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Hem m ung der Crown-Gall-Entstehung durch Fluordesoxyuridin
Von M a r t i n  B o p p

Aus dem Institut für Botanik der Technischen Hochschule Hannover 
(Z. Naturforschg. 19 b, 64— 71 [1964] ; eingegangen am 10. Juli 1963)

The induction of crown-galls is inhibited by 5-fluorodesoxyuridine (FUDR). This inhibition 
can easily be distinguished from the much smaller effect of FUDR on Tumor growth and on general 
plant development. The inhibition can be reversed completely only by thymidine in higher concen
trations. The reversibility is restricted to the first 3 —4 days after infection of the plant. The viru
lence of the bacteria and the wound reaction of the plants are scarcely affected by the corresponding 
concentrations of FUDR. Thus the primary step in the transformation of a plant cell to a tumor 
cell can be selectively blocked and presupposes an undisturbed DNA synthesis, i. e. a change or 
activation in DNA is a part of the primary step in the transformation.

In  m ehreren früheren Veröffentlichungen haben 
w ir gezeig t1-3, daß sich die Entstehung der W urzel- 
halsgallen durch verschiedene Substanzen blockieren 
läßt, die in den DNS-Stoffwechsel der Pflanzen ein- 
greifen. D araus lassen sich Schlüsse auf die p rim äre  
V erän d e ru n g 4 bei der Induktion von Tum oren 
(crown-gall) durch A grobacterium  tum efaciens  
ziehen. D ie eindeutigste W irkung wurde dabei m it 
5-F luordesoxyuridin (FUDR) erzielt, w ährend z. B. 
die H em m ung der Gallenentstehung durch Brom- 
uracil nu r unter der E inhaltung bestim m ter experi
m enteller V oraussetzungen gewährleistet i s t 5, 6. W ir 
haben es deshalb fü r notwendig erachtet, die m it 
FUD R zu erzielende H em m ung einer genaueren 
U ntersuchung zu unterziehen, 1 . um die Selektivität 
auf die Gallenentstehung sicherzustellen, 2. weil die 
U ntersuchungen an tierischen O bjekten und M ikro
organism en eine unterschiedliche Reaktionsweise 
von FU D R und Brom desoxyuridin (BUDR) erge
ben haben. W ährend BUDR direkt in die DNS ein 
gebaut w ird und dadurch deren W irksam keit u n te r
b in d e t7, hem m t FUDR kom petitiv die Thymidyl- 
säure-Synthetase und  dam it die fü r die DNS no t
wendige T hym idy lsäure8. Auch fü r autotrophe 
grüne Pflanzen Hegt eine solche unterschiedliche 
W irkung n a h e 9’ 10, ist aber b isher nicht eindeutig 
bewiesen. 3. Um möglichst eine sichere Entscheidung 
über den W irkungsm echanism us des FUDR bei der 
Gallenentstehung zu erhalten.
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Die folgenden Untersuchungen sollen darum die
sen Punkten gewidmet sein. Es wird darin bewiesen, 
daß die Hemmung der Wurzelhalsgallen durch 
FUDR auf einer Blockierung der DNS-Synthese be
ruht und diese selektiv die Entstehung der Gallen 
betrifft.

Material und Methode

Die Versuche w urden wie in den früheren Experi
menten 2 an  den Pflanzen eines Klons von Kalanchoe 
daigremontiana R. Ham t et H. P e r r  de L abath  im 
Gewächshaus durchgeführt. Zur Infektion verwendeten 
wir den hochvirulenten Stam m  B6 von Agrobacterium  
tumefaciens (Conn.) Smith and Towsend (von A. 
B raun, New Y ork)*. Die Pflanzen w urden bei Ver
suchsbeginn an 4 Stellen auf dem obersten vollausgebil- 
deten B la ttpaar durch 2 kreuzweise Schnitte von 1 cm 
Länge verw undet und 24 Stdn. später auf dieser Ver
w undung m it B akterien aus 48 Stdn. alten A garkultu
ren infiziert. Dies führte zu einem durchschnittlich 100- 
proz. Infektionserfolg. Die A pplikation des FUDR 
und der übrigen Substanzen erfolgte stets durch Ein
spritzen in das Mesophyll. In  jedem  F all ist auf gleich
mäßiges und gut entwickeltes Pflanzenm aterial zu ach
ten, da schwache Pflanzen nicht nur in der Gallen
bildung variieren, sondern auch sehr viel leichter durch 
FUDR geschädigt werden als gut entwickelte 2. Bei der 
V ersuchsanstellung ergaben sich gewisse Schwierigkei
ten dadurch, daß alle in jizierten N ucleinsäurebausteine 
sich in den B lättern  nur sehr begrenzt ausbreiten und 
d irekt zum Vegetationskegel abw andern, was bei der 
A usw ertung der einzelnen Versuche berücksichtigt wer-

8 C. H e id e lb e r g e r ,  L. B o sch , N. K. C h a u d u ri u . P . B . D a n 
n en b e rg , F e r d e r a t . P r o c . 16, 194 [1957].

9 B . A. K ihlm ann , Exp. C e ll R e s . 27, 604 [1962].
10 J. A. D . Z eevaart , P la n t  P h y s . 37, 296 [1962].

* H e rrn  D r . U . N äf d a n k e  ich  s e h r  fü r  d ie  Ü b e r m itt lu n g  d er  
B a k te r ie n .
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den mußte. Zur A uswertung der Versuche wurde die 
Anzahl der angehenden Infektionsstellen, die allerdings 
bei dem hochvirulenten B6 meist nicht wesentlich ver
ändert war, und zum Schluß das Trockengewicht der 
ausgeschnittenen Tum oren bestimmt. Dieses ist abhän
gig von der S tärke der U mstim mung der W irtszellen 
am W undrand. Dabei sind immer nur die gleichzeitig 
angestellten Versuche unm ittelbar m iteinander ver
gleichbar.

A ußer dem FU DR ** stamm ten die verwendeten V er
suchssubstanzen von N utritional Biochem. Corp., Cleve
land 28, Ohio.

Experim ente und Ergebnisse

Nachdem bereits in den früheren Untersuchungen 
gezeigt war, daß die W irkung des FUDR konzen
trationsabhängig  i s t 2, verwendeten w ir in unseren

auch bei In jek tion  an der B lattspitze; die dort lie
genden Infektionsstellen werden stärker gehemmt 
als in der h in teren  B latthälfte. In  derselben lokal be
grenzten W eise w irken auch die natürlichen Bau
steine der DNS, z. B. Thym in, Thym idin und andere. 
Dies bedeutet, daß die Substanzen stets n u r in  den 
Zellen einen Effekt hervorrufen, in die sie direkt 
bzw. auf ihrem  W eg zum Vegetationskegel gelan
gen. So erk lä rt es sich, daß Gallen an der S proß
achse durch In jek tion  von FUD R in die B lätter ge
hem mt w erden (vgl. Abs. 4 A ) , Tum oren auf B lät
tern, die nicht gespritzt werden, sich dagegen völlig 
ungehindert entwickeln können 2. Diese Beobachtung 
hat som it 2 K onsequenzen:
a) Bei der V ersuchsausw ertung ist stets die räum 

lich begrenzte W irkung der Substanzen zu be
rücksichtigen (vgl. Abb. 1 ).

b) Die V orgänge, die durch FUDR zu beeinflussen 
sind, laufen in  den untersuchten Zellen selbst ab 
und beruhen  nicht auf einer physiologischen 
Z ustandsänderung der Gesamtpflanze.

** Das Fluordesoxyuridin (FUDR) stellte in dankenswerter 
Weise die Fa. Hoffmann-LaRoche, Grenzach/Baden, zur 
Verfügung.

jetzigen Versuchen eine K onzentration, die eine 
möglichst starke Gallenhem m ung, aber n u r  eine ge
ringe Schädigung der gesam ten Pflanzen zur Folge 
hat. Bei k räftig  entwickelten Pflanzen konnte die 
Gesamtschädigung der Pflanzen praktisch vernach
lässigt werden.

1. D er O rt der F U D R -W irkung

In allen Experim enten w irkt das FUD R stets nur 
in unm ittelbarer N achbarschaft der E inspritzung 
und in den sich teilenden Zonen des V egetations
kegels und der jüngsten Blätter. So w aren z. B. bei 
der Injektion von FUDR auf einer B latthälfte nu r 
die beiden Infektionsstellen auf dieser Seite stark 
gehemmt, diejenigen auf der anderen B latthälfte da
gegen kaum  (Tab. 1 ) . Dasselbe R esultat zeigt sich

2 . D ie W irkungsweise des F U D R

Zunächst soll gezeigt werden, daß bei unseren 
Versuchspflanzen durch die Behandlung m it FUDR 
tatsächlich die DNS-Synthese und nicht andere Stofl- 
wechselvorgänge betroffen werden. Zu diesem 
Zweck verfuhren w ir nach folgendem  Schema, um 
die durch FUDR verursachte H em m ung aufzuheben:

Verwundung Infektion Injektion
der Pflanze — ► m. Bakterien- von FUDR 4->-

stamm B6
Injektion natürl. 
N ucleinsäurebau- 
steine und Vor
stufen

In  diesen Versuchen w urde FUD R in einer K on
zentration von 10~ 4-m., und zwar 0,05 cm 3 je  Blatt 
=  0,1 cm 3 pro Pflanze injiziert. (Dies entspricht 
ungefähr einer M enge von 2,4 y pro Pflanze.) Die 
Dosis der natürlichen NS-Bausteine w ar 5 * 1 0 ~ 4-m., 
also 5-mal so groß. Die In jek tion  erfolgte entweder 
für jede Substanz getrennt auf einer B latthälfte (z.

Anzahl der 
B lätter

Anzahl der 
Gallen

nicht ange
gangene In 

fektions
stellen

Trocken
gewicht

insgesamt
[g]

Trocken
gewicht

Galle
[mg]

Trocken
gewicht 

in %  von B

A. m it FU D R  gespritzte 
B latthälfte 60 61 59 0.275 4,5 19,3

B. nicht gespritzte 
B latthälfte 60 110 10 1,423 13,0 —

Tab. 1. Lokalisation der FUDR-Wirkung auf der Seite, auf der die Substanz eingespritzt wird. Die nicht gespritzte Seite ist 
kaum beeinflußt. (Vgl. dazu auch Abb. 1.) — Auswertung nach 5 Wochen.
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66 M. BOPP

B. linke B latthälfte FUDR, rechte Blatthälfte Thym i
din) oder unm ittelbar nebeneinander. D ie E rgeb
nisse waren in  beiden Fällen d irekt vergleichbar, 
wenn m an das in  Abschnitt 1 Gesagte berücksichtigt.

2,0

 ̂0,8 
nc

jlJ 1 1
Ko.FUDR Thym. Urac. Und. UTP Orot. Thymid.

Abb. 1. Aufhebung der durch FUDR verursachten Hemmung 
durch verschiedene natürliche Bausteine und Vorstufen von 
Nucleinsäuren. Schwarze Säule die Tumorbildung auf der mit 
FUDR gespritzten, weiße Säule auf der mit den Antagonisten 
gespritzten Blattseite. (Ko =  Kontrolle, Thym =  Thymin, Urac 
=  Uracil, Urid =  Uridin, UTP =  Uridintriphosphat, Orot =  
Orotsäure, Thymid =  Thymidin.) Auf der Ordinate ist das 
Gesamttrockengewicht der an 10 Pflanzen gebildeten Tumo

ren aufgetragen (weitere Einzelheiten im Text).

In  Abb. 1  ist das R esultat eines solchen Versuches 
dargestellt. Jede Säule beruh t auf dem Trocken
gewicht der Tum oren von 40  Infektionsstellen; die 
schwarzen Säulen sind die jeweils auf der m it FUDR 
behandelten, die weißen, die auf der m it dem A ntago
nisten behandelten Seite gewachsenen Gallen. Bei 
den n u r m it FU D R  in eine B latthälfte gespritzten 
Pflanzen beträg t das Gallenwachstum gegenüber der 
Kontrolle auf der behandelten Seite ungefähr 4% ; 
auf der anderen 16,5 Prozent. Diese sehr starke 
Hem m ung läßt sich auf der m it A ntagonisten behan
delten Seite durch Thym idin vollständig aufheben, 
w ährend auf der FUDR-Seite die G allenproduktion 
auf etwa 24%, also ebenfalls wesentlich gesteigert

Vorbehandlung
N ach

behandlung 
[5 • 10-4-to.]

Anzahl der gegen 
Gallen FU DR

Keine 10 -
Thymidin 34 29,09
Thymin 22 7,5

10-4-m. FUDR Uridin 21 6,37
Orotsäure 21 6,37
U TP 15 1,45
Uracil 11 | 0,06

Tab. 2. Die Wirkung einer Nachbehandlung mit verschiede
nen normalen Nucleinsäurebausteinen. Nur die Wirkung von 
Thymidin ist gut gesichert (y2 >  6,5). Die von Thymin war 
in anderen Versuchen ebenfalls nicht gesichert. Es wurden pro 

Blatt 0,05 cm3 der jeweiligen Lösung eingespritzt 
(vgl. Abb. 1).

werden kann. Alle übrigen Substanzen verm ögen 
die Hemm ung kaum  zu verändern. In  T ab . 2 ist die 
Anzahl der Tum oren aus einem anderen Versuch an 
gegeben, die Ergebnisse sind dieselben. D a also nur 
der unm ittelbare DNS-Baustein Thym idin  die 
FUDR-Hem mung reversibilisieren kann, und zwar 
quantitativ, blockiert dieses — speziell bei der E n t
stehung der W urzelhalsgallen — ausschließlich die 
DNS-Synthese, und zwar in  den zu W urzelhalsgallen 
werdenden Zellen, wie w ir vorher gezeigt haben.

Bereits aus der Abb. 1  kann geschlossen w erden, 
daß zwischen FUDR und Thym idin quantitative Be
ziehungen zu erw arten sind. W ir kom binierten  da
her verschiedene K onzentrationen von Thym idin  m it 
einer gegebenen FUD R-K onzentration.

Bei gleicher FUDR-M enge w ar die G röße der ent
stehenden Tum oren der angew andten T hym idin
menge proportional. Es ergab sich im Bereich zwi
schen 10 - 3  und 10_ 5-/n. eine lineare A bhängigkeit 
zwischen dem Logarithm us der T hym idinkonzentra
tion, die nach FU D R-V orbehandlung gespritzt 
wurde und dem Trockengewicht der herangew achse
nen Tum oren. Die FU D R-K onzentration w ar dabei

Abb. 2. Abhängigkeit der Tumorgröße an mit FUDR-gehemm- 
ten Blättern von der Thymidinkonzentration. FUDR-Menge 
10—4-molar. Abszisse: Thymidinkonzentration. Ordinate: Ge
samttrockengewicht (g) und Trockengewicht pro Tumor (mg).

Beide Kurven sind identisch.

1 0 - 4-m. (Abb. 2 ) . W enn die Thym idinkonzentra
tion 10-mal höher liegt als die des FUD R, so w ird 
etwa der W ert einer unbehandelten K ontrolle e r
reicht (vgl. Abb. 1 ). Gleiche K onzentration von 
FUDR und Thym idin fü h rt zu Tum oren, die etwa 
um 50% gehemmt sind. Eine 1 0 -mal n iedrigere T hy
m idinkonzentration hingegen hat nahezu keinen E f
fekt m ehr auf die FUDR-Hemmung.

A udi aus diesen quantitativen Versuchen ist der 
Eingriff des FUDR in die DNS-Synthese zu ersehen. 
Auf die A rt der W irkung w ird in der D iskussion
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einzugehen sein. F ü r die weiteren Versuche genügt 
es zu wissen, daß ausschließlich die DNS von unse
ren  E ingriffen betroffen w ird.

3. Z eitliche A bh än gigkeit der FUDR- Wirkung

Zeitversuche haben w ir bereits in geringerem  Um
fang sowohl m it Brom uracil als auch m it FUDR 
d u rch g e fü h rt1’ 3. Gerade derartige Zeitversuche kön
nen uns eine Aussage über die selektive Blockierung 
der G allenentstehung liefern, weil das genaue Stu
dium  der Induktionsvorgänge gezeigt hat, daß in 
zeitlicher Reihenfolge qualitativ  verschiedene Schritte 
bei der Induktion  von Tum oren aufeinanderfol- 
g e n 4> n ’ 12. Die Versuche w urden folgenderm aßen 
angestellt: U nm ittelbar nach der Infektion injizier-

Abb. 3. Abhängigkeit der Tumorbildung an FUDR-gehemm- 
ten Blättern vom Zeitpunkt der Thymidinnachbehandlung. 
Abszisse: Tag der Thymidinnachbehandlung, Ordinate: An
zahl der angegangenen Infektionsstellen (von 64) bzw. Ge
samttrockengewicht. FUDR =  0,4cm3 2 ’10_ 5-m. pro Pflanze, 

Thymidin 0,4 cm3 5 • I0 ~ 4-m. pro Pflanze.

ten wir in  dem in Abb. 3 angegebenen Versuch ins
gesam t je  0 ,4  cm 3 einer 2 • 10~ 5-m.. Lösung von 
FUD R in die Pflanze. In  anderen Versuchen haben 
w ir die K onzentrationen etwas variiert, ohne grund
sätzlich andere Ergebnisse zu erzielen. Am gleichen 
(1 .) , nächsten (2 .) , übernächsten (3.) usw. Tag 
spritzten w ir dann  ebenfalls 0 ,4  cm3 einer 5 ■ 10~ 4-m. 
Thym idinlösung in dieselben Blätter ein. Das Resul
ta t dieses Versuches zeigt Abb. 3. Die beiden K ur
ven für die Anzahl der Gallen und das Trocken
gewicht verlaufen praktisch parallel. Bis zum 3. Tag 
( =  48 Stdn. nach Infektion) ist die W irkung des 
Thym idins konstant und die FUDR-Hem mung durch 
die gegebene K onzentration fast vollkommen auf
gehoben. Am 4. Tag ist die Gallenzahl etwas, das 
Trockengewicht stärker herabgesetzt. Folgt die Be
handlung am 6 . Tag und später auf die vorher

gegangene FUDR-Hem mung, so hat sie keinen E in 
fluß m ehr. Die Tum oren bleiben wie bei einer reinen 
FUDR-Kontrolle gehemmt.

Entsprechend diesen Versuchen ist zu erw arten, 
daß F luordesoxyurid in  ebenfalls nu r einen Hemm- 
effekt hat, wenn es innerhalb der ersten 3 bis 4 Tage 
nach der Infektion in die B lätter eingespritzt w ird.

Tage — ►
Abb. 4. Abhängigkeit der Tumorbildung vom Zeitpunkt der 
FUDR-Behandlung. Ordinate: Tag der FUDR-Behandlung. 
Abszisse: Anzahl der angegangenen Infektionsstellen (von 

64). FUDR 0,4 cm3 2 • 10—5-m. pro Pflanze.

Das w ird durch Abb. 4 bestätig t: Die H em m ung ist 
innerhalb der ersten 4 Tage stark, vom 6 . Tag an 
jedoch viel schwächer. A llerdings sind auch die spä
ter mit FUDR ( 6  bis 10 Tage nach der Infek
tion) gespritzten W urzelhalsgallen gegenüber der 
K ontrolle im m er noch gehemmt. Dies ist jedoch 
nicht weiter verwunderlich, da FUD R von sich tei
lenden Geweben (den jungen  induzierten Gallen) 
a ttrah iert w ird und  in  diesen durch die verm inderte 
DNS-Synthese eine gewisse W achstumshemmung 
verursachen, die aber k lar von der starken Blockie
rung  der G allenentstehung in  den ersten 3 Tagen 
nach der Infektion  zu unterscheiden ist. D ie Zahlen 
in der Tab. 3 machen dies deutlich.

Mit FU DR 
behandelt am

Tum or
produktion 
pro B latt 

(Tumorgröße 
• Anzahl)

Trocken
gewicht/

Galle
[mg]

Anzahl 
der In 

fektions
stellen

1. bis 3. Tag 
nach Infektion 2,67 ±  0,2 0,121 (12%) 120
4. Tag nach 
Infektion 3,32 ±  0,57 0,162 (56%) 40
6 . bis 10. Tag 
nach Infektion 4,17 ±  0,29 0,221 (77%) 120
Kontrolle 5,45 ±  0,51 0,288 40

Tab. 3. Zeitliche Abhängigkeit der Tumorproduktion (als 
Maßzahl für den Erfolg der Transformation) von der FUDR- 
Behandlung 4 Wodien nach Versuchsbeginn. Alle Pflanzen 
wurden nur einmal entweder am 1., 2. usw. Tag behandelt. 

Die gleich reagierenden Tage sind zusammengefaßt 
(vgl. Abb. 4).

11 A. C. B r a u n , Proc. nat. Acad. Sei. USA 4 4 ,  344 [1958]. 12 R. M. K l e in , Proc. nat. Acad. Sei. USA 4 3 ,  956 [1957] ; 
44, 350 [1958].
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Das spätere Gallenwachstum w ird von FUDR 
ebenfalls nu r schwach beeinflußt, wie folgender V er
such zu zeigen verm ag: Pflanzen w urden m it hoch
virulenten Bakterien infiziert und die Gallen 4 W o
chen heranwachsen gelassen. Danach w urden die 
Pflanzen so sortiert, daß in allen G ruppen imm er 
dieselben G allengrößen vorhanden w aren, wodurch 
ein Vergleich zwischen den einzelnen G ruppen m ög
lich war. Danach spritzten w ir verschiedene Konzen
trationen von FUDR in die Gallen tragenden Blät
ter. Bei den sonst stets verwendeten K onzentrationen 
von 5 - 1 0 ~°-77i. und IO -4 -/«, tra t gegenüber der 
K ontrolle überhaupt keine H em m ung auf. E rst eine 
Konzentration von 5 - 10~ 4-m. vermochte das Gallen
wachstum auf etwa 75% herabzusetzen. Verglichen 
m it der Größe zu Versuchsbeginn sind aber auch 
die m it der höchsten K onzentration behandelten 
W urzelhalsgallen noch um das 3-fache gewachsen, 
woraus also eindeutig  hervorgeht, daß FUD R die 
wachsenden Gallen in einer K onzentration, in der es 
ihre Entstehung fast vollständig unterdrückt, kaum  
beeinflußt.

Zuwachs vom Aus

Trocken
gangswert der
Kontrolle 1

gewicht/
TrockenGalle Trocken

[mg] gewicht/ gewicht/
Galle

[g]
Galle

[%]

Kontrolle 1
(Versuchsbeg.) 7,7 — —
Kontrolle 2
nach 5 Wochen 30,4 22,7 100
FUDR
5 • 10-4 m.
nach 5 Wochen 24,4 16,7 74
FU DR 10-4
nach 5 Wochen 28,6 20,9 92,5
FUDR
5 • 10~5 m.
nach 5 Wochen 34,2 26,5 116,8

Tab. 4. Wirkung des FUDR auf wachsende Gallen, injiziert 
wurde 26 Tage nach der Infektion, und zwar 0,15 cm3/Blatt 

=  0,30 cm3 pro Pflanze.

Die drei in diesem Abschnitt zusam m engefaßten 
Versuche zeigen den engen zeitlichen Zusam m en
hang, der zwischen der W irkung des FUD R bzw. 
der antagonistischen W irkung des Thym idins und 
dem auf 3 Tage beschränkten T ransform ationsvor
gang besteht.

Die FUDR-Hem mung der Tum oren ist nu r bis 
zum 3. bzw. 4. Tag nach der Infektion m öglich; es 
ist also nur ein Effekt zu erzielen, wenn die DNS- 
Synthese innerhalb dieses Zeitraum es beeinflußt 
w ird. Um gekehrt entstehen auch nur dann Gallen, 
wenn die Hemm ung w ährend dieser Zeit durch Thy
m idin aufgehoben wird. Danach hat eine T hym idin
gabe keinen Effekt mehr. E in solcher wäre aber zu 
erwarten, wenn es sich lediglich um eine W achstum s
hem mung im A nfangsstadium  der Gallen handelte. 
D am it hat sich die Blockierung durch FUDR als eine 
echte selektive Hemm ung der Gallen-Enstehung  e r
wiesen (vgl. B opp  2’ 13,14) .

4. Einfluß des F U D R auf d ie  W undreaktion und  
die Virulenz der B akterien

Bevor es jedoch möglich ist, von einer Selektivi
tä t der Blockierung der prim ären  V eränderungen 
der Zellen selbst zu sprechen, ist es notw endig zu 
untersuchen, in welcher W eise die W undreaktion 
der Pflanze und die V irulenz der Bakterien durch 
die Behandlung m it FUDR beeinflußt werden.
A. W undreaktion der Pflanze

Da W undteilungen an einem W undrand inner
halb des Blattgewebes sehr schlecht quantita tiv  zu e r
fassen sind, w urde h ierfür die Versuchsanstellung in 
folgender Weise abgewandelt: W ir spritzten FUDR 
in ein Blatt ein und verwundeten die Sproßachse un 
m ittelbar oberhalb des Blattstielansatzes durch 
einen 1 cm langen Einschnitt. D ie 6  Tage nach der 
Behandlung fixierten Stücke der Sproßachse schnit
ten w ir dann m it dem M ikrotom . An gleichbehan
delten und mit Bakterien infizierten Pflanzen w urde 
außerdem  die spätere Tum orentwicklung beobachtet. 
Bereits eine K onzentration von 8 ‘ 1 0 - 6-/n., in einer 
Menge von 0,25 cm 3 unterhalb der Infektionsstelle 
in die Pflanzen eingespritzt, genügt, um die Gallen
bildung an der Sproßachse völlig zu hemmen. Zur 
Auswertung wurde in den Schnitten die Anzahl der 
neu eingezogenen Zellwände pro Ausgangszeile in 
M ark und Rinde getrennt ausgezählt. Die Teilungen 
im M ark sind zwar für die Tum orbildung ohne Be
deutung (vgl. B o pp  und L e p p l a  15) ; ihre W undreak
tion kann aber ebenfalls als M aßstab fü r die W ir
kung des FUDR auf diesen V organg dienen.

Aus der Tab. 5 ist zu entnehm en, daß trotz der 
Behandlung mit FUDR die Zahl der W undteilungen

13 M. B o p p , Ber. dtsch. bot. Ges. 75, 64 [1958]. 14 M. B o p p , Umschau 1962, 734.
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Anzahl der Gallen nach 14 Tagen nach 24 Tagen

Kontrolle 1 40 40
eine Passage 37 40
zwei Passagen 4 24
drei Passagen 0 10

Tab. 6 b. Virulenz von Bakterien, die ein oder mehrere Pas
sagen von jeweils 48 Stdn. in einer 10~ h-m. FUDR-haltigen 

Nährlösung gewachsen sind.

Durchschnittliche Anzahl 
der Zellteilungen 
pro Ausgangszeile

Rinde Mark

Anzahl 
der aus

gezählten 
Zellen

FU DR 10~5-ra. 
FU D R 8 • 10- 6-m. 
verwundet

4,35 ±  0,17 
4,24 ±  0,19 
6,39 ±  0,17

4.77 ±  0,18 
6,20 ±  0,27 
7,11 ±  0,26

100
75
75

Tab. 5. Zellteilungen an Wundrändern der Sproßachse von 
Pflanzen, die über ein darunter liegendes Blatt mit FUDR 

behandelt wurden.

nur z. T. herabgesetzt ist und mindestens noch 65% 
der K ontrolle erreicht; sie liegt dam it im gleichen 
Größenbereich wie die reine W achstumshemmung 
durch FUDR an bereits wachsenden Tum oren.

Nach 5 W ochen w aren an den infizierten und mit 
FUD R behandelten Pflanzen norm ale W undcalli ent
standen, die aus Reihen von regelm äßig angeordne
ten Zellen bestanden und sich eindeutig von einem 
Tum or unterscheiden (B o pp  und L e p p l a  15) . Sie 
sehen genau wie unbehandelter W undcallus aus. D a
m it ist gezeigt, daß die Zellteilungen als Folge der 
W undreaktion  durch K onzentrationen des FUDR, 
die die T um orbildung völlig unterbinden, nu r un
wesentlich beeinflußt werden. Das Ausbleiben der 
Tum oren an Blättern, die m it FUDR behandelt sind, 
kann also nicht eine Folge der gehemmten W und
teilung sein.

B. Die V irulenz der Bakterien
Schließlich haben w ir eine größere Anzahl von 

Versuchen unternom m en, um zu sehen, ob sich die 
V irulenz der Bakterien durch Fluordesoxyuridin be
einflussen läßt. D ie Resultate waren stets dieselben, 
weshalb w ir uns auf die Ergebnisse weniger V er
suche beschränken können (Tab. 6  a, b ) .  So hatte 
z .B . eine K onzentration  von 5*10~ 5-/n. FUDR, in 
der die Bakterien 48 Stdn. gewachsen sind, zwar die

Tab. 6 a. Bakterienwachstum und Virulenz der Bakterien nach 
48 Stdn. Kultur in einer 5-10~ 5-/n. FUDR-haltigen Nähr
lösung. Für das Wachstum ist die Anzahl der Bakterien/ccm 

nach 48 Stdn. angegeben.

W achstum srate wesentlich herabgesetzt; es zeigt sich 
aber keinerlei Tum orhem m ung, wenn Kalanchoe- 
Pflanzen m it solchen Bakterien infiziert werden. A n
zahl und Trockengewicht der Gallen ist genau so 
groß wie in den K ontrollen. D ie V irulenz der Bak
terien geht also innerhalb 48 Stdn. ( =  einer P as
sage) nicht verloren. Auch wenn die Bakterien über 
m ehrere Passagen in  FUD R-haltiger N ährlösung 
kultiviert wurden, machte sich in der 2. Passage nur 
ein schwacher V irulenzverlust bem erkbar, der erst 
in der 3. Passage stärker ansteigt. H ier ist jedoch 
die Gesamtzahl der Bakterien in  der zur Infektion 
verwendeten Suspension durch die W achstum shem 
m ung schon so stark  herabgesetzt, daß ein direkter 
Vergleich m it der K ontrolle nicht m ehr möglich ist.

F ü r unsere Versuche genügt es aber, die Bakte
rien nach einer Passage zu vergleichen, da nach den 
früheren Experim enten die W irkung des FUDR 
nach 3 Tagen abgeschlossen ist (vgl. Abb. 3 und 4 ) . 
E inen weiteren H inweis darauf, daß die Bakterien 
durch FUD R innerhalb  kürzerer Zeit nicht beein
flußt werden, erg ib t sich aus einem Vergleich mit 
unseren früheren Beobachtungen 2 (dortige Tab. 9) : 
Da die Bakterien in  den Interzellularen bleiben 16) , 
könnte nur FU D R wirken, das ebenfalls in den 
Interzellularen verbleibt. Aus unseren jetzigen V er
suchen ist zu schließen, daß bei In jek tion  von FUDR
3 Tage vor der Infektion im Augenblick der Infek
tion selber in den Interzellularen kein FU D R m ehr 
vorhanden ist. W enn eine H em m w irkung beobach
tet werden kann, so kann diese nur auf V orgänge 
innerhalb  der Zelle, nicht jedoch auf die in den 
Interzellularen verbleibenden Bakterien zurückzu
führen sein. In  den genannten Versuchen w ar nun 
die FUDR-Hem m ung gleich, unabhängig  davon, ob 
die Substanz 3 Tage vor oder 1 Tag nach der Infek
tion in die Pflanzen eingespritzt w ird. W ir können 
deshalb einen Einfluß des FU D R auf die Virulenz 
der Bakterien w ährend der Induktionszeit ausschlie
ßen.

Trocken
W achstum Gallenzahl gewicht

nach nach mg/Galle
48 Stdn. 24 Tagen nach

24 Tagen

Kontrolle 13-108 64 5,5
FU DR 2-108 64 5,3

15 M. B o p p  u. E. L e p p l a , Planta 1964, im Druck. 16 T. S t o n ie r , Amer. J. Bot. 43, 647 [1956].

Bereitgestellt von | Technische Informationsbibliothek Hannover
Angemeldet

Heruntergeladen am | 07.12.18 12:32



70 M. BOPP

Diskussion

Nach den Untersuchungen von H e i d e l b e r g e r  und 
M itarbb.17,18 wird FUDR nicht in die DNS einge
baut, so daß fraudulente DNS entsteht, sondern die 
Substanz blockiert mit hoher Spezifität nach der 
Phosphorilierung19 durch kompetitive Hemmung 
die Thymidylsäuresynthetase, die für die Umwand
lung von Desoxyuridylsäure in Thymidylsäure ver
antwortlich ist, und damit die DNS-Synthese. Das 
ist u. a. bei Knochenmarks-20, Krebs-17 und HeLa- 
zellen32,33, bei Bakterien, Seeigelembryonen21 und 
Mausfibroblasten22 gezeigt worden. Für autotrophe 
grüne Pflanzen wird zwar ebenfalls angenommen, daß 
FUDR nicht in DNS eingebaut wird 10, 23, vor allem 
deshalb, weil sich Bromdesoxyuridin, dessen Ein
bau bekannt ist, und FUDR hinsichtlich ihrer cyto- 
logischen Wirkung nach Röntgenbestrahlung unter
scheiden 9. Ein eindeutiger Beweis für diese An
nahme ist aber bisher nicht erbracht.

Unsere Versuche über die quantitative Beziehung 
zwischen Thymidin und FUDR lassen es wahrschein
lich erscheinen, daß FUDR eine Fermentblockade 
setzt, die durch Thymidin umgangen wird, wodurch 
eine i  normale DNS-Syntheserate möglich ist. Aus 
der Größe der entstehenden Gallen läßt sich ablei
ten, daß die DNS-Syntheserate direkt von der appli
zierten Thymidinmenge abhängt. Allerdings berei
tet unter diesen Umständen die recht geringe Wir
kung des Thymins in unseren Versuchen gewisse 
Verständnisschwierigkeiten, da dieses von den Pflan
zen sicher als Vorstufe für die DNS-Synthese ver
wertet werden kann, was durch seine antagonistische 
Wirkung zum Bromuracil zum Ausdruck kom m t2. 
In den vorliegenden Experimenten kann es aber den 
Syntheseblock offenbar nicht in genügender Weise 
umgehen, da es sich in seiner sehr geringen Wir
kung nicht von denen der übrigen DNS-Bausteine 
und deren Vorstufen oder verwandter Substanzen 
unterscheidet.

Die Annahme einer DNS-Hemmung setzt voraus, 
daß nach den hier vorliegenden Versuchen die Nu- 
cleotid-Bausteine der DNS in den Zellen, die DNS 
synthetisieren, selbst hergestellt und nicht transpor

17 C . H e id e l b e r g e r , N. K. C h a u d u r i , P .  D a n n e n b e r g , D .  M o o 
r e n ,  L. G r ie s b a c h , R. D u s c h in s k y , R. J. S c h n it z e r , E. P l e v e n  
u. J. S c h e in e r , Nature [London] 179, 663 [1957].

18 C .  H e i d e l b e r g e r ,  L. G r i e s b a c h ,  B. J. M o n t a g ,  D .  M o o r e n ,  
0 . C r u z ,  R. J. S c h n i t z e r  u . E. G r ü n b e r g ,  Cancer Res. 18, 
305 [1958].

19 K. U. H a r t m a n n  u . C. H e i d e l b e r g e r ,  J. biol. Chemistry 
236, 2006 [1961].

tiert werden, weil sonst die lokal begrenzte Blockade 
stets durch Bausteine aus nicht blockiertem  N achbar
gewebe aufgehoben werden m üßte, was nicht der 
Fall ist (vgl. dazu Diskussion bei B o p p  2) .

Eine endgültige Entscheidung darüber, ob 
FUDR in grünen Pflanzen, in die DNS eingebaut 
w ird, oder über eine Ferm ent-H em m ung w irkt, kann 
wohl nur durch m arkierte Bausteine getroffen w er
den. Auf jeden Fall beweisen die Versuche, daß es 
sich um einen Einfluß auf die DNS handelt. Die 
zeitliche Übereinstim m ung der FUD R-H em m ung m it 
unseren früheren Versuchen ist um so eindrucksvol
ler, wenn w ir eine DNS-Synthese-Blockierung an 
nehmen, da dann die Bildung einer fraudulenten  
DNS und die teilweise Blockade der DNS auf die 
Entstehung der W urzelhalsgallen denselben Effekt 
haben. Eine weitere W irkungsm öglichkeit der FU D R 
diskutieren neuerdings S t u d z in s k i  und L o v e  32.

W ir haben im experim entellen Teil gezeigt, daß 
es möglich ist, durch FUDR die Entstehung von 
W urzelhalsgallen, die durch die in den ersten 3 bis 
4 Tagen erfolgende „prim äre V eränderung“ der 
W irtszellen bedingt ist, selektiv zu hem men. D ie
selbe Konzentration des FUDR, die das W achstum 
bzw. die Anzahl der W undteilungen n u r um etwa 
30% herabsetzt, hat eine nahezu vollständige U nter
drückung der Tum orentstehung zur Folge. Aus der 
unterschiedlichen Reaktion der Zellteilungsvorgänge 
einerseits (30% Hemmung) und der p rim ären  V er
änderung andererseits (90 bis 100% H em m ung) 
folgt die unterschiedliche Em pfindlichkeit beider 
V orgänge auf FUDR, und dam it die Selektivität der 
Hemmung.

Die Anzahl der Teilungen am W undrand oder das 
noch stattfindende Wachstum bereits entstandener 
Tum oren kann als Maß für die unter FUDR-Einfluß 
(einer entsprechenden K onzentration) noch m ög
lichen DNS-Syntheserate angesehen werden. Bei 
30% Teilungshem m ung bedeutet das also — grob 
geschätzt — eine V erm inderung der DNS-Synthese 
um ebenfalls etwa 30% in der entsprechenden Zeit. 
Bereits eine solche V erm inderung der DNS-Syn
theserate genügt aber, um eine vollständige selektive

20 J. C. W il s o n  u . J. S. D in n in g , Proc. Soc. exp. Biol. Med.
108, 366 [1961].

21 D . A. K a r n o f s k y  u . R. S. B a s c h , J. biophysic. biochem. Cy-
tol. 7, 61 [I960].

22 J. P a u l  u . A. H a g iw a r a , Biodiim. biophysica Acta [Amster
dam] 61,243 [1962],

23 J. B o n n e r  u . J. A. D . Z e e v a a r t , Plant Physiol. 37, 43 [1962].
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Blockierung der Gallenentstehung zu erreichen. Dies 
ist n u r dann verständlich, wenn w ährend der p r i
m ären V eränderung in  den W irtszellen DNS eine 
Rolle spielt, die durch eine solche 30-proz. H em 
m ung völlig blockiert w ird, was w iederum  nu r 
möglich ist, wenn sich die fü r die T ransform a
tion verantwortliche DNS von der übrigen un te r
scheidet. E in soldier Unterschied könnte beruhen:
1. Auf einer neuentstehenden DNS, die zum Zeit
punkt der T ransform ation  in die W irts-DNS einbe
zogen oder eingebaut w ird. F ü r P neum ococcus ist 
derartiges bew iesen24. 2 . Auf extra-chrom osom aler 
DNS, wie es von Robson und M itarbb. 25 e rö rtert 
wurde, die annehm en, daß solche extra-chrom oso
male DNS w ährend der „T ransfo rm ation“ eine 
Funktion hat, da sie in  Crown-gall-Gewebe in vitro 
einen offenbar erhöhten Anteil extra-chrom osom aler 
DNS gefunden haben. 3. Schließlich könnte auch 
extra-nukleare DNS eine Rolle spielen, fü r deren 
Existenz in neuester Zeit W o llg ieh n  und M o t h e s  26 

an jungen sich teilenden Chloroplasten Beweise e r
bracht haben.

Als wesentlichstes Resultat betrachten w ir die E r
gebnisse unserer Zeitversuche, die eine Begrenzung 
der durch FUD R und Thym idin beeinflußbaren P ro 
zesse auf 3 bis höchstens 4 Tage nach der Infektion 
ergaben. W ird  nach diesem Zeitraum  durch Thym i
dinbehandlung auch die volle DNS-Synthese w ieder 
ermöglicht, so entstehen dennoch keine Tum oren 
m ehr. Da eine N achbehandlung FUDR-gehem m ter 
Tum oren m it Thym idin bis zum 3. Tag nach der 
Infektion im m er denselben gleich starken Effekt hat, 
d. h. eine Erm öglichung der DNS-Synthese nur am 
3. Tag ebenfalls zu vollkom menen Tum oren führt, 
andererseits eine Behandlung durch FUDR erst vom
3. Tag an zur gleichen G allenhem m ung füh rt wie 
am 1 . und 2. Tag, folgt daraus, daß es auf die V or
gänge etwa 72 Stdn. nach der Infektion ankom m t. 
Dieser Zeitraum  ist als die eigentliche T ransform a
tionszeit anzusehen. E r stim m t gut m it Zeiten 
überein, die in den letzten Jah ren  durch andere 
Versuche abgegrenzt w urden: So stellt z. B . B r a u n 28

24 S. J. L a a k , J. molecular Biol. 5 , 119 [1962].
25 H. H. R o b s o n ,  M .  A. B u d d  u . H. T. Y o s t ,  Plant Physiol. 34.

435 [1959].
26 R .  W o l l g i e h n  u . K. M o t h e s ,  Naturwissenschaften 50, 95

[1963].
27 S . K u p i l a  u . H. S t e r n ,  Plant Physiol. 36, 216 [1961].
28 A. C. B r a u n  u . T. S t o n i e r ,  Protoplasmatologia 10/5 a, 55

[1958].

fest, daß die Gallen ein M axim um  an Größe erre i
chen, wenn die Infektion bis 60 Stdn. nach der V er
wundung dauert. K l e in  und L in k  29 glauben aus der 
In terpretation  zahlreicher Versuche fü r die Induk 
tionsphase einen Zeitraum  zwischen 24 und 72 Stdn. 
abgliedern zu können, und K u p il a  und S t e r n  27 fin
den etwa 48 Stdn. nach der V erw undung, unabhän 
gig davon, ob die W unde infiziert ist oder nicht, ein 
M aximum der DNS-Synthese.

Gerade diese erhöhte DNS-Synthese scheint uns 
von besonderer Bedeutung zu sein, denn nach V er
suchen von Z e e v a a r t  9> 30 über die B lütenbildung von 
P h arbitis nil, ist fü r die A ktivierung neuer Gene 
(derjenigen fü r den B lühvorgang) DNS-Synthese 
notwendig. W ird die DNS-Synthese zur Zeit der A n
kunft des Blühstim ulus am Vegetationskegel durch 
FUDR unterdrückt, erscheinen keine Blüten. E nt
sprechend kann m an auch unsere Versuche in te rp re
tieren: N ur dann, wenn die DNS-Synthese nach der 
Verwundung in ih rer vollen Stärke stattfinden kann, 
w ird auch die fü r die T ransform ation  verantw ort
liche DNS aktiv — läuft die DNS-Synthese z. T. ge
hemmt ab, unterbleibt die A ktivierung dieser DNS.

Die erweiterten Versuche m it FUDR führen dam it 
zu einer V ertiefung der V orstellung, die w ir auch 
schon auf G rund unserer früheren  E rgebnisse ent
wickelt haben und entsprechen den dort aufgestell
ten Erw artungen: Die p rim äre  V eränderung der 
Wirtszelle zur Tumorzelle m uß darau f beruhen, daß 
w ährend der durch die W undteilung angeregten 
DNS-Verm ehrung eine neue DNS aktiv w ird. D am it 
ist die zeitlich scharf um grenzte, p rim äre V erände
rung als eine A rt T ransform ationsvorgang zu be
trachten, und die Entstehung der W urzelhalsgallen 
stellt ein Aktivwerden sonst nicht nachw eisbarer 
Gene dar. Dies zieht alle in vitro festzustellenden 
Wachstums- und Stoffw echseländerungen31 nach sich.

Die Untersuchungen wurden mit Hilfe der D e u t 
s c h e n  F o r s c h u n g s g e m e i n s c h a f t  durchge
führt. Fräulein E l m a  S c h a r f e n o r t h  danke ich für ihre 
unermüdliche und sorgfältige Hilfe bei den Versuchen.

29 R. M. K le in  u . G . K . K . L in k , Quart. Rev. Biol. 30, 207
[1955].

30 Vgl. auch I. B rown, Plant Physiol. 37, XII, 1962 (Supple
ment) .

31 A. C. B ra u n  u . H. N. W o o d , Proc. nat. Acad. Sei. USA 48,
1776 [1962].

32 G . P. S tu d z in sk i u . R. L o v e , Exp. Cell Res. 32, 190 [1963].
33 N. P. S alzm an n  u . E. D. G e b r in g , Biochim. biophysica

Acta [Amsterdam] 61,406 [1962].
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