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Differentiated Condilions for the Induction of Suberin Synthesis
or Cell Proliferation in Potato Tuber Tissue after Derepression

Summary. Experiments with potato tuber fragments under normal atmospheric
conditions (0.03% CO,) suggest that a wound periderm, prominently marked by
suberin synthesis, develops regularly, independently of preparation technics. It has
been demonstrated that potato parenchym is able to perform differentiated reactions
depending on the changing influences on the reacting cells caused by the wound
stimulus and partial isolation. Suberin synthesis and the cicatrization effect can be
suppressed totally if changes remain insignificant as compared with the cellular
state in the intact organ. This requires: 1. separating the tissue without bruising
it to avoid deformations of the protoplasmatic structure; 2. removing adjacent
fragments of destroyed cells by rinsing the slices; 3. maintaining cell turgidity by
keeping the moisture in the reaction atmosphere at 100%. Moreover 10% CO,-con-
centration is necessary, corresponding to the intercellular air in situ.

Within 24 hours after depression these conditions induce spontaneous prolifer-
ation uniformly in all superficial cell layers of tissue slices, accompanied by multiple
mitosis in place of the typical suberized wound periderm. Inhibition of suberin bio-
synthesis is reversible by subsequent modification of reaction conditions. In contrast
a method has been found to induce suberin formation only and to suppress any cell
division activity (Kahl et al., 1969 a). This provides the opportunity to analyse
causal corresponding physiological reactions in genetically identical cells. The advan-
tage of this method — compared with long term experiments involving hormone-
activated growth in sterile tissue culture — is the possibility of controlling
quantitative and qualitative changes in biochemical pathways immediately after
derepression.

Einleitung

Um kausale Wirkungsmechanismen entwicklungsphysiologischer Pro-
zesse bei Pflanzen aufzukliren, scheint es sinnvoll, die bei genetisch
identischem Material mit unterschiedlichen histogenetischen Reaktionen
verkniipften Stoffwechselwege in vergleichender Weise zu analysieren.
Unser Ziel ist es, eine solche Aufgabenstellung an einem anatomisch-
histologisch vergleichsweise einfachen, zudem rasch reagierenden und
praktisch jederzeit in ausreichender Menge verfiigharen Objekt anzugehen.

* Diese Arbeit enthilt einen Auszug aus der Habilitationssehrift von H. Lange,
Naturwissenschaftliche Fakultit der Universitit Frankfurt a. M., 1969.
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Gewebefragmente aus dem Knollenparenchym der Kartoffelpflanze
(Solanum tuberosum L.) besitzen innerhalb einer zeitlich begrenzten
Phase von wenigen Tagen die Potenz zur Neubildung von Zellen. Der
Regenerationsproze kommt zum Stillstand, nachdem das entfernte oder
lokal verletzte primire Abschluigewebe durch ein Wundperiderr ersetzt
worden ist. Charakteristisch fiir diesen Vorgang ist die Suberinsynthese,
wobei sowohl die Membranen der an die Wunde grenzenden Speicher-
parenchym- als auch der neugebildeten Peridermzellen einem Verkor-
kungsproze unterworfen werden. Auch bei steriler Gewebekultur und
Behandlung mit Phytohormonen bleiben nach eigenen Untersuchungen
Suberinisierung und Peridermentwicklung die vorherrschenden im mikro-
skopischen Bild erfaflbaren Primirreaktionen (vgl. auch Wurm, 1960
und die zusammenfassende Darstellung von Gautheret, 1959). Callus, der
zur Anlage von Sprofi- und Wurzelorganen fithren kann, entsteht in der
Regel erst nachfolgend subperidermal durch Streckung und mehrfache
Teilung parenchymatischer Zellen, die schlieBlich die oberfldchliche ver-
korkte Gewebezone aufsprengen und als intercellularenreiche Callus-
wucherungen hervorbrechen.

Callusentwicklung, die als Spontanreaktion sofort nach Isolierung
eines Gewebefragments in den Zellen unmittelbar an den Wundflichen
einsetzt, ist bisher nur deskriptiv als seltenes Phédnomen der Wund-
reaktion erwihnt, jedoch weder unter histogenetischen noch physiolo-
gischen Aspekten genauer untersucht worden (vgl. Olufsen, 1903 ; Kabus,
1912; Wurm, 1960; Fellenberg, 1963). Callusbildung dieser Art setzt
Zellproliferation voraus, die von mitotischen Prozessen begleitet wird,
aber Verkorkung ausschlieBt.

Bei beiden Entwicklungsformen muB fiir die Stoffwechselaktivierung
und histologische Neubildungen eine partielle Derepression bzw. differen-
zielle Genaktivitdt vorausgesetzt werden (vgl. Kahl et al., 1969 b und
die dort zitierte Literatur).

Im Rahmen dieser ersten Arbeit wird tiber die kontrollierte Induktion
unterschiedlicher morphogenetischer Restitutionsphénomene durch mi-
lieubedingte Steuerung der genetischen Information berichtet. In der
Tolge sollen die damit verkniipften respiratorischen und biochemischen
Stoffwechselreaktionen auf vergleichender Basis diskutiert werden.

Material und Methode

Experimentiert wurde — soweit keine abweichenden Angaben verzeichnet sind
— mit 1 mm (ca. 6-—7 Zelldurchmesser) dicken Parenchymscheiben inklusive Rinde
und Korkhaut von Kartoffelknollen der Sorte ,,Saskia‘“. Reproduktionen wurden
durchgefithrt mit den Sorten ,,Erstling* und ,, Feldeslohn*. Die ausgereiften Knollen,
nach der Ernte im Dunkeln bei 5° C aufbewahrt, wurden jeweils 14 Tag vor dem
Schneiden durch Umlagerung der spiteren Versuchstemperatur von 20° C angepaBt.
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Alle Scheiben lagen wihrend der Reaktionsdauer in wasserdampfgesittigten, konti-
nuierlich mit Luft oder definierten Luft-CO,-Gasgemischen durchstrémten Exsie-
catoren. Kontrolle der anatomischen und histochemischen Reaktionen erfolgte licht-
mikroskopisch (Suberinbildung durch Firbung mit Sudan ITI Glycerin). Phyto-
pathogene Organismen machten sich weder auf vernarbendem noch Callus bilden-
dem Parenchym storend bemerkbar.

Die hier angewandte Behandlung des Versuchsmaterials besitzt Vorteile gegen~
uber der Sterilkultur unter duBerer Nahrstoff- und Phytohormonzufuhr. Insbeson-~
dere ist das reagierende Parenchym fiir unmittelbar nach der Isolierung einsetzende
Stoffwechselmessungen — im Rahmen parallellaufender biochemischer Unter-
suchungen — unter Ausschaltung zusétzlicher EinfluBfaktoren sofort verfiigbar.

Ergebnisse
Callusproliferation des Kartoffelparenchyms soll nach Beobachtun-
gen von Kabus (1912) nur unter Luftabschlul moglich sein. Da ,,Luft-
abschlubB* aber mehrere Veranderungen des Reaktionsmilieus beinhaltet,
erschien es notwendig, verschiedene atmosphérische Bedingungen in vitro
definiert einzustellen und auf ithre Wirksamkeit zu priifen.

1. Der Oy-Faktor

Als wirksame Komponente kommt der verminderte Sauerstoffzutritt
in Frage, denn nach Befunden von Magness (1920) und Burton (1950)
ist der Oy-Partialdruck im Intercellularensystem der Kartoffelknolle und
anderer Speicherorgane gegeniiber der Auflenatmosphire deutlich herab-
gesetzt, die Angabe der Werte variiert von etwa 8—15%.

Higene Versuche ergaben jedoch, daB eine Verminderung des O,-Par-
tialdruckes in der Reaktionsatmosphére anf 10, 7.5 und 5% die Aus-
bildung eines normal verkorkten Periderms bei verletztem Kartoffel-
parenchym in keinem Falle beeintrichtigt. Parallel dazu durchgefiihrte
Gaswechselmessungen lieflen ebenfalls keine grundlegenden Abweichun-
gen vom typischen Wundatmungsverlauf erkennen (vgl. Lange, 1970).
Bei 1% O, schlieBlich machte sich zwar eine verminderte Zellteilungs-
aktivitit bemerkbar, die Suberinsynthese jedoch konnte auch dann noch
nicht unterbunden werden. Damit scheidet der O,-Faktor als wirksame
Komponente aus.

2. Der COy-Fakior

Als ein anderes mogliches Agens kommt der CO,-Faktor in Betracht,
denn CO, wird im intercellularen Gasraum der Kartoffelknolle in erhoh-
tem Mafe angereichert. Die von Deveaux (1890), Magness (1920), Boswell
und Whiting (1940) sowie Burton (1952) ermittelten Daten machen
Werte von 5—11 % wahrscheinlich. Differenzen innerhalb dieser, in jedem
Falle aber gemessen an der normalen Luftzusammensetzung sehr hoch
liegenden Werteskala sind auf Sorten- und Lagertemperaturunterschiede
zuriickzufihren.
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Abb. 1. Zeitlicher Verlauf der Peridermzellenbildung in Abhingigkeit von der
dufleren CO,-Konzentration bei 6 mm dicken Kartoffelparenchymscheiben. Kurve 1:
0,03 sowie 5% CO,; Kurve 2: 10% CO,; Kurve 3: 20% CO,

Von mehreren Autoren wurde hohen CO,-Konzentrationen in ver-
gleichbaren Dimensionen eine hemmende Wirkung auf verschiedenste
Zelleistungen bei unterschiedlichen Versuchsobjekten zugeschrieben (vgl.
Lange, 1970). Uber anatomisch-histologische Auswirkungen dieser CO,-
Konzentrationen auf verletztes Kartoffelparenchym liegen bisher jedoch
keine Befunde vor.

Erste eigene Ergebnisse zur Klirung dieser Frage sind in den graphi-
schen Darstellungen der Abb. 1 zusammengefalit. Danach beeinflult ein
CO,-Anteil bis zu 5% im kontinuierlich durchstrémten, nahezu wasser-
dampigesdttigten Reaktionsraum den normalen Reaktionsablauf tiber-
haupt nicht, die Zellteilungsraten bleiben stets gleich. 10% CO, bewirken
nur eine schwache anfingliche Verzogerung der Peridermzellenbildung.
Nach ReaktionsabschluBl sind die Vernarbungsintensitdten identisch. In
einem zu 15 oder 20% mit CO, angereicherten Luftgemisch ist die
Hemmwirkung in der 3tdgigen Anfangsphase sehr ausgeprigt, spiter
kommt es aber durch verstirkt ablaufende Reaktion zu einer Anglei-
chung. In gleicher Weise macht sich auch eine Verzogerung der Suberin-
bildung nur anfénglich bemerkbar. Callusproliferationen treten bei den
verwendeten CO,-Konzentrationen iiberhaupt nicht oder nur vereinzelt
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im Bereich der fiir die Solanaceen typischen inneren Phloemstringe auf.
Auch auf die Membranen dieser, anfangs einem Streckungsprozef unter-
worfenen peripheren Zellen werden nachfolgend Suberinlamellen aufge-
lagert, ein charakteristisches Wundperiderm entwickelt sich in der dar-
unterliegenden Zellreibe.

Durch diesen Befund schien zun#chst nach dem O,- nun auch der
CO,-Faktor als dubere Ursache fir die histologische Entwicklungssteue-
rung nach Derepression auszuscheiden. Binen weiteren Ankniipfungs-
punkt ergab jedoch die Untersuchung von Gewebezylindern, die mittels
eines Korkbohrers aus der Knolle ausgestanzt und nach Ausschneiden
einer diinnen Scheibe aus ihrer Mitte als zwei Restteile von jeder Seite
wieder in das verletzte Organ zuriickgesteckt wurden (vgl. Olufsen,
1903), so daB im Inneren ein kleiner Hohlraum entstand. Dabei kam es
zur Bildung von Callusblasen, jedoch nur auf den zwei planparallelen,
in diesem Falle durch Rasierklingenschnitt erzeugten Wundflachen. Die
durch den Korkbohrer gestanzten konkaven und konvexen Wundflichen
dagegen zeigten trotz gleicher atmosphérischer Reaktionsbedingungen
das normale Korkperiderm.

Von dieser Beobachtung ausgehend wurden nachfolgend Gewebefrag-
mente unter variierten Praparationsbedingungen aus dem Knollenparen-
chym isoliert und erneut atmosphérischen Reaktionsverhaltnissen aus-
gesetzt, die denen im Inneren des Organs gleichen. Fiir die Callus-
induktion zeigten sich dabei folgende Bedingungen als notwendige Vor-
aussetzung:

Alter der Versuchsknollen nicht hoher als 4—6 Wochen nach Ernte,
andernfalls ist Kaltlagerung (2—7° C) notwendig ; wasserdampfgesittigt-
tes Reaktionsmilieu; ,,saubere Gewebetrennung unter Vermeidung von
Zelldeformationen; Beseitigung anhaftender Stdrke, Vacuolenflissig-
keit sowie von Plasmaresten des zerstérten Gewebes durch Fkurzes
Abspiilen, aber Vermeidung dauernder Benetzung der Schnittflichen
mit Wasser.

Die Histogenese der Callusbildung nimmt dann folgenden Verlauf:
Bei Ausbleiben jeder Suberinsynthese kommt es bereits wihrend der
ersten 24 Std nach Derepression zum Proliferieren aller durch den
Schnitt freigelegten Zellen, soweit sie selbst unversehrt geblieben sind
(Abb. 3). Im Verlauf von 4 Tagen haben sich calldse Wucherungen ge-
bildet, die bei gleichzeitig ablaufenden Mitosen bis zum Mehrfachen
ihres Zelldurchmessers {(im Ruhezustand) tiber die Schnittfliche hinaus-
ragen (Abb. 4). Héufig sind die Proliferationsschliuche so eng anein-
ander gelegt, daB der Eindruck eines geschlossenen Gewebes entsteht.
Die Gesamtzahl der Teilungen im Periderm wird erreicht und oft tber-
troffen, auch dann, wenn die Scheiben aus ein und demselben Organ
isoliert wurden.
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Abb. 2. Typisches Wundperiderm mit suberinisierten Membranen (dunkel getént) von
einer 1 mm dicken Kartoffelparenchymscheibe, 5 Tage nach Derepression

Abb. 3. Callusproliferationen 32 Std nach Derepression. (Bereits erfolgte Mitosen sind an
einigen schwach abgezeichneten Primordialmembranen erkennbar, vgl. Pfeilrichtung)
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Abb. 4. Einzelne, durch mehrere Mitosen gebildete Callusproliferation, 4 Tage
nach Derepression

Wesentlich erscheint folgender Unterschied: bei einer Vernarbungs-
reaktion finden die aufeinanderfolgenden Mitosen stets in der jeweils
basalen Tochterzelle der Peridermmutterzelle statt, wihrend die zentri-
fugal abgegliederten Phellemelemente sukzessive verkorken. In einer
Callus entwickelnden Zelle dagegen ist immer die zuletzt durch Pro-
liferation gebildete apikale Tochterzelle weiter teilungsaktiv, Eine Callus-
zelle zeichnet sich auch — lichtoptisch beurteilt — durch erhdhten
Plasmagehalt, intensivere Plasmastromung und vermehrte Plasmaorga-
nellen gegeniiber der Peridermzelle aus. Der histologische Kontrast zwi-
schen den unterschiedlichen Reaktionen wird durch die Abb. 2 bzw. 3
und 4 photographisch dokumentiert.

8%
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Die in der Literatur mehrfach zitierte und bisher unwidersprochene
SchluBfolgerung (vgl. z.B. Olufsen, 1903}, da Kartoffelparenchym un-
abhingig von der Art der Verletzung auf den Wundreiz immer mit
prinzipiell gleicher Reaktion antwortet, ist nach diesen Befunden nicht
mehr allgemein giiltig.

3. Modifizierter COy-Gehalt der Reakitonsatmosphiire

Bei verringertem CO, Gebalt von 10 auf 5% im Reaktionsraum er-
scheint die Callusbildung deutlich abgeschwicht, bei 1% treten sogar
nur noch vereinzelt Calluszellen auf, wihrend der Verkorkungsprozel3
{iberwiegt. Wird der CO,-Gehalt andererseits auf 15, 20 und 30% ein-
gestellt, so ist doch keine weitere Verstirkung der Callusbildung zu kon-
statieren, vielmehr wirken sich auch in diesem Falle oft sporadisch ein-
setzende Verkorkungsprozesse hemmend aus. Eine Kombination von 10 %
€O, mit vermindertem O,-Partialdruck (15, 10 und 5%) hat weder er-
kennbar reaktionshemmenden noch zusétzlich f6rdernden Einflu8.

Zusammenfassend lafit sich aussagen, dall die Optimalbedingungen
der Callusinduktion in vitro anndhernd identisch mit den meBbaren
Bedingungen in situ sind.

4. Umlagerungseffekt

Gewebescheiben, die nach 1, 2, 3 oder 4tégiger Reaktion bei 10%
CO, in Luft normaler Zusammensetzung iiberfiithrt werden, zeigen bereits
jeweils 24 Std spéter Suberinlamellen in den zuvor gebildeten Callus-
zellen, die dadurch am weiteren Wachstum gehindert werden. Kin
Korkperiderm entsteht durch zentripetale Teilungsfolge. Wird der
Umlagerungszeitpunkt jedoch iiber 8—10 Tage hinaus verzogert, dann
unterbleibt die Suberinsynthese vollstandig und der histologische Ent-
wicklungszustand des ,,offenen”, unvernarbten Callus bleibt erhalten.
Offensichtlich ist das Genom zu diesem Zeitpunkt aus der Derepres-
sionsphase wieder in ein Stadium erneuter Reprimierung eingetreten.

Diskussion

Durch kontrollierte Variation &duflerer Bedingungen gelang es, den
Komplex der normalerweise gleichzeitig ablaufenden histogenetischen
Reaktionen von Kartotfelparenchymfragmenten in Einzelreaktionen anf-
zugliedern. An Stelle der normalen Vernarbung konnte Callusprolife-
ration erreicht werden, d.h. Zellvermehrung ohne Verkorkung. Nachdem
auch eine Methode gefunden wurde, Verkorkung ohne Zellvermehrung
zu induzieren (vgl. Kahl et al., 1969 a), bietet sich die Moglichkeit,
Verinderungen einzelner Stoffwechselprozesse und histologische Ver-
anderungen, die nach Derepression auftreten, auf ihre Abhangigkeiten
voneinander zu untersuchen.
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Kartoffelparenchym zeichnet sich dadurch aus, dafl im Gegensatz
zu anderen Regenerationsgeweben (z.B. Karotte, Kohlrabi, Rote Beete
oder SproBabschnitte von Holzgewéchsen) bei relativ einheitlicher ana-
tomischer Zusammensetzung auch nahezu Zelle fiir Zelle gleichzeitig und
gleichartig reagiert — wie an dinnen Scheiben gezeigt wurde. Praktisch
lassen sich so unbegrenzte Mengen von physiologisch homogenem Unter-
suchungsmaterial gewinnen. Diese Eigenschaft ist besonders wichtig fiir
die Callusproduktion, die bei anderen Geweben aus meist nicht niher
bekannten Griinden trotz offenbar gleicher duBerer und innerer Voraus-
setzungen topographisch sehr unregelmdflig in Erscheinung tritt (vgl.
Gautheret, 1959). Callusbildung ist bei vielen Objekten verschiedenster
systematischer Zugehorigkeit eine typische Wundreaktion. Bei der Kar-
toffelknolle mull das Phinomen der Verkorkung, das die Entwicklung
eines aus zuletzt toten Zellen zusammengesetzten Abschlufigewebes ein-
leitet, als Ursache fiir das Ausbleiben der Callusbildung in wund-
flichennahen Gewebepartien angesehen werden. Durch Korkauflagerung
an die duBeren periklinen und antiklinen Membranen der freigelegten
Zellen schon innerhalb von 24 Std bei zentripetal gerichtete Teilungs-
folge wird ndmalich proliferierendes Streckungswachstum verhindert.

Der Befund, da die CO,-Konzentration nicht allein das wirksame
Regulationsprinzip vertritt, und die Auslosung der Suberinsynthese nur
im Zusammenspiel mit zusdtzlichen Faktoren erfolgt, 148t sich folgender-
mafen deuten:

Zellen, die verletzungsbedingt aus der Mitte ihres urspriinglichen
Gewebeverbandes an die Organoberfliche gelangen, werden plétzlich mit
vielfach verdnderten Lebensbedingungen konfrontiert. Unter anderem
kommt es zu Verdnderungen des Wanddrucks, der relativen Atmosphé-
renfeuchtigkeit und der CO,-Konzentration. Dariiber hinaus kénnen Sub-
stanzen aus dem Plasma oder den Vacuolen der getdteten Zellen in das
Innere der intakt gebliehenen eindringen und Permeabilitatsveranderun-
gen der Plasmagrenzschichten stattfinden (vgl. Eberhard, 1960). Schlief-
lich milssen quetschungsbedingte Deformationen plasmatischer Struktu-
ren durch den verletzenden Gegenstand angenommen werden.

Charakteristisch ist, daB Proliferation immer dann gefordert wird,
wenn das Ausmal der Verinderungen gegeniiber dem urspriinglichen
Zustand méglichst gering bleibt. (Quetschungsfreies Schneiden, Abspiilen
von Zelltriimmern, feuchtes Reaktionsmilien bzw. Turgeszenzerhalt der
Zellen, 10% CO, in der Atmosphére.) In einer Phase besonders labilen
Zustands nach Derepression geniigt, wie gezeigt, intensive Verinderung
eines einzigen dieser Faktoren, um die Entwicklungsrichtung zur Vernar-
bung umzulenken.

Die Kartoffelzelle besitzt also die Potenz zu qualitativ abgestufter
Reaktion. Ein Wundreiz, der weniger intensive Verdnderungen induziert,
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wird auch mit einer weniger umfangreichen Restitutionsreaktion beant-
wortet. Starker in die cytologische Kontinuitét eingreifende Stérungen
losen zusdtzliche Reaktionen im Zellstoffwechsel aus wie Citronensiure-
eyelusaktivitdt, Suberinbildung und die zu ihrer Synthese notwendigen
Stoffwechselprozesse (vgl. Lange, 1969). Die Speicherparenchymzelle der
Kartoffelpflanze besitzt somit die bisher unbeachtet gebliebene Fahig-
keit, nach einer Derepression milieubedingt differenzierte Reaktionen
auszufithren.
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