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Mo~hogenetie Separation o] Cell Division and Suberin Biosynthesis 
in Potato Tuber Tissue by Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane 

Sum~ary. Differential derepression of the genome of potato tuber cells by 
slicing of the tuber tissue leads to cell divisions. This mitotic activity is totally 
suppressed by Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane (Tris)-buffer widely used in 
biochemical research. The blockage is reversible if tissue slices are transferred to 
water in order to wash out the Tris-ions. 

The actual reason for the inhibiti on of mitotic activity by Tris is as yet unknown. 
As a possible mechanism of action an uncoupling of electron transfer from phos- 
phorylation in the mitochondrial respiratory chain is discussed. However, ex- 
periments show no difference in 02-absorption between Tris-treated tissue and 
control in water. Moreover the application of several inhibitors of respiration causes 
exactly the same effects in both tissues. Amytal (blockage of flavoproteids) has no 
influence on the respiratory rate at any time. Antimycin A (blockage of electron 
flow from cytoehrome b to cytochrome c) as well as HCN (inhibition of cytochrome- 
oxidase) inhibit respiration of both tissues during the first 24 hours after derepres- 
sion. Later on the respiration becomes resistant to both inhibitors. So the quality 
of respiration is assumed to be the same in mitotic active potato slices as in the 
Tris-treated tissue. 

Recent results of biochemical analyses of events in carbohydrate breakdown 
of the tissues in question point to a differential effect of Tris on several enzymes as 
possible reason for its inhibitory action. 

Einleitung 
Durch Verwundung dereprimiertes Pa renchym der Kartoffelknolle 

(Solarium tuberosum L.) lgI3t sich Inittels Variation/~ul~erer Bedingungen 
(Feuchtigkeit ,  CO2-Konzentrat ion ) in  zwei Entwicklungsr ich tungen  
lenken:  Objek~typische Zellteilung zus~tzlich Suberinisierung der Zelt- 
wgnde ( ~  Wundperidermbildung) einerseits, Proliferat ion und  Teilung 
der Wundzel len  ohne Suberinsynthese ( =  Callusentwielclung) anderer- 
seits (vgl. LA~G~ u. ROSE,STOCK, 1963; LARGE, 1969). Es gelang nun-  
mehr einen drRten Reakt ions typ  zu finden, in dem jegliche Zellteilung 
unterdri~ekt bleibt,  die Suberinsynthese dagegen unbehindert abl/~uft. 
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Es stehen danach drei Gewebetypen gMeher genetischer Konstitution 
aber untersehiedlieher Histogenese nach Derepression f/Jr weiterffihrende 
stoffweehselphysiologische Analysen auf vergleichender Grundlage zur 
Verfiigung. 

Material und Methoden 
Das Versuchsmaterial und die Methoden der Vorbehandlung wurden bereits 

yon KAHL et M. (1969) ausfiihrlich beschrieben. Die unter Verwendung verschieden- 
artiger Atmungsinhibitoren durchgefiihrten Gaswechselmessungen erfolgten mit 
standardisierten Warburg-Methoden. Die Cyanidkonzentration yon 2,2 �9 10 -4 tool 
in der Atmosphgre wurde nach I~oBs~s (I948) eingestetlt; die Antimycin A-Konzen- 
tra~ion betrug 20 ~g/mI, die des Amytals l mM/ml. Vorversuehe ergaben, dab diese 
Konzentrationen ffir ol0timale Reaktionen ausreiehten. Der pH der unterschied- 
lichen ttemmstoffkonzentrationen sowie der Wasser-Kontrollen wurde in jedem 
Falle auf 7,5 eingestellt. Die Gewebeseheiben wurden vor jeder 02-Absorptions- 
messung jeweils 30 rain lang der Hemmstoffwirkung ausgesetzt. 

Suberinbildung wurde durch histoehemisehe FErbereaktion mit I-Iilfe yon 
Sudan III-Glyeerin im mikroskopisehen Pr~parat nachgewiesen. 

Ergebnisse und Diskussion 

Bei dem durch Verwundung dereprimiertenParenchym derKartoffel- 
knolle wird nnter dem Einflug des in biochemischen Untersuchungen 
h/iufig verwendeten Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-Puffers eine re- 
versible Mitosehemmung bei gleichzeitiger Aufreehterhaltung der 
Suberinsynthese erzielt. Dagegen wia-d im Kontro]lversuch durch reines 
Leitungswasser die mitotisehe Aktivit~t nicht grunds/itzlich beeinfluBt 
(vgl. Abb. 1 und 2). 

Die t temmwirkung ist konzen~rationsabh/~ngig. Bei Verwendnng yon 
=> 0,1 tool Trispuffer wird die Mitose vollst/indig unterbunden; Konzen- 
trationen geringer Ms 0,025 m andererseits ]assen keinerlei Beeinflussung 
der Zellteilungsrate erkennen (vgl. Abb. 3). 

Die Blockierung der Zellteilung ist reversibel. Wird n/~mlich das 
Gewebe naeh 1--4t/~giger Inkubat ion aus Tl-is-Puffer in Wasser iiber- 
ffihrt, setzt sofort der ZellneubildungsprozeB ein. Das umgelagerte 
Gewebe ffihrt dann nachtr/~glich die gleiche Anzahl yon Zellteilungen 
dureh wie die Kontrolle, seine Zellteilungsfrequenz (Mitosen/Zeiteinheit) 
ist sogar wesentlieh h6her (vgl. Abb. 4). Verhindert man die Aus- 
sehwemmung des Tris-Ions, indem das Gewebe in Luft ansta t t  in Wasser 
iiberfiihrt wird, dann bleibt die mito~ische Aktivit/it weiterhin bloekiert. 

Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit  ttinweisen in der Literatur, 
wonaeh aueh der Ablauf anderer Reaktionen in verschiedenen Systemen 
bei Tris-Gegenwart gehemmt oder vSllig nnterbunden wird: IIill-Reak- 
tion isolierter Chloroplasten, oxydative Phosphorylierung isolierter 
Mitochondrien yon Bohnenhypokotylen, Proteinsynthese bei Escherichia 
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Abb. 1. Zellneubildung in dereprimiertem Speicherparenchym nach 5$~giger 
Re~ktion in Wasser yon pH = 7,5 (Vergr. 200 x ) 

Abb. 2. Hemmung der Zellneubildung im gleichen Gewebe durch Tris-:Puffer von 
p i t  = 7,5 naeh 5ts Inkubation (Vergr. 300 • ) 
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Abb. 3. Hemmung der mitotischen Aktivi~s in Abh~Lngigkeit yon der 
Tris-Konzentrat ion 
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Abb. 4. Aufhebung der Mitosehemmung durch Umlagerung des Gewebes aus 
Tris-Puffer in Wasser 
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coli (GooD et al., 1966), Aktivit~t der Lactatdehydrogenase (MA~LE~, 
1961), Ze]lteilung in Hela- und L-Kulturen (SWIM, 1961). 

Die den genannten t{emmwirkungen zugrunde liegenden Reaktions- 
meehanismen sind bis jetzt in keinem Fall gekl~rt. MAHLEl~ (1961) sowie 
I-IAcPT~Ar et al. (1968) diskutieren mSgliche Ursachen; vor allem wird 
auI die entkoppelnde Wirkung des Tris-Ions bei der oxydativen Phos- 
phorylierung in der Atmungskette hingewiesen. Da die fiber l~ngere Zeit 
iortgesetzte Zellteilungsaktivits im dereprimierten Parenchym der Kar- 
toffelknolle ATP-Synthese voraussetzt, kSnnte die Zellteilungshemmung 
durch Tris-Puffer eine Verhinderung der ATP-Synthese an der Atmungs- 
kette reflektieren. Folgende Versuehe sollten k]/iren, ob diese M6glich- 
keit im dereprimierten Kartoffelknollenparenehym realisiert ist. 

1. Ein Vergleieh der 02-Absorption dereprimierten Gewebes in Tris 
trod in reinem Wasser zeigt, dal~ trotz untersehiedlicher I-Iistogenese der 
eharakteristische Wundatmungsverlauf v6]lig fibereinstimmt (vgl. 
Abb. 5). 

2. Die Applikation versehiedener Atmungsinhibitoren ls ffir die in 
Wasser inkubierten Kontrollen folgende in Abb. 6 A zusammengefal3te 
Reaktionsmerkmale erkennen : 

Amytal (bloekt das Flavoproteid in der Atmungskette) hat keinen 
hemmenden Einflul~ auf die O~-Absorption, fSrdert sie zeitweise sogar 
um etwa 20%. 

Antimycin A (verhindert den Elektronenfibergang yon Cytochrom b 
zu Cytochrom e) inhibiert die Atmung sofort nach Derepression um etwa 
65%. Im weiteren Verlauf der Wundheilung iedoeh nimmt diese Emp- 
iindliehkeit stetig ab ;nach 20 Std ist die gesamte Atmung Antimycin A- 
resistent. 

HCN (inaktiviert Cytoehrom a/as) hemmt die O2-Aufnahme kurz 
naeh Derepression ebenfalls um etwa 65%. Danach wird die Atmung 
]edoch zunehmend unempfindlich, ist nach 48 Std vSllig Cyanid-resistent 
and wird in der Folge geringffigig gef6rdert. 

Abb. 6B ermSglieht einen Vergleich dieser Ergebnisse mit jenen, die 
unter sonst gleiehartiger Behandiung mit den genannten Atmungs- 
inhibitoren bei Tris-Geweben erzielt wurden. Man erkennt daraus, dab 
die Atmung yon gew~sserten und Tris-gehemmten Geweben qualitativ 
gleiehartig ist. 

Danaeh ist offensiehtlich, da~ im Laufe der Wundheilung in beiden 
Geweben Umstellungen in der Atlnungskette vorgenommen, die Elek- 
tronen in fortlaufend geringerem MaBe fiber Cytochrom e ~ Cyto- 
chrom a/a s zum Sauerstoff transferiert werden. Wahrseheinlieh ist in 
beiden Geweben ein autoxydables Cytoehrom b 7 ffir den Cyanid- und 
Antimyein A-resistenten Elektronentransport verantwortlieh. (HACKETT 
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Abb. 6 A u. B. Atmungsverlauf Yon dereprimiertem K~rtoffelknollenparenchym 
unter dem EinfluB verschiedener Atmungsinhibitoren. A Wasserkontrolle. 

B Inkubation in Tris-L6snng 

et  ~1., 1960). Die Wirkungs los igke i t  des A m y t a l s  l ~ l t  sich zur  ZeJt n ich t  
erkl~ren. I m  Hinb l ick  auf das  vorher  aufgezeigte P rob lem muB fest- 
geha l ten  werden,  dal3 die ze l l te i lungshemmende W i r k u n g  des Tr is - Ions  
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keinesfalls auf einer Beeinflussung der Atmungske t t e  oder einer En t -  
kopplung der oxyda t iven  Phosphoryl ierung beruhen  kann.  
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