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Regula t ion  of Peroxidase Pa t te rns  dur ing Shoot Different ia t ion in Callus 
Cultures of Nicotiana tabacum L. 

Summary. Peroxidase activity and isoenzyme pattern were studied during dedifferentia- 
tion of tobacco stem-sections leading to callus formation and during redifferentiation of 
tobacco callus leading to formation of shoots. These processes are both accompanied by an 
increase in total peroxidase activity and by characteristic changes in isocnzyme pattern. 
The isoenzyme pattern of tobacco callus differs from that of tobacco stem-tissue. The plantlets 
differentiated from the callus show the same pattern as seedlings do. 

During the differentiation process, before any buds are visible, the callus shows a perox- 
idase pattern that is determined by a reduction of fast-migrating anodic isoenzymes and by 
an increase of activity in all the other peroxidase isoenzymes. The formation of this pattern 
is independent of the growth regulators responsible for the differentiation; only the kind of 
differentiation itself determines the pattern. 

By artificial inhibition of callus growth it is possible to induce an isoenzyme pattern very 
similar to that of differentiation; the fast-migrating anodic enzymes are reduced in activity 
but the others are not increased as they are during differentiation. Therefore the question 
arises whether there are two independent processes taking place in differentiating callus. 
The one process, inhibition of growth in the cells that do not differentiate, is accompanied 
by a reduction of fast-migrating anodic isoenzymes. The other process, formation of meriste- 
moids in the callus, is accompanied by a sharp rise in peroxidase activity of the other anodic 
and cathodic isoenzymes. 

Einle i tung 

Peroxidase-Aktivit/~ts- und  Muster~nderungen sind bisher ffir die versehieden- 
sten Pf lanzen und  Pflanzenorgane beschrieben worden. Am auff/~lligsten sind diese 
~ n d e r u n g e n  bei Wachs tum und  Differenzierung (Gardiner and  Cleland, 1974; 
Thomas  and  Neueere, 1974), bei Al terung (Schaefer, 1971), Verletzung (Birecka 
et al., 1973), In fek t ion  (Matsuno and  Uri tani ,  1972), Hormonappl ika t ion  (Lavee 
and  Galston, 1968) und  Lichtwirkung (Schopfer und  Plachy,  1973). 

Trotz der vielen Unte rsuchungen  war es bisher n icht  mSglich, die eausalen 
Zusammenh~nge  der Peroxidase-Muster/~nderungen zu beleuchten, vor allem 
weft zu wenig Definitives fiber die biologische F u n k t i o n  und  die Lokalisat ion der 
mul t ip len  Peroxidase-Formen bekann t  war. 

Naehdem neuerdings zumindest  bei Tabakgeweben die eindeutige Lokalisat ion 
bes t immter  Isoenzyme bzw. I soenzymgruppen  der Peroxidase in der Zellwand 

* IAA ~ Indole-3-essigsEure, 5-FdUrd = Fluordesoxyuridin. 
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(Lee, 1973; M~der et al., 1974) und anderer im Cytoplasma (M~der et al., 1974) 
nachgewiesen werden konnte und auBerdem die Peroxidase-Muster/~nderungen 
bei Tabak nur die Zellwandperoxidasen betreffen (Milder, 1974; Milder et al.; 
1974) miissen die Peroxidase-Musters in Zusammenhang mit der 
Biochemie der Zellwi~nde gesehen werden, zumal nach Lamport (1970) und Ridge 
and Osborne (1971) Peroxidasen in der Zellwand zu den spezifisehen Zellwand- 
proteinen geh6ren. 

Die folgende Arbeit befaBt sich im wesentlichen mit der Frage, ob die im 
Tabak-Callus SproBdifferenzierung ausl6senden Phytohormone direkt auf die 
Peroxidase-Isoenzyme wirken oder ob ihre ~nderung eher sekund~re Folgen der 
durch Phytohormone ausgelSsten Differenzierungsprozesse sind. 

Material und Methoden 
P/lanzen. Nicotiana tabacum L. White Burley wurde aus Samen im Gew~ichshaus ange- 

zogen. Calluskulturen wurden aus ca. 1 cm langen SproBsegmenten auf N~hragar nach 
Murashige and Skoog (1962) oder Nagata and Takebe (1971) angezogen, subkuttiviert und 
zur Differenzierung gebracht. Die Phytohormonkonzentrationen der N~hrhSden sind, sofern 
nicht im Text vermerkt, Tabelle i zu entnehmen. Die Gewebeku|turen wurden in l~undgl~sern 
25 • 150 mmim 12 h-Tag (2--3000 Lux) und 25 ~ C gehalten. 

Extraktion, Al~tivitiitsmessung, Elektrophorese und Auswertung erfolgte nach den bereits 
beschriebenen Methoden (Mgder et al., 1974). 

Proteinbestimmung wurde nach Biuret durchgeffihrt. 

Tabelle 1 

1. MS IAA 4 mg/1 Kinetin 0,05 mg/1 
2. MS IAA 2 rag/1 Kinetin 1 mg/1 
3. MS IAA 2 mg/1 Kinetin 2 rag/1 
4. NT - -  - -  6-Benzylaminopurin i mg/1 
5. NT - -  - -  6-Benzylaminopurin 1 mg/1 Caseinhydrolysat 5% 

MS = Salze und Vitamine nach 3/[urashige and Skoog. NT = Salze und Vitamine nach Nagata 
and Takebe. 

Ergebnisse 

1. f~nderung des Peroxidase-Musters beim ~bergang von Sprofi- zu Callusgewebe 

Tabak-Sprogstticke weisen bei diskelektrophoretischer Trennung der Roh- 
extrakte mit Guajakol als Substrat zwei Gruppen yon Peroxidase-Isoenzymen 
auf. Die eine Gruppe (GI) mit maximal 6 Banden wandert schnell in anodischer 
Richtung, die andere Gruppe (GIII) mit einer starken und zwei schwaehen Banden 
wandert langsam zur Kathode (Abb. 1). Das Auftreten der Peroxidase-Isoenzyme 
des Tabaks in distinkten Gruppen nach elektrophoretischer Trennung stimmt 
iiberein mit den Ergebnissen von Sheen (1969), Ritzert and Turin (1970) und Lee 
(1972), obwohl diese mit anderen Trennmethoden gewonnen wurden. 

Werden isolierte SproBstiicke auf einen N~hrboden nach Murashige and Skoog 
(1962) mit 5 mg (2 rag) IAA und 0,5 mg (0,2 nag) Kinetin/1 aufgebracht, dann 
entwickeln sich bereits nach drei Tagen neue Peroxidase-Banden, die yon den 
bisher vorhandenen deutlich abgegrenzt in einer langsam wandernden, anodischen 
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Abb. 1. Ver~nderung des Peroxidase-Musters w~hrend der Dedifferenzierung von Tabuk- 
Sprol~gewebe zu Tabak-Callus. a anodische Trennung, k kathodische Trennung, GI--GIv 

(Isoenzymgruppen) 
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Abb. 2. Peroxidase-Ges~mtaktivitgt w~hrend der SproBdifferenzierung des Tabak-Callus 

Gruppe (GH) angeordnet sind (Abb. 1). Diese Gruppe ist bei der intakten Tabak- 
pflanze nur im Wurzelgewebe nachzuweisen, sie ist ~u[]erdem charakteristisch fiir 
Tumor-, Callus- und Samengewebe (vergl. M~tder et al,, 1974). 

Die Indukt ion neuer Banden n~ch Isolierung yon Spro[tstiicken ist ein oft 
beschriebener Effekt, der als Wundreaktion angesehen werden muB, denn er 
finder auch nach einfacher Dekapitation yon Sprossen i x  oberen Sprol~teil s tart  und 
ist bei Kultivierung yon SproSstiicken auf ~s auch ohne Phytohormone 
im Substrat  zu linden. Allerdings kSnnen Phytohormone die Peroxidase-Neu- 
bildung bei den verschiedensten Pflanzen auf unterschiedliche Weise beeinflussen 
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Abb. 3. Ver~nderung des Peroxidase-Musters w~hrend der SproSdifferenzierung des Tabak- 
Callus. (Wie aus Abb. 1 und 3 ersichtlich, zeigt das Callusmuster gewisse Variationen. Es 
konnte inzwisehen gekliirt werden (unverSffentlicht), daI~ diese Callusmuster-Variationen 
physiologisch bedingt sind und mit Alter und Wuehsform des Callus in Zusammenhang 
stehen.) a anodische Trennung, k kathodische Trennung, GI--GIv (Isoenzymgruppen) 

(Lavee and Galston, 1968 ; Bireeka and Galston, 1970 ; Khan et al., 1972 ; Gaspar 
et al., 1973). 

W/~hrend der Proliferation des Spro6gewebes werden neben der Nenbildung 
der Banden yon G n und einem allm/~hlichen Anstieg der Gesamtaktivits 
Peroxidase die Banden der Gruppe G I yon den nrspriinglich 6 auI 3 reduziert. 
Es entsteht mit der fortschreitenden Entwicklung des Callus letztlich das typische 
,,Callusmuster", das aul~er den oben beschriebenen VerSmderungen noeh eine 
weitere ka~hodische Isoenzymgruppe (Giv) aufweist, die aber nur sehr schwach 
ausgepr/~gt und nicht immer nachzuweisen ist (Abb. 1 und Abb. 4). Der Callus 
wurde auf einem Medium nach Murashige and Skoog (1962) mit 2 mg IAA und 
0,05 mg Kinetin/1 in einem Rhythmus yon 4- -5  Wochen subkultiviert. 

Alle Peroxidase-Isoenzyme des Callus werden ins Ns abgegeben und 
k6nnen hier nachgewiesen werden. 

2. Spro/3di//erenzierung des Tabak-Callus 

Auf N/ihrbSden, die eine der in Tabelle 1 gegebenen /-Iormonzusammen- 
setzungen haben, differenziert sieh der Callus zu SproB nnd B15.ttern. ])as Wachs- 
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Abb. 4A--C. Peroxidase-Muster: (A) Callus undifferenziert (Callusmuster), kathodische Tren- 
hung (k) ; (B) Callus undifferenziert (Callusmuster), anodische Trennung (a) ; (C) Callus sproB- 

differenzierend (Differenzierungsmuster), anodische Trennung (a) GI--GIv (Isoenzym- 
gruppen) 

turn des Callus ist dabei gegeniiber den nicht differenzierenden, auf normMem 
Waehstumsmedium waehsenden Kontrollen deutlich verringert. Die Peroxidase- 
Gesamtaktivit/i t  bezogen auf Frisehgewicht oder 15sliches Protein nimmt jedoch 
stark zu (Abb. 2). Das Peroxidase-Muster/~ndert sieh w/thrend der Differenzierung 
zweimM. Zuniehst  werden im Verlaufe der Differenzierungsinduktion die Banden 
der Gruppe G I bis auf eine einzige sehwach aktive Bande reduziert. Entsprechend 
dem Anstieg der Peroxidase-Gesamtaktivit/~t werden die Aktivit/~ten der Gruppen 
G H und Giii gesteigert (Abb. 3 und 4). Ein bis zwei Woehen vor makroskopisehem 
Sichtbarwerden yon Knospen ist dieses Muster am deutliehsten ausgebildet. Es 
t r i t t  bei allen Nihrb6den (Tabelle 1) in derselben Auspr/igung auf, lediglieh der 
Zeitverlauf yon Musterbildung und SproBdifferenzierung ist offensiehtlieh vom 
vom IES-GehMt im Nghrboden abhingig (Abb. 5). 

Die zweite Anderung fgllt mit  dem Siehtbarwerden der differenzierenden 
Sprogknospen zusammen. Die Aktivit/~ten der Gruppen G H und GIII nehmen 
wieder entsprechend der Gesamtaktivi tgt  ab und die Banden der Gruppe G I 
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Abb. 5. Abh~ngigkeit der Differenzieru~gsdauer yon der IAA-Konzentration im N~hrboden 

treten erneut auf (Abb. 3) und zwar in den auswaehsenden Sprossen. Trennt  man 
diese in einem fftihen Entwicklungsstadium (wenn der Callus noch nicht ganz 
und gar von den differenzierenden Sprossen durchwaehsen ist) yore Callus ab, so 
finder man in diesem nur das bekannte typisehe Callusmuster (Abb. 3). Das 
gesamte Isoenzymspektrum der ausdifferenzierten Pfl~nzchen s t immt mit  dem 
aus Samen angezogener Keimlinge iiberein (Abb. 3). Auch dieses Muster ist unab- 
hi~ngig yon der Art  der Wuchsstoffe im N~hrboden. Es unterscheidet sich yon dem 
Muster adulter Pflanzen ebenso wie das Keimlingsmuster dureh Anwesenheit der 
Isoenzymgruppe GII, die bei adulten Pflanzen (wie oben bereits erws in Spro{~, 
Blat t  und Blfite fehlt. Diese Untersuchungen zeigen, dal~ sich das Peroxidase- 
Muster unabhi~ngig yon der Art  der Induktion (Phytohormone im N~hrboden) 
nach der Art  der Differenzierung richter. 

In  der speziellen Auspri~gung des Peroxidase-Musters, des sogenannten 
,,Differenzierungsmusters", w~hrend der Knospeninduktion im Callus kSnnen 
Parallelen gesehen werdeu zu don yon Lee (1972) beschriebenen Muster~nderungen 
bei kiinstlieher odor hormonal gesteuerter Hemmung des Calluswaehstums. Um 
die Zusammenh~nge deutlicher zu machen wurden die folgeuden Experimente 
unternommen. 

3. A'nderung des Peroxidase-Musters bei Hemmung des Calluswachstums 

Kulturen yon Tabak-Callus auf Wachstums- oder Differenzierungsn~hrboden 
gezogen mit  10 -a M 5-FdUrd [nach Capesius und Bopp (1970) ein Hemmstoff  der 
DNA-Synthese und Zellteilung] fiihrte zum v511igen Stopp des Wachstums und 
der Differenzierung. ~hnliche aber nicht ganz so drastische Hemmungen des 
Callus-Waehstums liel~en sich durch Weglassen der t)hytohormone oder der Kohlen- 
hydrate  im N~hrboden erzielen. Unabhi~ngig vom N~hrboden und yon den Wachs- 
tumshemmung bedingenden Ursachen wurden analog den Versuchen yon Lee 
(1972) die Banden der schnell wandernden anodisehen Gruppe (GI) reduziert 
(Abb. 6). Bei den mit  5-FdUrd auf Differenzierungsn~hrboden gehemmten Calli 
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Abb. 6. Peroxidase-Muster bei ktinstlicher Hemmung yon C~lluswachstum und -differenzierung 
mit 5-FdUrd (10 -4 M) im N~hrboden, ~nodische Trennung (a). GI--GII (Isoenzymgruppen). 

(Vgl. dazu such Abb. 4) 

erfolgte der 13bergang am schnellstem Vielleieht addieren sich hier die wachstums- 
hemmenden Effekte yon 5-FdUrd und Differenzierungsn/~hrboden (vgl. oben). 

Bei der kiinstlichen Waehstumshemmung des Tabak-Callus unterbleibt auf 
jeden Fall ein Anstieg der Peroxidase-Gesamtaktivit/it und auch die ErhShung der 
Aktivit/iten der Gruppen GII und Gni. Das zeigt, dal~ bei der Differenzierung des 
Callus neben der eventuell mit der Wachstumshemmung in Zusammenhang 
stehenden Reduktion der Banden in GI noch andere, die Peroxidase deutlich 
beeinflussende Prozesse ablaufen miissen. 

Diskussion 

Beide Prozesse, die Dedifferenzierung yon Tabak-Sprol]gewebe zu Tabak- 
Callusgewebe und die gedifferenzierung yon Tabak-Callus zu Sprossen und Bls 
tern, sind mit eharakteristischen Anderungen der Peroxidase-Muster verbunden. 
Von den Jmderungen werden im wesentlichen die Zellw~nd-lokalisierten Iso- 
enzyme betroffen (vgl. Ms et al., 1974). Die vom Callus ausdifferenzierten 
Sprosse und B1/~tter zeigen gleiche Muster wie die Ausgangspflanzen. Beide 
Prozesse sind begleitet von einem starken Anstieg der Peroxidase-Gesamtaktivi- 
ts Die Dedifferenzierung wird mit der Ausbildung eines stabilen Callusmusters 
beendet. Fiir die Induktionsphase der gedifferenzierung ist ein sogenanntes 
,,Differenzierungsmuster" eharakteristisch, alas erst sp/iter in SprolL bzw. Blatt- 
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muster  fibergeht. Dieser letztere Ubergang,  der mit  einem erneuten Auft re ten  
der schnell wandernden anodischen I soenzyme verknfipft  ist, wurde /ihnlich ffir 
Embryo-differenzierendes Karot tengewebe beschrieben (Wochok and Burleson, 
1974). Alle I soenzyme der Gewebe werden auch in den entsprechenden N~hr- 
b6den naehgewiesen. I m  GGgensatz zu Ri tzer t  and Turin (1970) wurden keine 
I soenzyme gefunden, die nur  im N~hrboden auftreten. 

WiG durch kiinstliche H e m m u n g  des Calluswachstums naehgewiesen werden 
konnte,  k o m m t  das , ,Differenzierungsmuster" aufgrund zweier gegenlgufiger Pro- 
zesse zustande, einmal dem Abbgu  der schnell wandernden anodischen Banden,  
zum anderen der Aktivit i i tserhShung aller iibrigen Isoenzyme. I n  beiden Fs 
der Dedifferenzierung und der Redifferenzierung ist die Anderung des Peroxidase- 
Musters yon  der ausgelSsten Differenzierungsform (Callus, Sprol~, Blatt)  abhi~ngig 
(vergl. dazu Simola, 1973) und nicht  yon  der auslSsenden Faktorenkombina t ion  
(Phytohormone).  Die verschiedenen Muster sind demnaeh nicht  die direkten 
Folgen eines Hormoneingriffs  (vgl. hierzu Lavee and Galston, 1968 ; Gaspar et al., 

1973) und es l~St sieh keine Kausalbeziehung Phytohormon-Muster~nderung 
ableiten. 

Auf jeden Fall stehen die Muster~nderungen in Zusammenhang  mit  der Aus- 
bildung der Zellw/inde (M~der et al., 1974) wobei zu kl~ren bleibt, ob veri~nderte 
Peroxidase-Isoenzyme zur Ausbildung ver/~nderter Zellw/inde [eventuell tiber 
Ligninsynthese (Harkin and Obst, 1973)] beitragen oder ob sie in ver~nderten 
Zellw~nden Sekundi~rfunktionen wie IAA-Oxidat ion,  Infekt ionsabwehr  usw. 
iibGrnehmen. 

Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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