dieses Ma8
zwar an Genauigkeit, doch bleibt es — wie aus den
in Tab. 3 angefiihrten Werten leicht zu ersehen ist —
zur Erfassung hoher Mutationsfrequenzen weiterhin
ungeeignet. Daher werden nur die Kennziffern
. Frequenz spaltender Schotennachkommenschaften
(mp) und ,,Mutantenfrequenz*‘ (Anteil der Mutanten
an der Gesamtzahl der untersuchten Embryonen -
m,) zur Beurteilung des mutagenen Effektes benutzt.
Da jeweils nur die finf ersten Schoten aus der End-
floreszenz bewertet werden, konnen diese Kenn-
ziffern frei von Verzerrungen durch die von Pflanze
zu Pflanze und auBerdem innerhalb einer Pflanze im
Verlauf der Entwicklung wechselnde Grofle des
mutierten Sektors bestimmt werden.

In jeder Schote werden (sofern vorhanden) 30
Embryonen untersucht und Zahl und Typ der
Mutanten bestimmt. Schotennachkommenschaften,
die nur einen aberranten Embryo auf 30 Embryonen
enthalten, werden als normal bewertet, da es sich in
diesem Fall mit grofer Wahrscheinlichkeit um eine
nicht-genetisch bedingte Embryonenletalitdt han-
delt. Diese Embryonenletalitit betrdgt unter den
hier verwendeten Aufzuchtbedingungen rund 0,05%
und kann durch Ausschluf der Nachkommenschaften
mit nur einem aberranten Embryo um mindestens
0,02%, gesenkt werden. Der nicht zu eliminierende
Restwert von rund 0,039, ist auch in den Werten
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fiir die unbehandelten Kontrollen enthalten (Tab. 3).
Schoten, die weniger als 4 Embryonen enthalten
(,,sterile Schoten), werden nicht bewertet. Zur
Berechnung der Mutantenfrequenz werden bei allen
Schoten, die 4 bis 29 Embryonen enthalten, die
Mutantenzahlen auf den erwarteten Wert fiir 30
Embryonen umgerechnet. Somit ergibt sich die
Mutantenfrequenz einer Versuchsserie als gewogenes
Mittel der Mutanten-(Rezessiven-)frequenzen aller
bewerteten Schotennachkommenschaften. Dabei ist:

Anzahl der bewerteten Schotennachkommenschaften
=5 X Anzahl der M;-Pflanzen
— Anzahl der,,sterilen” Schoten.

Zur Veranschaulichung des Auswertungsverfah-
rens dient ein Auszug aus der Urliste (Tab. 2).
In dieser Liste werden die Auswertungsergebnisse
aller M,-Pflanzen aufgefiihrt, deren Nachkommen-
schaften Mutanten enthalten. Die iibrigen M;-Pflan-
zen werden nur der Anzahl nach notiert; bei der
Verrechnung des Versuchs werden sie jeweils mit
5 Schoten bzw. 150 Embryonen in Anrechnung
gebracht.

Das in Tab. 2 mitgeteilte Auswertungsergebnis von
8 M;-Pflanzen kann als Beispiel dienen, um die Berech-
nung der verschiedenen Kennziffern zu erldutertn: 5 M;-
Pflanzen enthielten Mutanten, z M;-Pflanzen enthielten
keine Mutanten, eine M;-Pflanze konnte nicht bewertet
werden, weil alle Schoten ,,steril”” waren. Also: m, = 5/7
= 71%. Bei den ,,mutierten’* M;-Pflanzen konnten von
25 Schoten 22 bewertet werden. Zuziiglich der 10 be-
werteten Schoten aus den 2z ,,normalen’ M,-Pflanzen
ergeben sich 32 bewertete Schoten. Da 15 ,,mutierte
Schoten gefunden wurden, ist mp = 15:32 = 47%,.
Aus der Anzahl der bewerteten Schoten ergibt sich auch
die Anzahl der bewerteten Embryonen: 32 - 30 = g6o.
Davon gelten 117 als Mutanten. Also: m = 117: 960
= 12,2%,. Die GroBe des mutierten Sektors ergibt sich
als Anteil der ,,mutierten’* Schoten; bei M,-Pflanze Nx. 1
ist also b = 609, bei M,-Pflanze Nr. 4 ist b = 100%,.
Die mittlere SektorgroBe (bezogen aunf die ,,mutierten’
M;-Pflanzen) ist b = 15:22 = 68%,. Die Rezessiven-
frequenz der spaltenden Schotennachkommenschaften
betrigt bei der M-Pflanze Nr.1 f/ = 20: (3 » 30) = 22,1%,,
bei der dihybrid spaltenden M;-Pflanze Nr.3 f' =
25:(2 - 30) = 41,7%." Die mittlere Rezessivenfrequenz
ergibt sich als f/ = 117:(15 - 30) = 26,0%,.

Die Kennziffer s, stellt bei geniigend groBen
Versuchsserien einen guten Schitzwert fiir die ge-
suchte Mutationsfrequenz dar. Sie kann aber durch
zwei Faktoren beeinfluBit werden:

1. Das Auftreten von nicht-genetisch bedingter
Embryonenletalitdt kann dazu fithren, daB einzelne

nichtspaltende Schotennachkommenschaften filsch-

Tabelle 2. Auszug aus dev Urliste.

Pfll\giz_ze 1. Schote 2. Schote 3. Schote 4. Schote 5. Schote mutierte | stecile Mu(t;li;cen
Neo Ja | b | o fa| v | e Ja| b | o fa] b | ¢ Ja| b | e Seboten | Sehoten ] rypen)
J | - |

30| 7 xa 30, 5 xa 30 30‘ 10 xa 302 o | 3 22

21| 4(6) | va 13| 2(5) | va 3 2— | va 25 o(11) | va 17 3(5) | va 4 1 27

30 5 ab 30 1— | s¢ 30, 6 ab 30, © 30| 0 2 25

6 sc 8 sc '

4 |39 6 pv |30 8 pv |39 5 pv |30 10 };bv 30 5 pv 5 34
5 10| 3(9) | mr |30/ o 2l 2— | my |30 © } 3}1 2— | my 1 2 9

{ | ‘ ! ’[insges. 15 3 117

a = Anzahl der untersuchten Embryonen
b = Anzahl der Mutanten
¢ == Mutantentyp

Anzahl der ,,normalen‘* M,~Pflanzen: 2
Anzahl der ,,sterilen’ M,-Pflanzen: 1
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Tabelle 3. Der Einfluf untevschiedlicher Konzentyationen von NMH wnd wnterschiedlicher Temperatuven wihvend dev
18stiindigen Behandlungszeit auf die Frequenz rezessiver Lelalfakiorven.

Konzen- | Tempe- Anzahl der _ _ _ _ _
tration ratur M- | bewerteten sterilen mg my e n Z{me—1me)? m{mg) m(mg)—mp f
M °C Pflanzen Schoten Schoten
o(tr) | — 1873 9365 o 0,6 0,48 0,13 6 0,08 0,61 +0,13 | 27,1
o(qu) | 24 1546 7730 ] 0,6 0,42 0,10 4 0,00 0,48 40,06 | 23,8
16 24 375 1875 o 16,0 5,22 1,20 4 0,16 5,55 +0,33 | 22,31
32 24 348 1738 2 81,3 | 43,38 | 11,17 | 4 9,53 | 43,09 | —o,71 | 20,80
32 30 230 1132 18 88,7 | 65,01 | 19,80 4 11,62 65,03 +0,02 | 21,02
63 24 332 1532 128 98,5 | 86,42 | 33,95 | 4 7,53 | 36,12 | —o,30 | 20,77
125 24 696 368 3480 | 100 98,33 | 63,33 | 4 18,74 | 90,16 | +o0,29 | 22,37
250 24 283 5 1410 — — — - - - — —

m, = Frequenz spaltender Pflanzennachkommenschaften (in %)
my = Frequenz spaltender Schotennachkommenschaften (in%,)
mn, = Mutantenfrequenz (Mittelwert aus n Wiederholungen, in %)

lich als spaltend angesehen werden, wodurch eine
Uberschitzung erfihrt, Diese Uberschitzung diirfte
aber nur bei kleinen Werten ins Gewicht fallen. Sie
kann auch leicht erkannt werden, weil sie die mittlere
Rezessivenfrequenz der spaltenden Schotennach-
kommenschaften (/) unter den Wert der mittleren
Rezessivenfrequenz der M;-Nachkommenschaften (f)
senken wiirde. f hat fiir die im Embryonentest
erfaBBten rezessiven Letalfaktoren einen Wert von

21% (MULLER, 1063). Wie aus Abb. z ersichtlich,

sinken bei den vorliegenden Versuchsergebnissen

die f-Werte in keinem Fall unter den Wert von
21Y%,; es liegt also keine Uberschitzung von #mj vor.

2. Mit zunehmenderVerringerung der Nachkommen-
schaftsgroBe (als Folge der zunehmenden Sterilitit)
ist eine Unterschitzung von my zu erwarten. Die
Ursachen dieser Erscheinung sind von GAUL (1957,
1960) fiir die analogen Verhiltnisse bei der Gerste
eingehend erldutert worden (vgl. S. 115).

Die genannten Faktoren werden bei der Bestim-
mung von #, nicht wirksam. Die nichi-genetisch
bedingte Embryonenletalitit geht in die Mutanten-
frequenz nur mit auBerordentlich geringen Werten
(0,03%) ein. Gegeniiber der Nachkommenschafts-
groBe ist m, invariant. Daher kann m, als bester
Schitzwert der Mutationsfrequenz betrachtet wer-
den. .

Die Beziehungen zwischen den drei Kennziffern,
die zur Charakterisierung des mutagenen Effekts
dienen, lassen sich ziemlich einfach darstellen. Es
ist1

ny = b - my (1)
und

mb frenen 1/?/ - mc - (2)
b und f sind allerdings keine Konstanten, sondern —
wie aus Abb.2 zu erkennen - Variablen. Die
Kennziffern m,, mp und m, dienen als Schitzwerte
fiir die gesuchte Mutationsirequenz s, d. h. fiir den
Anteil mutierter Initialzellen an der Gesamtzahl der
Initialzellen im SprofBscheitel der M,-Pflanzen (MUL-
LER, 1964a). Im Idealfall (d.h., wenn die Kenn-
ziffern weder unter- noch tiberschitzt sind) ist
"= my . _ (3
Somit gilt auch: m = 1/f-m, und m = b - m,.
Diese Beziehungen sind jedoch wertlos, wenn gepriift
1 Die Ablertung dieser wie auch der folgenden Formeln

kann aus Platzgriinden hier nicht mitgeteilt werden. Das
soll an anderer Stelle nachgeholt werden,

m{m,) = Schitzwert von m auf Grund von me (Hirf = 21%)

f = mittlere Rezessivenfrequenz (in %)

werden soll, ob die verschiedenen Schitzmethoden
zu gleichen Werten fiir m fithren. Beispielsweise

basiert f auf der gleichen Bestimmung der Anzahl
der spaltenden Schotennachkommenschaften wie s,
und unterliegt daher auch den gleichen Fehlschitzun-
gen wie my. Daher gilt nach (2): f = m,:#m. Nun
148t sich aber unter Annahme von Idealbedingungen
7 mit Hilfe von f als Funktion von # ausdriicken.

(f stelit eine Konstante dar und konnte in einem
groBen Material von My- und M,-Nachkommenschaf-
ten als 21%, bestimmt werden.) Die in Abb. z er-

kennbare Dosisabhingigkeit von f (die genau ge-
nommen eine Abhidngigkeit von der Mutations-
frequenz ist) erkldrt sich durch die Zunahme der
Hiufigkeit von Mehrfachmutationen, die zu poly-
hybriden Spaltungen fithren. Dagegen gibt f den
Erwartungswert bei reinen Einfachmutationen an.
Unter Zugrundelegung einer Poisson-Verteilung er-
gibt sich

1— (1 — )

=g @
d
0 er_ (1 — P _ In (1 — m0)
=g P = O

Damit ist eine Priiffméglichkeit fiir die Ubereinstim-
mung von #, und m; gewonnen. Ergeben sich aus
einem Versuchsergebnis nach (5) abweichende Werte
fiir £, so liegt eine Fehlschitzung vor. Formel (5)
kann auch nach m aufgelést werden:

me) 1. (6)
Auf diese Weise kann m aus #, berechnet werden.

Fir kleine Werte von m gilf m a 1ff-m. Diese
angendherte Beziehung wird auch von Gaur (1960)
angegeben. Eine weitere Prifmoglichkeit fiir die
Ubereinstimmung von s, und my, ergibt sich nun
dadurch, daB der nach (6) berechnete Wert fiir m
gleich dem nach (3) berechneten sein muBl. Die An-
wendung dieser Formeln auf die vorliegenden Ver-
suchsergebnisse erfolgt in Abschn. II1. 3.

Die statistische Beurteilung von my und s, ist
recht problematisch und setzt einige grundsitzliche
Uberlegungen voraus:

Die Werte fiir my sind Hiufigkeitsziffern; die Anzahl
der unabhingigen Ereignisse (n) ist aber unbekannt.
Die Anzahl der bewerteten Schotennachkommenschaften
ist mit Sicherheit groBer als n, da in der Regel mehrere

Schotennachkommenschaften fiir die gleiche Mutation
spalten. n muB vielmehr gleich der Anzahl gepriifter

m=1— (1 —
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Initialzellen bzw. gleich der Anzahl gepriifter Inflores-
zenzsektoren sein. Diese genau zu bestimmen, ist jedoch
nicht moglich. Wir umgehen die Schwierigkeit, indem
wir annehmen, daf die M;-Pflanzen durchschnittlich
1,66 Sektoren enthalten. Erfahrungsgemif diirfte der
Wert stets hoher liegen, so dal auf diese Weise sich eher
zu geringe als zu hohe Sicherungen ergeben. Es wird also
angenommen, daB die Anzahl unabhingiger Ereignisse
gleich der Anzahl der bewerteten Schotennachkommen-
schaften dividiert durch 3 sei. Davon ausgehend, werden
die Konfidenzgrenzen fir P = 59, (Abb.4) mit Hilfe
der Tafeln von KOLLER (1953) bestimmt. Da in der vor-
liegenden Arbeit die mp-Werte nur zum Vergleich mit
den m.-Werten dienen, erfolgt keine statistische Beur-
teilung der Differenzen. Bei Bedarf konnte natiirlich
auch mit den korrigierten Werten ein y2-Test durchge-
fithrt werden.

Der Versuch, auch die Mutantenfrequenzen (ms,) als
Haufigkeitsziffer zu behandeln, st6B3t auf groBere Schwie-
rigkeiten, wie bereits GAUL (1957) und FRYDENBERG (1963)
gezeigt haben. Die einzelnen Mutanten koénnen auf
keinen Fall als unabhéngige Ereignisse angesehen werden.
Da das von FRYDENBERG (l. ¢.} vorgeschlagene Verfahren
zur Schitzung der zusdtzlichen Variabilitdtsursachen
bei groBeren Werten von i, nicht als befriedigend gelten
kann, benutzen wir den #Test: Jeder Versuch wird in
mehreren Wiederholungen angesetzt. Die Ergebnisse der
einzelnen Wiederholungen werden nicht als Héaufigkeits-
ziffer, sondern als MeBwerte behandelt. Beim vorliegen-
den Material wurde jede Behandlungsvariante in vier
etwa gleich grofle Teilserien untergliedert und fiir jede
dieser Wiederholungen der m,-Wert ermittelt. Daraus

ANDREAS J. MULLER:
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konnte fir jede Variante der Mittelwert (m) und die
Summe der Abweichungsquadrate berechnet werden
(Tab. 3). Unter Benutzung der #~Werte fiir FG = 3 lieflen
sich nun sowoh! die Konfidenzgrenzen fiir P = 59,
(Abb. 4) berechnen als auch die Differenzen zwischen den
einzelnen Mittelwerten beurteilen (vgl. S. 111).

4. Hydrolyseversuch

Die Untersuchungen iiber den EinfluB der Hydro-
lyse auf die Aktivitdt des NMH sollten Grundlagen
fiir die Beurteilung der Konzentrations- und Tempe-
raturversuche liefern und Aussagen dariiber machen,
ob radiomimetisch wirksame Hydrolyseprodukte bzw.
relativ langlebige Hydrolysezwischenprodukte ent-
stehen.

Nach Jantix et al. (1958) ist NMH in wiBriger Losung
relativ stabil. Auf Grund volumimetrischer Bestim-
mungen des Gehalts an NMH konnte fiir 20 °C eine
Hydrolyse-Halbwertszeit von rund 65 Std. ermittelt
werden. (Nach 27 Std. waren nur 69, zersetzt.) Die
Hydrolyse wird mit steigender Temperatur und steigen-
dem pH-Wert beschleunigt. Nach einstiindiger Hydrolyse
wurden folgende Verluste gemessen: 25° — 0%, 35° —
1,05%, 55° — 67%, 75° — 100%; bzw. pH = 5,0 — 0%,
pPH = 7,0 — 20%, pH = 8,0 — 859%,.

Um die Abnahme der radiomimetischen Aktivitit
in ungepufferten wissrigen Losungen (pH = 5,5)

zu ermitteln, wurden 500 yuM NMH-Ldsungen fiir
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Abb. 2. EinfluB der NMH-Konzentration auf die mittlere Sektor- 70
groBe (B) und auf die mittlere Rezessivenfrequenz (7’).
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Vgl Tab. 4.
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Abb. 4. Einfluf der NMH-Konzentration auf die Frequenz der rezessiven Letal-
faktoren.
Frequenz spaltender Schotennachkommenschaften, m, = Mutantenfrequenz.
Ordinate in negativ logarithmischem Mafstab. (Der MaBstab far g ist um den
Faktor 2 vergroBert.) Bei mp und me sind dic Konfidenzgrenzen fiw P = 5%,

g = Frequenz spaltender Pflanzennachkommenschaften, my =

angegeben. Vgl. Tab. 3.
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24 Std. bei 2° bzw. 24° bzw. 36 °C gehalten. An-
schlieBend wurden Samen fiir 18 Std. bei 24 °C mit
diesen Losungen eingequollen und dann unter den
iiblichen Bedingungen zur Bestimmung des Wachs-
tums der Keimwurzeln angesetzt. (Nach neunnstiin-
diger Behandlungsdauer wurden die Losungen ge-
wechselt.) Die gemessene Wurzelldingenreduktion
(Abb. 5¢) zeigt, dal bei 2 °C noch keine erfaBbare
Aktivititsminderung gegeniiber der Kontrolle
(500 uM, frischer Ansatz) eintritt. Bei 24 °C wurde
die Aktivitdt auf die einer Losung von rund 100 uM
gesenkt. Nach Hydrolyse bei 36 °C lieB} sich keine
Wirkung der Losung mehr feststellen, was einer
Konzentration von weniger als 32 uM entspricht.

In einem zweiten Versuch wurde eine 250 uM
NMH-Lésung fiir 30 bzw. 60 Minuten auf 75 °C
erhitzt, dann schnell auf z °C zuriickgekiihlt. An-
schlieBend wurden Samen fiir 18 Std. bei 24 °C mit
diesen Losungen eingequollen und schlieBlich auf
Waurzellingenreduktion gepriift. Bereits nach 30
Minuten langem Erhitzen hatte sich die Aktivitét
so stark vermindert, daB keine Wirkung auf das
Keimwurzelwachstum mehr nachgewiesen werden
konnte.

Relativ langlebige Hydrolyseprodukte von nach-
weisbarer radiomimetischer Wirksamkeit entstanden
somit nicht. Die hydrolysebedingte Aktivitdtsminde-
rung war sogar deutlich stdrker, als nach der von
JANSIKR et al. (1958) angegebenen Verringerung des
NMH-Gehalts der Loésung zu erwarten gewesen wire.
Die Ursachen dieses abweichenden Verhaltens sind
noch unklar.

5. Konzentrationsversuch

Aufgabe des Konzentrationsversuchs war, An-
gaben iiber die Dosisabhdngigkeit von Mutations-
frequenz, Sterilititsgrad und Wurzellingenreduktion
zu liefern und die Relationen zwischen diesen drei
Wirkungsarten in einem mdglichst weiten Bereich
zu ermitteln. Die Behandlungstemperatur war in
jedem Fall 24 °C; die Behandlungszeit betrug
18 Std. Nach g Std. wurde jeweils die Behandlungs-
l6sung durch eine unhydrolysierte Lésung aus dem
gleichen Ansatz ersetzt. Auf Grund def Ergebnisse
des Hydrolyseversuchs kann angenommen werden,
daB sich die Konzentration wihrend der Behandlungs-
zeit nur um maximal 309, verminderte. Alle Kon-
zentrationsvarianten wurden am gleichen Tag aus
der gleichen Stammlosung angesetzt. Die zur Be-
stimmung der Wurzellinge und die zur Auswertung
der Schoten benédtigten Samen wurden fiir jede
Konzentration gemeinsam behandelt,

Wie aus Abb. 5a ersichtlich, 146t sich erst mit Kon-
zentrationen héher als 32 yM eine nachweisbare Wur-
zellingenreduktion erzielen. Da ein solcher Schwel-
lenwert der Wirkung auch bei Wurzellingenversu-
chen mit Rontgenstrahlen (MULLER, 1964b) auftritt,
kann angenommen werden, dall es sich hierbei um
eine fiir das Wurzelwachstum typische Reaktions-
weise und nicht um einen fiir NMH spezifischen
Effekt handelt. Im Konzentrationsbereich von 63
bis z50 uM nimmt die Wurzellingenreduktion dann
angenidhert linear zu. Der nach Einwirkung von
500 um NMH ermittelte Wert ist etwas geringer, als
bei einem linearen Kurvenverlauf zu erwarten wire.
Nach Behandlung mit 1 mM Losung konnte kein
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Wurzelwachstum mehr nachgewiesen werden. Noch
hohere KonzentrationenlieBen keineKeimung mehr zu.

Sterilitdt ist praktisch erst nach Einwirkung von
mindestens 32 yM Ldsungen nachweisbar. Mit wei-
terer Zunahme der Konzentration steigt der Sterili-
tdtsgrad stetig an und erreicht bei 125 M einen Wert
von 95,9 (vgl. Tab.1.). Nach Einwirkung von
250 uM NMH sind alle M,-Pflanzen fast vollstdndig
steril (Sterilitdtsgrad g9,1).

Die Beziehungen zwischen Mutationsfrequenz und
Konzentration der Behandlungslsung sind in Tab. 3
und Abb. 4 dargestellt. Beide Kennziffern (m; und
) zeigen ein im wesentlichen gleiches Verhalten:
Bei niederen Konzentrationen steigt die Mutations-
frequenz zuerst nur sehr gering an, doch erh$ht sich
der Wert des Zuwachses je Konzentrationseinheit
stetig (exponentielle Bezichung). Ungefihr von
25 uM an aufwirts nimmt die Dosis-Effekt-Kurve
eine lineare Form an. Die nach Einwirkung von
16 uM NMH festgestellte Mutantenfrequenz ist mit
W, = 1,20%, sehr niedrig. Der Unterschied zur Kon-
trolle ist jedoch hochsignifikant (¢-Test: P <€ 0,1%).
Die Unterschiede zwischen den Mutantenfrequenzen
der héheren Konzentrationsvarianten sind — wie
bereits aus den Konfidenzgrenzen fiir P = 5%, (Abb.4)
zu erkennen ist — in jedem Fall gut gesichert. Nach
Einwirkung von 125 yM NMH war der mutagene
Effekt so hoch, dalBl simtliche M,-Pflanzen in ihren
Schoten Mutanten aufwiesen. Aus der dabej fest-
gestellten Mutantenfrequenz von %, = 63,33% kann
geschlossen werden, daB im Durchschnitt jede Initial-
zelle des SproBscheitels 4,8 Mutationen enthielt (mitt-
lere Anzahl der Mutationen je Zelle

M= —1In (1—my) - 1/f).

Die Anwendung des logarithmischen OrdinatenmaB-
stabes in Abb.4 beruht auf folgender Uberlegung:
Sowohl m,; als auch mp (und m,) unterliegen einem
Sattigungseffekt, da mit steigender Mutationsfrequenz
in zunehmendem MaBe Mehrfachmutationen auftreten.
Unter der Annahme, da3 die Anzahl der Mutationen der
Dosis (D) direkt proportional ist- (lineare Dosis-Effekt-
Beziehung), mul demnach erwartet werden, daB

m = 1 — exp (— kD)
ist. Daraus ergibt sich nach Formel (3) bzw. Formel (6)
mp = 1 — exp (— kD)
me = 1 — exp {— fkD).
Der Exponent ist also bei m, um den Faktor f = 0,21
kleiner als] bei mp. Daher muB fiir mep ein groBerer Sitti-
gungseffekt erwartet werden, was mit den Befunden

ibereinstimmt. Werden nun neue Ordinatenmafstdbe
von folgender Art eingefithrt

mp = — In (1 — mp)

mi = —In (1 — m),
dann ergeben sich lineare Dosis-Effelt-Kurven: mj = &D
mg = fRD. Der Vorteil des logarithmischen Ordinaten-
maBstabes besteht also darin, dal auf diese Weise Ab-
weichungen von der linearen Dosis-Effekt-Beziehung
leicht erkannt werden kénnen. Anhand von Siattigungs-
kurven wiren solche Abweichungen nur schwer zu beur-
teilen.

AuBler der Kontrolle mit vollig unbehandelten,
trocken ausgesidten Samen (tr) wurde noch eine zweite
Kontrollvariante mit 18 Std. in Aqua dest. submers
eingequollenen Samen (qu) angesetzt. Auf Grund der
Befunde von RiEGER und MicHAELIS (1958) hitte er-
wartet werden kénnen, dalB bereits durch die Unter-
wasser-Quellung der Samen Mutationen ausgeldst
werden. Die Ergebnisse (Tab. 3) zeigen jedoch fiir die
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qu-Variante einen etwas geringeren Wert als fiir die
tr-Variante. Der Unterschied ist allerdings nicht
signifikant (3-Test: P > 50%,). Eine Erhéhung der
Mutationsfrequenz als Folge des submersen Ein-
quellens ist somit nicht festzustellen.

Die Versuchsergebnisse gaben die Moglichkeit zu
priifen, inwieweit die nach verschiedenen Methoden
bestimmten Kennziffern m, und s, als Schitzwerte
von m iibereinstimmen und ob eventuell auftretende
Differenzen von der Hohe der Mutationsfrequenz
bzw. des Sterilititsgrades abhingen. Insbesondere
sollte gepriift werden, ob die mit abnehmender Nach-
kommenschaftsgr6Be zu erwartende Unterschitzong
von my tatsichlich eintritt. Nach Formel (6) wurden
aus den Werten fiir s die Schitzwerte von s berech-
net (Tab. 3). Die Unterschiede gegeniiber den ent-
sprechenden Werten fiir m;, waren in keinem Fall
groBer als 19, und zeigten keine deutliche Abhingig-
keit von der Hoéhe des Sterilitdtsgrades. - Sie lagen
stets innerhalb der Konfidenzgrenzen fiir P = 59%,
und kénnen daher nicht als signifikant angesehen
werden. Da sowohl positive als auch negative Werte
fiir die Differenz’ auftraten, kann auch nicht
angenommen werden, dall der Umrechnungsfaktor
mit f = 0,21 falsch gewdhlt worden war. Das wird

besonders deutlich, wenn f aus den vorliegenden
Versuchsergebnissen nach der Formel (5) berechnet

wird (Tab.3). Die f-Werte fiir die beiden Kon-

trollen und fiir die 16 yM-Variante basieren nur
auf einer ziemlich kleinen Anzahl spaltender Nach-
kommenschaften und sind daher mit einer gewissen

Unsicherheit behaftet. Die f-Werte fiir die folgenden
Behandlungsvarianten, die jeweils auf 700 bis 1000
spaltenden Schotennachkommenschaften basieren
und daher recht genau sein diirften, schwanken tat-
sdchlich nur in sehr engen Grenzen um den Wert 219,
Es kann also davon ausgegangen werden, daf die
NMH-induzierten Letalmutationen im Mittel mit der
gleichen Rezessivenfrequenz spalten wie die rontgen-
induzierten Letalmutationen, aus deren Mg- und M,-

Nachkommenschaften der Wert f = 21%, bestimmt
worden war (MULLER 1963). Der abweichende Wert

fitr die 125 yM-Variante (f = 22,37%,) deutet darauf
hin, daB in diesem Fall der my-Wert etwas unter-
schitzt ist. Hinsichtlich der Beziehungen zwischen
my und m, kann also festgestellt werden, daB beide
Schitzmethoden nicht zu signifikant verschiedenen
Ergebnissen gefiihrt haben. Sogar bei einem Sterili-
tatsgrad von g5 zeigt m; nur eine leichte Tendenz zur
Unterschitzung, die sich aber nicht statistisch sichern
laBt.

Wie aus Abb. 2 ersichtlich, erhéht sich die mittlere
Rezessivenfrequenz der spaltenden Schotennach-
kommenschaften f mit zunehmender Konzentration.
Ein solches Ergebnis konnte entsprechend Formel (4)
als Folge der ansteigenden Mutationsfrequenz erwar-
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tet werden. Es ist Ausdruck fiir die Zunahme von
Mehrfachmutationen. B

Auch die mittlere GroBe des mutierten Sektors &
nimmt parallel zum Anstieg der Mutationsfrequenz
mit der Dosis zu (Abb. 2). Es kann aus dem vorlie-
genden Material allerdings nicht entschieden werden,
welchen Anteil an dieser Zunahme die tatsichliche
VergroBerung der Sektoren hat. Mit steigender Mu-
tationsfrequenz muB ndmlich erwartet werden, dafl
in zunehmendem MaBe in einer M;-Pflanze zwei und
mehr Infloreszenzsektoren mutiert sind. Wegen des
relativ hiufigen Auftretens dhnlicher Phinotypen ist
eine Entscheidung dariiber, ob es sich um zwei ver-
schiedene mutierte Sektoren oder um einen groBen
Sektor handelt, in den meisten Fillen nicht mdglich,
zumindest nicht, wenn nur fiinf Schoten ausgewertet
werden. Fiir den in der 16 yM-Variante gefundenen

Wert (b = 32,7%,) kann aber angenommen werden,
daB er die tatsichliche mittlere Sektorgré8e repri-
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Abb. 6. Beziechung zwischen Mutationsfrequenz (Abszisse) und Sterilititsgrad
(Ordinate), Vgl. Tab. 1 und 3.

sentiert, weil in diesem Fall wegen der geringen Mu-
tationsfrequenz zwei mutierte Sektoren in einer M;-
Pflanze nur sehr selten zu erwarten sind. Demnach
kann fiir diese Variante im Durchschnitt mit 3 Sek-
toren je Endfloreszenz gerechnet werden. Allerdings
handelt es sich bei dieser Angabe nur um einen Durch-
schnittswert; die SektorgréBen der einzelnen M-
Pflanzen schwanken in einem weiten Bereich.

Die Ergebnisse des Konzentrationsversuches ge-
statten, Aussagen iiber die mutagene Effizienz des
NMH bei Samenbehandlung und iiber die Relationen
zwischen somatischer Schidigung, Sterilitit und Mu-
tationsfrequenz zu machen. Zur Charakterisierung
dieser Relationen hat es sich als zweckmiBig erwiesen,
die Beziehungen zwischen einigen Kardinalwerten an-
zugeben. Auf diese Weise ist ein einfacher Wirkungs-
vergleich zwischen verschiedenen Mutagenen még-
lich. Es ergibt sich somit:

1. Mutationsfrequenz

bei Sterilitdtsgrad 95: 99,1%
2. Mutationsfrequenz ’

bei Sterilitdtsgrad 10: 50%
3. Mutationsfrequenz

bei 809, Wurzellingenreduktion: >99,19%,
4. Sterilitdtsgrad

bei 809, Wurzellingenreduktion 100
5. Wurzellingenreduktion

bei Sterilitdtsgrad g5: 40%
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Die Relation zwischen Mutationsfrequenz und Ste-
rilitdtsgrad wird also durch die Werte 1) und 2) cha-
rakterisiert, die Relation zwischen Mutationsfrequenz
und somatischer Schidigung durch den Wert 3) und
die Relation zwischen somatischer Schidigung und
Sterilitdtsgrad durch die Werte 4) und 5). Aus den
Werten 1) und 5) ist ferner ersichtlich, daB einer Mu-
tationsfrequenz von 99,19%, eine Wurzellingenreduk-
tion von 409, entspricht. Die Beziehung zwischen
Mutationsfrequenz und Sterilitdtsgrad ist in Abb. 6
dargestellt.

Als MaB der Effizienz ist die Mutationsfrequenz von
09,1%, anzusehen, da es sich als zweckmiBig erwiesen
bat, einen Sterilitdtsgrad von g5 als maximal zuldssi-
gen Wert zu betrachten. (Wire nicht die Sterilitit,
sondern die somatische Schddigung der begrenzende
Faktor, dann wiirde die Mutationsfrequenz bei 809,
Wurzellingenreduktion als Mal der Effizienz ange-
sehen werden.)

6. Temperaturversuch

Dieser Versuch hatte den Zweck, die Wirksamkeit
von NMH bei verschiedenen Temperaturen (18, 24,
30 und 36 °C) wihrend der 18stiindigen Behandlungs-
zeit zu priifen. Die Behandlungslésungen wurden in
jedem Fall nach g Std. gewechselt. Da auf Grund der
Ergebnisse des Hydrolyseversuchs bei den hoheren
Temperaturen bereits innerhalb von g Std. mit einer
zunehmenden Minderung der Aktivitit des NMH zu
rechnen war, muBte von vornherein eine gewisse Un-
terschitzung der Werte fiir 30 und 36 °C erwartet
werden.

Die Werte fiir die Wurzellingenreduktion nach
Einwirkung von 500 uM bzw. 63 uM NMH bei ver-
schiedenen Temperaturen sind in Abb. 5b dargestellt.
Fiir beide Konzentrationen ergibt sich mit steigender
Temperatur eine stetige und verhiltnismiBig starke
Zunahme der Wirkung. Nach Einwirkung von
500 uM NMH bei 30 ° und 36 °C wurde eine derartig
starke Schidigung der Keimlinge gefunden, daf die
Reduktionswerte tiber 95% lagen und daher nicht
mehr genau zu bestimmen waren. Bei 36 °C war die
Keimungsrate vermindert, das Chlorophyll der Koty-
ledonen bis zur volligen Ausbleichung geschidigt und
ein Wachstum der Keimwurzel nicht mehr nachweis-
bar. Damit entspricht die Wirkung ungefihr der von
1 mM bei 24 °C. Der sich bei 18 °C fiir 500 uM erge-
bende Wert ist annidhernd gleich dem, der sich bei
24 °C nach Einwirkung von 250 uM ergibt. Eine
Temperaturerh6hung von 18 auf 36 ° bewirkt also
ungefdhr den gleichen Wirkungsanstieg wie eine Ver-
vierfachung der Konzentration. Ein #hnliches Er-
gebnis erbrachte der Versuch mit 63 uM NMH: Bei
18 °C ist keine Wirkung mehr festzustellen, bei 36 °C
konnte eineWurzellingenreduktion gemessen werden,
die etwas iiber der lag, die nach Einwirkung von
125 uM NMH bei 24 °C festgestellt wurde.

In einem weiteren Versuch sollte gepriift werden,
ob sich auch fiir die Mutationsfrequenz ein tempera-
turabhingiger Wirkungsanstieg ergibt. 32 uM NMH
kamen bei 24 bzw. 36 ° zur Einwirkung. Durch die
Temperaturerhshung wurde die Mutantenfrequenz
(wie auch der Sterilitdtsgrad) fast verdoppelt (Tab. 3).
Der Unterschied zwischen beiden Mutantenfrequen-
zen ist nach dem #-Test gut gesichert (P > 0,19,).
Temperaturerh6hungen bewirken also in gleichem
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MaBe eine Verstirkung der Wurzellangenreduktion
und einen Anstieg der Mutationsfrequenz.

Die Relationen zwischen den verschiedenen Wir-
kungen waren die gleichen wie im Konzentrations-
versuch. Die mutagene Effizienz von NMH ist also
unabhingig davon, ob hoéhere Konzentrationen bei
tiefen Temperaturen oder entsprechend geringere
Konzentrationen bei héheren Temperaturen appli-
ziert werden.

7. Mutantenspektrum

Die Mutanten kénnen auf Grund ihres Phinotyps
zu Gruppen zusammengefal3t werden, die durch be-
stimmte effektive Letalphasen charakterisiert sind
(MULLER, 1963). Es werden folgende Typen unter-
schieden: sicca (sc¢), brevis {br), vana (vn), diffusa (di),
murca (mr), parva (pv), fusca (fc), albina (ab), xantha
(wa), chlorina (ch). Die Reihenfolge entspricht der
Aufeinanderfolge der Letalphasen (z. B. sicca = friih-
embryonal letal, xantha = keimlingsletal). In Tab. 4
ist fiir die auf rezessive Letalfaktoren ausgewerteten
Varianten angegeben, welchen Anteil die einzelnen
Mutantentypen an der Gesamtzahl der Mutanten
haben. Da bei der Routineuntersuchung die Typen
sicca und brevis bzw. vana und diffusa oft nicht
eindeutig unterschieden werden kénnen, wurden sie
zu einer Gruppe vereinigt.

Es sollte nun untersucht werden, ob mit ansteigen-
der Dosis (bzw. mit ansteigender Mutationsfrequenz)
eine Verschiebung des Mutantenspektrums erfolgt
und ob nach NMH-Behandlung ein anderes Mutan-
tenspektrum zu beobachten ist als nach Einwirkung
anderer mutagener Agenzien. Aus den in Tab. 4 dar-
gestellten Werten 1iBt sich keine echte dosisabhén-
gige Verschiebung des Mutantenspektrums erkennen.
Die bei den Mutanten mit spaten Letalphasen durch-
weg zu beobachtende Verminderung der Hiufigkeits-
werte mit steigender Mutationsfrequenz erklirt sich
aus der Tatsache, daBl im zunehmenden MabBe Doppel-
mutationen auftreten. So werden sich beispielsweise
bei einer dihybriden Spaltung mit einem vana- und
einem chlorina-Faktor die wvn vn ch ch-Genotypen
stets als vana-Phinotypen manifestieren. Mit anstei-
gender Mutationsfrequenz kommt es somit zu einem
Defizit an Chlorophyllmutanten. Dafl die Zunahme
der Doppelmutationen tatsichlich die Ursache des
Defizits ist, 1aBt sich auf folgende Weise zeigen: Es
wird die Frequenz der Chlorophyllmutanten {fc, ab,
x4, ch) berechnet:

Mg =
Anzahl der fe-ch-Mutanten
Anz. d.bewertet. Embryonen—-Anzahl d. sc~py-Mutanten
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Dabei wird die Anzahl der Chloropyllmutanten nicht
auf die Gesamtzahl der Embryonen bezogen, son-
dern nur auf die Anzahl der nicht embryonal letalen
Embryonen, also auf jene, in denen sich die Chloro-
phyllmutationen tatsichlich manifestieren koénnen.
Es wird somit in gleicher Weise vorgegangen wie bei
der Bestimmung der Frequenz der Chlorophyllmu-
tanten auf Grund einer Auswertung im Keimlings-
stadium. Auf diese Weise bleiben die m,-Werte frei
von dem oben erwidhnten Defizit. Mit Hilfe von m,
148t sich nun ein gleichfalls defizitfreier Wert fiir den
Anteil der fe-ch-Mutanten an der Gesamtzahl der
Mutanten berechnen, und zwar als m/m,.

Wie aus Tab. 4 ersichtlich, sind die auf diese Weise
berechneten Werte tatsichlich invariant gegeniiber
der Hohe der Mutationsfrequenz. Esergibt sich ziem-
lich einheitlich ein Wert von 169, fiir den Anteil der
Chlorophyllmutanten. Nur in der 125 yM-Variante
tritt ein stark abweichender Wert auf. Da dieser
aber auf einem sehr geringen Material basiert, kann
die Abweichung als zufallsbedingt angesehen werden.

Der Anteil der Chlorophyllmutanten an .der Ge-
samtzahl der Mutanten ist zur Beurteilung von mog-
lichen Verschiebungen im Mutantenspektrum sehr
gut geeignet, und zwar aus folgenden Griinden: Die
Anzahl der zu dieser Gruppe geh6renden Mutanten
ist relativ hoch, so daB Zufallsabweichungen eine ge-
ringere Rolle spielen. (Kleinere Gruppen, wie z. B,
die xantha-Mutanten, wiirden im stidrkeren MaBe Zu-
fallsschwankungen unterliegen.) Die Chlorophyll-
mutanten sind von den anderen Mutantentypen deut-
lich abgegrenzt; Fehlklassifizierungen sind praktisch
ausgeschlossen. Und schlieBlich wiren solche Ande-
rungen des Mutantenspektrums, die die Relation
zwischen Faktoren mit frither Letalphase und Fak-
toren mit spiter Letalphase verschieben, noch am
ehesten zu erwarten. Wenn daher — wie im vorlie-
genden Fall — der Anteil der Chlorophyllmutanten
nicht verdndert wird, so kann mit ziemlicher Sicher-
heit eine dosisabhidngige Verschiebung des Mutanten-
spektrums ausgeschlossen werden.

Auch bei Beschrinkung auf die Chlorophyllmuta-
tionen lassen sich zusdtzlich zu der bereits erwdhnten
Mutantenfrequenz (m,) die Frequenz spaltender Pflan-
zennachkommenschaften (m,) und die Frequenz spal-
tender Schotennachkommenschaften (m;) berechnen
(Tab. 4, Abb. 3). Als Berechnungsgrundlage dient in
diesem Fall natiirlich die Gesamtzahl der bewerteten
Pflanzennachkommenschaften bzw. Schotennach-
kommenschaften. Auffillig ist bei den Werten fiir
m, und my ein mit ansteigender Dosis zunehmendes

Tabelle 4. Dey Einfluf unterschiedlicher Konzentvationen von NMH und unterschiedlicher Tempeyatuyen wihvend der
Behandlungszeit auf das Mutantenspektrum und auf die Frequenz dev Chlovophylimulationen.

Konzen- | Tempe- Auzabl davon je Mutantentyp {in %) Anteil | mf ! my m
M °C Mutanten | sz + o l o - di . my I o l fe l ab \ xa l ch fe—ch me
‘ \
16 24 676 34,3 19,7 24,3 l 5,3 o 1,5 14,8 | 16,4 | 16,6 2,7 { 0,80} 0,20
32 24 5332 25,1 35,8 22,6 | 3,0 0,5 0,4 2,5 10,1 | 13,5 | 15,0 23,8] 8,80 | 1,67
32 30 5723 25,1 32,6 27,2 | 2,5 0,7 0,9 1,0 10,0 | 12,6 | 15,6 | 35,2 } 14,47 ] 3,09
63 24 9603 26,4 37,0 | 24,2 | 1,2 0,4 0,4 ‘ 1,4 9,0 11,2 | 16,0 | 49,1 |22,13| 5.43
125 24 | 1221 | 38,4 | 31,0 | 254 ] 07 0,1 | 1,0 34| 451 107] 333 [13,04] 6,78

mgL = Frequenz der fiw Chlorophyllmutationen (fo—ch) spaltenden Pflanzennachkommenschaften (in %)

m/ = Frequenz der fiir Chlorophyllmutationen spaltenden Schotennachkommenschaften (in %)

b
mé = Frequenz der Chlorophyllmutanten (in %)
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Defizit gegeniiber den bei linearen Dosis-Effekt-Be-
ziehungen zu erwartenden Werten. Auf die Ursachen
dieser Erscheinung soll in der Diskussion noch ein-
gegangen werden.

IV. Diskussion

Eine der Aufgaben der dargestellten Versuche war,
die Methoden zur Bestimmung der Mutationsfre-
quenz, die auf Grund von Untersuchungen der chi-
miérischen Struktur der M;-Pflanzen vorgeschlagen
worden waren (MULLER, 1964a), in einem weiten Dosis-
bereich zu itberpriifen. Dabei ergab sich eine auBer-
ordentlich gute Ubereinstimmung zwischen den bei-
den, auf verschiedenen Auswertungsverfahren basie-
renden Schitzwerten der Mutationsirequenz (Fre-
quenz spaltender Schotennachkommenschaften und
Mutantenfrequenz). Selbst bei einem Sterilitdtsgrad
von g5 lieB sich noch keine deutliche Unterschitzung
der Mutationsfrequenz durch die Frequenz spaltender
Nachkommenschaften nachweisen. Fiir diese gute
Ubereinstimmung ist in erster Linie die Tatsache ent-
scheidend, daB nur Schoten mit mehr als 3 Samen
ausgewertet wurden, im letztgenannten Fall also nur
109, aller untersuchten Schoten. Diese MaBnahme
hat sich somit als ausreichend erwiesén, um auch bei
hohen Sterilititsgraden ein genaues Ergebnis zu ga-
rantieren.

Ganz andere Beziehungen ergaben sich, wenn nur
die Chlorophyllmutationen erfaft wurden (Abb. 3).
Da in diesem Fall die embryonal letalen Samen (die
im Extremfall fast 609, aller Samen ausmachten) aus
der Berechnung ausgeschlossen werden miissen, er-
geben sich viel geringere Werte fiir die GroBe der
Schotennachkommenschaften. Damit ist die Wahr-
scheinlichkeit, daB eine Mutation nicht durch Mutan-
ten in der Nachkommenschaft reprisentiert wird, we-
sentlich erhght, und es zeigt sich sehr deutlich der von
GAUL (1957, 1960, 1963} bereits bei der Gerste fiir die
Chlorophyllmutationsirequenz nachgewiesene Effekt,
daB die Werte fiir die Frequenz spaltender Nach-
kommenschaften mit zunehmender Sterilitit in stei-
gendem MaBe unterschitzt werden. Dall dieses Pha-
nomen tatsichlich nur durch die Auswertungsmetho-
dik bedingt ist, ergibt sich aus dem Vergleich mit der
Dosis-Effekt-Kurve fiir die Mutantenfrequenz, die
gegeniiber der Nachkommenschaftsgréfle invariant
ist und daher keine derartige Unterschitzung erfihrt.
Da die gut iibereinstimmenden Ergebnisse fiir die
Letalmutationsirequenz aus dem gleichen Material
gewonnen wurden, demonstriert der Versuch beson-
ders deutlich den EinfluB der Nachkommenschafts-
groBe auf die verschiedenen Schitzwerte der Muta-
tionsfrequenz. Solange dieser EinfluB nicht durch
eine entsprechende Auswertungsmethode eliminiert
wird, konnen sich also véllig falsche Werte fiir die
Mutationsfrequenz ergeben. Das gilt ganz besonders,
wenn als Berechnungsgrundlage die Nachkommen-
schaften ganzer Pflanzen oder Infloreszenzen ge-
wihlt werden. In diesem Fall sind sogar noch zusitz-
liche Fehlerquellen wirksam (vgl. MULLER, 1964a).
Die bisher publizierten Ergebnisse tiber Frequenzen
von Chlorophyll- und Vitalmutationen bei Arabidop-
sis miissen daher entsprechend interpretiert werden.
Auf Grund unserer Versuchsergebnisse kann auch er-
wartet werden, dafl die fiir die Dosis-Effekt-Bezie-
hungen mancher chemischer Mutagene gefundenen
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Optimumkurven nur durch eine ungeeignete Auswer-
tungsmethodik zustande gekommen sind, in Wirk-
lichkeit aber lineare (bzw.exponentielle) Beziehun-
gen bestehen. Derartige Kurven ergaben sich bei-
spielsweise fiir Athylenoxyd, Athylenimin und Di-
dthylsulfat (EHRENBERG, 1960). Beachtenswert ist
auch, daB3 das Absinken der Dosis-Effekt-Kurven fiir
die Frequenz spaltender Nachkommenschaften nach
Einwirkung hoher NMH-Konzentrationen (Abb. 3)
so ausgeprigt ist, dal der Unterschied zwischen End-
wert und Maximalwert als statistisch sehr gut gesi-
chert erscheint: Bei 63 uM wurden 328 M;-Pflanzen
bewertet, es ergab sich m, = 49,1%. Bei 125 uM
wurden 48 M;-Pflanzen bewertet, es ergab sich
Mg = 33,3%. Der y*>Test wiirde den Unterschied mit
P 0,19, als hochsignifikant ausweisen.

Ein Vergleich zwischen den Werten fiir die. Letal-
mutationsfrequenz und denen fiir die Chlorophyllmu-
tationsfrequenz zeigt sehr deutlich, daB die erstge-
nannte den mutagenen Effekt viel genauer zu erfassen
imstande ist. Ferner ist ersichtlich, daf} die Letalmu-
tationsfrequenz bei Werten bis zu etwa go%, auch
durch die Frequenz spaltender Schotennachkommen-
schaften (m,) gentigend genau geschitzt werden kann.
In vielen Fillen kénnte also auf die Bestimmung der
Mutantenfrequenz verzichtet werden, wodurch sich
eine weitere Vereinfachung der Methodik ergibe.
Allerdings mufl dann vorausgesetzt werden, daf3 die
nicht-genetisch bedingte Embryonenletalitit kein
groferes AusmaB annimmt als in den vorliegenden
Versuchen. Insbesondere bei ungiinstigen Umwelt-
bedingungen kurz nach der Bliite und bei allgemein
schlechter Entwicklung der Pflanzen kann die Anzahl
der letalen Embryonen erhéht sein. Solange gleich-
zeitig die Mutantenfrequenz bestimmt wird, 148t sich
das Ausmall der nicht-genetischen Letalitdt leicht

aus der Verringerung der /~Werte und des Anteils der
Chlorophylimutationen schatzen.

Zur Erklirung des Wirkungsmechanismus von
NMH kann die Tatsache dienen, daB NMH sich in
wilBriger Losung unter Abgabe von Diazomethan re-
lativ leicht zersetzt. Das entstehende Diazomethan
ist in wiBriger Losung dulerst instabil. Bei seinem
Zerfall entsteht unter Abgabe von N, ein Carbenium-
ion, das zu Methylierungen im genetischen Material
fithren kann:

NH,

O:C/
N\N-N=0

|
CH,

Die Befunde von MARQUARDT et al. (1963) bei Saccha-
romyces cerevisiae zeigen, dall sowohl Diazomethan
als auch NMH und andere Diazomethan freisetzende
Nitrosamide mutagen wirken. NMH fiihrt auch bei
Drosophila zur Induktion rezessiver Letalfaktoren
(PASTERNAK, 1963, RAPOPORT, 1963). Obwohl die mu-
tagene Wirkung des Diazomethans bereits seit lan-
gem bekannt ist (RAPOPORT, 1948, JENSEN et al., 1949),
hat doch erst die Entdeckung der carcinogenen Wir-
kung von Nitrosaminen (MAGEE und BARNES, 1956)
und von Diazomethan (SCHOENTHAL, 1960) zu einer
systematischen Priifung der zur Freisetzung von Dia-
zomethan befihigten Verbindungen gefiihrt. Nach
DruckreyY et al. (1961) hat sich auch NMH in Ver-
suchen mit Ratten als starkes Carcinogen erwiesen,

— N=N=CH, - CHY.
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Auf Grund aller bisherigen Befunde wird deutlich,
daf in der Gruppe der Nitrosamide und Nitrosamine
eine Parallelitit zwischen carcinogener und mutagener
Wirkung besteht, die fiir beide Prozesse das Diazo-
methan als eigentliche Wirkform anzusehen gestattet.
Diazomethan selbst fiithrt nach den vorliegenden Er-
gebnissen nur zu geringen Mutationsraten. Die we-
sentlich hoéhere mutagene Wirksamkeit von NMH
wiirde verstidndlich, wenn man NMH als zwar leicht
aktivierbare, aber selbst unwirksame Transportform
betrachtet, die leicht in die Zellen eindringen kann
und erst dort die Wirkform, das Diazomethan, frei-
setzt. NMH miiBte dann, genau wie Diazomethan,
als monofunktionelles Methylierungsmittel angesehen
werden.

Der vollstdndige Aktivitdtsverlust von NMH-L§-
sungen nach Hydrolysezeiten, die in keinem Fall lin-
ger waren als die zur Zersetzung des NMH nétigen
Zeiten (Abb. 5c¢), schlieBt das Entstehen relativ lang-
lebiger Hydrolyseprodukte von radiomimetischer
Wirksamkeit aus. Dieser Befund ist im Lichte des
vorstehend erwdhnten Wirkungsmechanismus vollig
verstdndlich: Die hydrolytische Zersetzung des NMH
fithrt zu Diazomethan, das in wiBriger Losung sehr
schnell inaktiviert wird.

Die mutagene Wirkung von NMH konnte durch
eine Erhshung der Temperatur wihrend der Behand-
lungszeit wesentlich gesteigert werden (Abb. 5b). Die
gleiche Temperaturabhingigkeit zeigten auch die rein
toxischen Wirkungen (Verhinderung der Keimung,
Chlorophyllschidigung). Zur Erklirung dieses Phé-
nomens bietet sich in erster Linie die Tatsache an,
dal die postulierte Wirkform Diazomethaa erst aus
NMH freigesetzt werden muB, dieser Prozef aber, wie
aus dem Hydrolyseversuch deutlich wird, stark tem-
peraturabhingig ist. Ob die Zersetzung des NMH in
der Zelle mit der gleichen Geschwindigkeit erfolgt wie
in einer reinen Losung oder ob sie, eventuell durch
das Wirken von Enzymen, wesentlich beschleunigt
wird, kann natiirlich nicht entschieden werden. Auch
ist nicht auszuschlieBen, daf3 der Reaktionsschritt vom
Diazomethan zum methylierten Endprodukt einen
gewissen Anteil am Zustandekommen der Tempera-
turabhingigkeit hat. Die Beschleunigung der Per-
meation durch erh6hte Temperaturen spielt dagegen
sicher nur eine untergeordnete Rolle, da nach unseren
Erfahrungen die Samen von Arabidopsis bereits nach
4 Std. (bei 24 °C) maximale Mengen der Behandlungs-
l6sung aufgenommen haben, so dafl im weiteren Ver-
lauf der 185tund1gen Behandlungszeit die NMH-Kon-
zentration in der Zelle ungefdhr konstant bleiben
diirfte.

Die gute Ubereinstimmung zwischen den Ergeb-
nissen der beiden Schitzverfahren fiir die Mutations-
frequenz gibt uns das Recht, die gefundene Abhingig-
keit der Letalmutationsfrequenz von der Konzentra-
tion (Abb. 4) als real zu betrachten. Demnach steigt
die Dosis-Effekt-Kurve im unteren Konzentrations-
bereich exponentiell an und geht bei 30 gM zu einem
linearen Anstieg iiber. Ahnliche Dosis-Effekt-Kurven
wurden auch fiir 1-Methyl-3-nitro-1-nitrosoguanidin
(NG) (MO1LER und GICHNER, 1964) und fiir Athyl-
methansulfonat (AMS) (MULLER, unverdff.) gefunden.
Bei Anwendung von Réntgenstrahlen konnte dagegen
im niederen Konzentrationsbereich keine Abweichung
von der Linearitdt festgestellt werden (MULLER,
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unverdff.). Dieser Wirkungsunterschied legt es nahe,
die Erklarung fiir die unterproportionale Effektivitit
geringer Konzentrationen bei Vorgingen zu suchen,
die mit dem Transport des mutagenen Agens zum
genetischen Material im Zusammenhang stehen. Dem-
nach bestehen zur Erklirung des Phinomens zwei
Moglichkeiten:

1. Die Hydrolyserate in der Behandlungslésung
hat bei geringen Konzentrationen wesentlich héhere
Werte als bei hohen Konzentrationen. Wihrend der
gstiindigen Einwirkung auf die Samen wiirden sich
also schwache Losungen schneller zersetzen, so dal
die mittlere effektive Konzentration weit unter der
Anfangskonzeuntration liegt.

2. Die nach Eindringen in die Zelle stattfindende
Zersetzung des NMH ist konzentrationsabhingig.
Demzufolge miilte sich das inaktivierende Prinzip
mit zunehmender Anreicherung von NMH in der Zelle
allmihlich erschépfen, so dall einem weiteren Anstieg
der NMH-Konzentration nicht mehr entgegengewirkt
werden kann.

Eine Entscheidung zwischen den beiden Moglich-
keiten ist auf Grund der vorliegenden Ergebnisse
noch nicht moglich.

Sieht man von der unterproportionalen Effektivitit
geringer Konzentrationen ab, so lassen sich keine
deutlichen Abweichungen von einer linearen Dosis-
Effekt-Beziehung feststellen. NMH wirkt also — ge-
nau wie andere alkylierende Agenzien — als typi-
sches Treffergift; die hier erfaBten Letalmutationen
miissen in der iiberwiegenden Mehrzahl als Eintreffer-
ereignisse angesehen werden. Ein gewisser Anteil von
Mehrtrefferereignissen kann natiirlich nicht ausge-
schlossen werden, weil die dadurch bedingte Abwei-
chung von der Linearitit so klein wire, daB sie noch
in den Rahmen moglicherVersuchsfehler fallen wiirde.
(Vgl. die in Abb. 4 eingetragenen Konfidenzgrenzen.)

Nach 18stiindiger Behandlung mit 125 uM NMH
konnte eine Letalmutationsfrequenz von 9g,16%,
{(Mutantenfrequenz 63,33%) ermittelt werden. Die-
ser Befund wiirde also bedeuten, daB in 99,16% aller
Initialzellen des Sprofischeitels mindestens eine re-
zessive Letalmutation induziert worden ist. Unter
der Annahme, daf} die Verteilung der Mutationen auf
die Zellen der Poisson-Verteilung folgt, miissen dem-
nach je Initialzelle durchschnittlich 4,8 rezessive Le-
talmutationen entstanden sein. Dall die Annahme
zu Recht besteht, geht aus der Tatsache hervor, daB3
die Werte fiir die Frequenz spaltender Schotennach-
kommenschaften mit den entsprechenden Werten fiir
die Mutantenfrequenz iibereinstimmen. Eine Uber-
einstimmung kann ndmlich nur dann erwartet wer-
den, wenn die Verteilung der Mutationen der Poisson-
Verteilung folgt. Natiirlich ‘stellt die Mutationsfre-
quenz von 99,16%, keinen absoluten Maximalwert
dar. Bei entsprechender Vergroflerung des Versuchs-
umfanges hitten auch die nach Einwirkung héherer
Konzentrationen zu erwartenden héheren Mutations-
frequenzen bestimmt werden kénnen, allerdings kaum
mit geniigender Genauigkeit.

Die Ergebnisse iiber die Abhidngigkeit des Sterili-
titsgrades von der Konzentration beanspruchen be-
sonderes Interesse, da die Sterilitdt (wie auf S. 107 be-
reits genauer ausgefithrt) im wesentlichen als gene-
tisch bedingt angesehen werden mufl. Wie aus Abb. 6
ersichtlich, erfolgt die Zunahme der Sterilitdt parallel
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zur Zunahme der Mutationsfrequenz, Der Sterilitats-
grad steigt zwar ausgeprigt exponentiell an, da aber
seine Berechnungsweise keinen SchiuB3 auf die Fre-
quenz der haplophasischen Letalfaktoren zuldfit,
kann der Kurvenverlauf nicht fiir treffertheoretische
Uberlegungen benutzt werden. Entscheidend ist je-
doch, daB eine ganz eindeutige Abhingigkeit zwischen
Sterilitdtsgrad und Mutationsfrequenz besteht und
damit die oft geduBerte Vermutung, die nach Behand-
lung von Pflanzen mit chemischen Mutagenen auf-
tretende Sterilitit sei vornehmlich physiologisch be-
dingt, zumindest in diesern Fall nicht zutreffen kann.
Auch in den unter gleichen Bedingungen durchge-
filhrten Versuchen mit 1-Methyl-3-nitro-1-nitroso-
guanidin (NG) und Athylmethansulfonat (AMS)
konnten ganz dhnliche Beziehungen gefunden werden.
Versuche mit Réntgenstrahlen (MULLER, unverdif.)
ergaben gleichfalls eine klare Abhingigkeit zwischen
Sterilititsgrad und Mutationsfrequenz, allerdings
bei wesentlich geringeren Werten fiir die Mutations-
frequenz. Ein Sterilitdtsgrad von 10 ist bei den ge-
nannten chemischen Mutagenen mit einer Mutations-
frequenz von 50%, bel Réntgenstrahlen mit einer
Mutationsfrequenz von 15%, verbunden, Einem Ste-
rilitdtsgrad von g5 entspricht bei den chemischen Mu-
tagenen eine Mutationsfrequenz von 99%. In Ver-
suchen mit Réntgenstrahlen lassen sich wegen der
starkeren somatischen Schidigung derartig hohe
Sterilitdtsgrade nicht mehr bestimmen, durch Extra-
polation kann aber einem Sterilititsgrad von g5 eine
Mutationsfrequenz von rund 54%, zugeordnet werden.
NMH, AMS und NG induzieren also im Vergleich mit
Rontgenstrahlen bei gleichem Sterilitdtsgrad 4 bis bmal
mehr rezessive Letalmutationen. Dieser Wirkungs-
unterschied .zwischen den genannten alkylierenden
Agenzien und Roéntgenstrahlen weist auf unter-
schiedliche Aberrationsspektren bzw. auf einen Unter-
schied in der Relation zwischen Chromosomenaber-
rationen und Punktmutationen hin.

Ein weiterer Unterschied zwischen. der Wirkung
von Réntgenstrahlen und der von NMH konnte hin-
sichtlich der relativen Hohe der Wurzellingenreduk-
tion gefunden werden. Eine Wurzellingenreduktion
von 40%, ist bei NMH mit einem Sterilitidtsgrad von
95 und einer Mutationsfrequenz von 99,1%, verbun-
den, bei Rontgenstrahlen mit einem Sterilitdtsgrad
von 10 und einer Mutationsfrequenz von rund 15%.
Nach Einwirkung von NMH entstehen also bei glei-
cher Wurzellangenreduktion rund 3omal mehr rezes-
sive Letalmutationen als nach Einwirkung von Rént-
genstrahlen. AMS und NG verhalten sich auch in
dieser Hinsicht ganz dhnlich wie NMH. Da insbeson-
dere die umfangreichen Untersuchungen an Keim-
wurzeln von Vicia faba (READ, 1959) gezeigt haben,
daB die strahlenbedingte Hemmung des Keimwurzel-
wachstums im wesentlichen auf der Induktion von
Chromosomenaberrationen beruht, ist aus diesem
Befund abzuleiten, dall NMH wesentlich weniger
Aberrationen ausldst als Rontgenstrahlen. Da keines-
wegs feststeht, daBl auch die durch NMH bewirkte
Wachstumshemmung praktisch ausschlieBlich durch
Aberrationen bedingt ist, wire es sogar moglich, daf3
die Aberrationsfrequenz nach Einwirkung von NMH
noch geringer ist als /5, der strahlenbedingten Aber-
rationsfrequenz. NMH fithrt nachweisbar in stérke-
rem MaBe als Rontgenstrahlen zu extrachromosoma-
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len Schidigungen. Als rein extrachromosomale Ef-
fekte konnen insbesondere die nach Einwirkung ho-
herer NMH-Konzentrationen beobachtete Abtétung
der behandelten Samen und die Chlorophyllschadi-
gung in den Kotyledonen angesehen werden. Der-
artige Effekte lassen sich mit Réntgenstrahlen auch
bei Anwendung von sehr hohen Dosen, die das Keim-
wurzelwachstum vo6llig unterbinden, nicht erzielen.
Es ist daher sehr wahrscheinlich, dall an der Hem-
mung des Keimwurzelwachstums durch NMH-Be-
handlung der Samen auch rein toxische (extrachro-
mosomale) Wirkungen beteiligt sind.

SchlieBlich hitte erwartet werden konnen, daf
auch die Relationen zwischen den einzelnen Typen
von rezessiven Letalmutationen (Mutantenspektrum)
von der Art des verwendeten Mutagens abhingig
sind. Das scheint aber fiir die bisher untersuchten
Mutagene nicht der Fall zu sein. Beschrinken wir
uns auf die klar umgrenzten und hinsichtlich der ef-
fektivenLetalphasen deutlich unterschiedenen Haupt-
typen, die embryonalen Letalmutationen und die le-
talwirkenden Chlorophyllmutationen, so verhalten
sich deren Haufigkeit wie 84 : 16 (Mutantenfrequen-
zen). Genau die gleiche Relation wurde nach Ein-
wirkung von AMS und NG gefunden. Auch bei rént-
geninduzierten Letalmutationen liegen die relativen
Hiufigkeiten der beiden Haupttypen in der gleichen
GroBenordnung. Da erwartet werden kann, daB
Chlorophyllmutationen wegen der spiteren Letal-
phase hiufiger auf Punktmutationen beruhen als
embryonale Letalmutationen, hétten sich Verschie-
bungen im Anteil der Punktmutationen als Verschie-
bungen im Anteil der Chlorophyllmutationen be-
merkbar machen missen. Aus den Versuchsergeb-
nissen kann somit gefolgert werden, daB zwischen
NMH, AMS, NG und Réntgenstrahlen keine wesent-
lichen Unterschiede hinsichtlich der Beteiligung von
Punktmutationen an den rezessiven Letalmutationen
bestehen. Wie hoch-der Anteil von Punktmutationen
(bzw. der von kleinen Defizienzen und Duplikationen)
tatsichlich ist, laBt sich nicht sagen, insbesondere da
auch fiir andere Pflanzen dariiber keine Versuchs-
ergebnisse vorliegen.

Versucht man, von den verschiedenen makrosko-
pischen Effekten auf die diesen zu Grunde liegenden
mikroskopischen Effekte zuriickzuschlielien, so ge-
langt man zu folgenden Ergebnissen: NMH induziert
Punkimutationen und die verschiedenen Typen von
Chromosomenaberrationen ungefihr in der gleichen
relativen Haufigkeit wie AMS und NG. Im anderen
Fall wire die gute quantitative Ubereinstimmung
in allen makroskopischen Effekten kaum zu erklaren.
Sowohl fiir AMS (RIEGER und MICHAELIS, 1960)
als auch fiir NG (GICHNER et al., 1963) ist bekannt,
dal sie grofere, d. h. beil Vicia faba in der Metaphase
erkennbare Aberrationen induzieren. Mit NMH
konnten zwar bel Vicia faba keine Aberrationen aus-
gelost werden (KiHLMAN, 1960), doch entstehen nach
Einwirkung von NMH auf Ascites-Zellen der Maus
Aberrationen in groBer Zahl (SCHONEICH, persoénl.
Mitteilung).

Die Wirkungsunterschiede zwischen NMH und
Roéntgenstrahlen sind nur zu erkliren, wenn man
unterschiedliche Aberrationsspektren und eventuell
auch unterschiedliche Relationen zwischen Aberra-
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tionen und Punktmutationen zu Grunde legt. Aus
den Versuchsergebnissen folgt:

1. Sowohl die wachstumshemmend wirkenden
als auch die Sterilitit bedingenden Aberrationen
treten mit geringerer Hiufigkeit auf als nach Rént-
genbestrahlungen.

2. Diese Verminderung betrifft die wachstums-
hemmend wirkenden Aberrationen in wesentlich
stidrkerem MaBe als die Sterilitit bedingenden Aber-
rationen.

An der Wachstumshemmung der Scheitelmeri-
steme koénnen nur Aberrationen beteiligt sein, die
groB genug sind, um bereits im heterozygoten Zu-
stand die betroffenen Zellen abzutéten oder deren
Teilungsrate zu vermindern. Es handelt sich also in
erster Linie um groBere Defizienzen. Dieser Aber-
rationstyp muB somit nach Rontgenbestrahlung
mindestens 30 mal hiufiger sein als nach NMH-
Einwirkung.

In den Sporenmutterzellen der M,-Pflanzen kénnen
wegen der interzelluliren Konkurrenz im SproBmeri-
stem nur noch solche Aberrationen vorliegen, die
heterozygot nicht schidigend auf die Meristemzellen
wirken, also Translokationen, Inversionen, Duplika-
tionen und kleine Defizienzen. Zwar kann keiner
dieser Aberrationstypen den haplophasischen bzw.
den rezessiven Letalfaktoren generell zugeordnet
werden, doch diirfte feststehen, daB die gréBeren
der noch vorhandenen Defizienzen vorwiegend in
der Haplophase wirken, wihrend die kleineren Defi-
zienzen und die meisten Duplikationen erst in der
folgenden Diplophase im homozygoten Zustand
wirksam werden, also entweder als rezessive Letal-
mutationen oder als rezessive Vitalmutationen in
Erscheinung treten. Aus Translokationen und
Inversionen kénnen im Verlauf der Meiose gréBere
Defizienzen entstehen, die dann in der Regel zu
haplophasischer Letalitit fithren. Wenn daher die
Sterilitit um das 4 bis 6fache vermindert ist, so
kann das bedeuten, dal sich entweder die Hiufigkeit
der Translokationen und Inversionen oder die Hiu-
figkeit der ,,mittelgroBen’ Defizienzen entsprechend
verringert hat oder daB alle diese Aberrationstypen
eine Verminderung erfahren haben. Eine Entschei-
dung zwischen diesen Moglichkeiten kann nur mit
Hilfe cytologischer Untersuchungen getroffen werden.
Solche Untersuchungen liegen fiir die Wirkung ande-
rer chemischer Mutagene fiir andere Objekte vor.

Bei Drosophila (vgl. die Ubersichten bei AUERBACH,
1958, 1960, FaaMY und FAHMY, 1958; sowie SLIZYN-
SKa, 1963) ist im Vergleich mit Réntgenstrahlen (bei
gleichen Yrequenzen von geschlechtsgekoppelten
Letalfaktoren) die H#ufigkeit von Translokationen
und Inversionen stark vermindert, die Hiufigkeit
von kleinen Defizienzen aber ungefidhr verdoppelt.
Allerdings bestehen zwischen verschiedenen che-
mischen Mutagenen Unterschiede insbesondere hin-
sichtlich der relativen Hohe der Hiufigkeit von
groBeren Aberrationen. In Versuchen mit Gerste
(Konzax et al, 1961) hat sich gezeigt, daBl nach
Behandlung mit Didthylsulfat und AMS bei gleicher
Chlorophyllmutationsfrequenz sowohl wesentlich we-
niger Anaphasenbriicken und Fragmente (in den
Mitosen des Wurzelmeristems) als auch wesentlich
weniger Translokationen (in der Meiose) nachzu-
weisen sind als nach Gammabestrahlung. Ganz

ANDREAS . MULLER:

Der Zichter

allgemein scheint die Verminderung der Transloka-
tions- und Inversionsfrequenz ein zumindest gleich
hohes Ausmal zu haben wie die Verminderung der
Haufigkeit von groBeren Defizienzen. Das wiirde
bedeuten, dafl nach NMH-Behandlung sehr viel
weniger (Y3, oder weniger) Translokationen und
Inversionen auftreten als nach Réntgenbestrahlung
und folglich die Unterschiede in der Hohe des Steri-
litdtsgrades bereits durch diesen Effekt vollstindig
erklirt werden konnen. Eine Verminderung der
Hiufigkeit von ,,mittelgroBen” Defizienzen wire
angesichts der bei Drosophila gefundenen Verhdlt-
nisse ziemlich unwahrscheinlich. Es kann daher
erwartet werden, daf3 die nach Einwirkung von NMH
zu beobachtende Sterilitdt vorwiegend auf kieineren
Defizienzen (und mdglicherweise auch auf Punkt-
mutationen) beruht.

Von grundsitzlicher Bedeutung fiir die praktische
Ausnutzung von NMH ist die Frage, ob den hohen
Letalmutationsfrequenzen auch hohe Frequenzen an
Vitalmutationen entsprechen. Ergebnisse iiber die
Auslosung von Vitalmutationen liegen fiir NMH
bisher noch nicht vor. Vergleicht man jedoch die
sich nach Einwirkung von Ré&ntgenstrahlen bzw.
AMS ergebenden Letalmutationsfrequenzen (MULLER,
unverdff.) mit den ebenfalls bei Arabidopsis unter
Verwendung der gleichen Agenzien gefundenen Vital-
mutationsfrequenzen (McKELVIE, 1963), so zeigt sich,
daB die Relation zwischen beiden Mutationsarten
von der Art des verwendeten Agens nicht wesentlich
beeinfluBt wird. Eskann daher angenommen werden,
daB nach Einwirkung von NMH auch sehr hohe
Vitalmutationsfrequenzen auftreten.

Die mutagene Effizienz von NMH wird durch
eine maximale Mutationsfrequenz von 99,19, charak-
terisiert. Diesem Wert entspricht ein Sterilitdtsgrad
von g5 und eine Wurzellingenreduktion von 40%,.
Eine Beeinflussung der Effizienz durch die Behand-
lungstemperatur konnte im Bereich von 18 bis 36 °C
nicht festgestellt werden.

Sowohl der Wert fiir die Effizienz als auch die
Angaben tiber die Relationen zwischen Mutations-
frequenz, Sterilitdt und somatischer Schiadigung ent-
sprechen ziemlich genau den Ergebnissen fiir Athyl-
methansulfonat. NMH gehért somit zu der bisher
noch recht kleinen Gruppe von chemischen Muta-
genen, die auf Pflanzen nur in sehr geringem Mafe
toxisch wirken und daher eine wesentlich hohere
Effizienz erreichen als ionisierende Strahlen. Die
maximale Letalmutationsfrequenz nach Anwendung
von Rontgenstrahlen liegt nach unseren bisherigen
Befunden bei 50% (was einer durchschnittlichen
Anzahl der Mutationen je Zelle von 0,7 entspricht).
Bei Anwendung der hochwirksamen alkylierenden
Agenzien kénnen somit rund 7mal mehr Mutationen
induziert werden als nach Anwendung von Réntgen-
strahlen. Da als begrenzender Faktor fiir die Muta-
tionsfrequenz von NMH nicht die somatische Schadi-
gung, sondern die Sterilitit wirkt, wire eine weitere
Steigerung der Effizienz nur dann méglich, wenn
Mutagene gefunden wiirden, die zu einer noch giin-
stigeren Relation zwischen Sterilitdtsgrad und Muta-
tionsfrequenz fithren.

Fir die Verwendung in der Pflanzenziichtung
bietet Nitrosomethylharnstoff viele Vorteile: Genau
wie AMS zeichnet er sich durch sehr hohe Effizienz
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und (im Vergleich zu ionisierenden Strahlen) stark
verminderte Sterilitdt aus. Hinsichtlich seiner mola-
ren Effektivitit ist NMH wesentlich giinstiger als
AMS. Unter gleichen Behandlungsbedingungen er-
geben 6,5-107°M NMH den gleichen mutagenen
Effekt wie 2-1072M AMS. Diese 300mal hohere
Effektivitiat, die auch theoretisch von Interesse ist,
1aBt die Kosten fiir das mutagene Agens auch bei
Grofiversuchen dufierst gering bleiben. Hinzu kommt,
dal NMH nach Standardvorschriften® einfach und
schnell synthetisiert werden kann. NMH ist eine
kristalline, in dem benétigten Konzentrationsbereich
gut wasserlosliche Substanz, die bei Temperaturen
unter -+ 10 °C lange Zeit unverdndert haltbar ist.
Hautreizungen werden bei Arbeiten mit NMH nicht
beobachtet. Bedenklich ist allerdings die starke
carcinogene Wirkung (vgl. DRUCKREY et al., 1961).
Die allgemein bei Arbeiten mit chemischen Muta-
genen gebotenen VorsichtsmalBregeln sind in diesem
Fall also ganz besonders zu beachten. Andauernde
Verunreinigungen von Gerdten usw. durch NMH
sind nicht zu befiirchten, da sich die Substanz in
wilrigen Losungen relativ schnell zersetzt. Diese
hydrolytische Inaktivierung erfolgt allerdings nicht
so schnell, dafl eine Behandlung von groflen Samen
Schwierigkeiten bereiten wiirde.

Summary

1. Seeds of Arabidopsis thaliana were treated for
18 hr with various concentrations of nitrosomethyl-
urea at different temperatures. The following effects
have been evaluated: (a) somatic damage (especially
killing of treated seeds, inhibition of the growth of
primary roots, reduction of survival of M; plants),
(b) sterility of M, plants, (c) frequency of recessive
lethals (embryoniclethals and chlorophyll mutations).

2. The procedure for the determination of muta-
tion frequencies proposed on the basis of investiga-~
tions in the chimerical structure of M, plants (MULLER,
1964a) has proved.a success. The estimations of
lethal mutation frequencies on the basis of the fre-
quencies of segregating pod progenies and on the
basis of mutant frequencies gave identical results
even at high degrees of sterility. Only the frequency
of chlorophyll mutations was significantly underesti-
mated at higher degrees of sterility by the frequency
of segregating pod progenies. This is to be looked
at as a consequence of the reduced size of progenies.
Methods for recognizing wrong estimations have been
worked out. The mean frequency of recessives was
found to have a value of f = 21 per cent.

3. The frequency of lethal mutations was already
increased from 0.5 per cent (control value) to 5.5 per
cent by treatment with 16 yM nitrosomethylurea
at 24 °C. After treatment with 125 M the mutation
frequency was gg9.1 per cent (frequency of mutants:
63.3 per cent; average number of mutations per cell:
4.8). Thus the molar effectivity of nitrosomethylurea
is 300 times the effectivity of ethyl methanesul-
phonate. The relationship between concentration
and lethal mutation frequency was found to be linear,
provided the concentration was not too low. An

' Org. Syntheses 15, 3, 48 (1935); oder auch: Gar-
TERMANN-WIELAND, Die Praxis des organischen Chemi-
kers. Berlin: De Gruyter (versch. neuere Auflagen)
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underproportional effectivity was characteristic for
lower concentrations and is explained by the loss of
activity of the agent before reaching the genetic
material.

4. The effectivity of nitrosomethylurea was found
to be fourfold after increasing treatment temperature
from 18° to 36 °C. Mutation frequency, sterility and
somatic effects showed the same temperature depen-
dence.

5. By hydrolysis (24 hr at 36 °C, or 30 min at 75 °C)
nitrosomethylurea is completely inactivated.

6. Haplophasic lethals are mainly responsible for
the sterility of M, plants after treatment with nitroso-
methylurea. With increasing mutation frequency the
degree of sterility becomes steadily increased. The
relation between degree of sterility and mutation
frequency is identical after treatment with nitro-
somethylurea or ethyl methanesulphonate, but after
X-raying 4 to 6 times less mutations occurred for
the same degree of sterility.

7. The mutation frequency of 9g9.1 per cent after
treatment with 125 yM nitrosomethylurea was found
to be associated with a reduction of root growth of
40 per cent and with nearly complete survival of
M, plants. After X-raying about 30 times less muta-
tions occurred for the same reduction of root growth.
Chlorophyll defects in the cotyledons and increasing
killing of treated seeds have been found only with
concentrations higher than 250 uM.

8. There were no clearcut differences between the
mutant spectra induced by nitrosomethylurea or
other alkylating agents and X-rays. The proportion
of chlorophyll mutants in the overall number of
mutants is 16 per cent.

9. Submersion of seeds in distilled water for 18 hr
do not increase the mutation frequency.

10. With a mutation frequency of gg9.1 per cent
at a degree of sterility of 95 the mutagenic efficiency
of nitrosomethylurea is as high as that of ethyl me-
thanesulphonate and % times higher than that of
X-rays (compared on the basis of average number of
mutations per cell). Since furthermore the compound
is relatively stable in solution and is easily syntheti-
zed nitrosomethylurea is recommendable for use in
plant breeding.

Herrn Dr. R. RigGer und Herm Dr. F. Scrorz danke
ich fiir anregende Diskussionen der Ergebnisse. Der
verwendete Nitrosomethylharnstoff wurde mir freund-
licherweise von Herrn Dr. T. GicENER (Prag) zur Ver-
fiigung gestelit.
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Aus dem Institut fiir Pflanzenziichtung Dornburg/Saale der Friedrich-Schiller-Universitat Jena

Gefrierversuche
mit der Torsomethode und einem Spezial-Thermostaten

Von GERHARD KRETSCHMER

Mit 6 Abbildungen

Einleitung
Im Institut fiir Pflanzenziichtung in Dornburg/
Saale wurde die Torsomethode als ein Verfahren ent-
wickelt, das bei Untersuchungen von Getreidepflan-

zen auch kleine Unterschiede der Reaktion auf Kilte-.

belastung zuverldssig nachweisen sollte. Solche Unter-
schiede kénnen auf erblichen Eigenschaften oder dem
Entwicklungsstadium der Pflanzen beruhen oder auch
auf der Temperatur der belastenden Kilte.

Die Torsomethode hat im Verlauf einiger Winter
sowohl Reaktionen auf kiinstliche Kéiltebelastung

(KRETSCHMER, 1959, 1960, 1962) wie auf winterliche
Witterung (TELLHELM, 1964) mit einer zunichst
befriedigenden Sicherheit nachgewiesen.

Die Gefrierversuche wurden in Dornburg anfangs
mit einer behelfsmédBigen Apparatur durchgefiihrt,
deren Hauptbestandteile eine etwa 6 Kubikmeter
groBe Kiihlzelle, 20 Pappschachteln im Format
12:12:36 cm und 18 Minimum-Thermometer mit
Alkoholfiillung waren. Damit konnte die Belastungs-
temperatur nur mit einer Unsicherheit von - 1 °C
oder noch mehr gemessen und mit noch weiter rei-



