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wahrscheinlich gemacht werden. Der Primérproze ist
vermutlich in allen Fillen der StoB von Elektronen
auf Neutralmolekile. Bei sehr geringen Energien
werden die Elektronen elastisch reflektiert, hohere
Energien fithren zur Anregung und Ionisierung der
Molekiile. Bei geniigend hohen Energien kénnen die
Reaktionen im Plasma also iiber angeregte Molekiile,
Molekiil- Jonen oder iiber durch Rekombination ent-
standene hochangeregte Molekiile bzw. die Zerfalls-
produkte dieser drei méglichen Spezies vertaufen.
Sowohl bei den Kohlenwasserstoffen wie bei den
Athern und Halogenverbindungen ist es mdoglich, auf
Grund der Reaktionsprodukte zwischen den ver-
schiedenen Reaktionsmoglichkeiten zu unterscheiden.
Bei den Kohlenwasserstoffen ist das Auftreten von
Benzylradikalen im Plasma spektroskopisch wahr-
scheinlich gemacht worden [11]. Auch die Reaktions-
produkte sprechen fiir ein intermedidres Auftreten
von Radikalen, die dann mit Neutralmolekiilen unter
Abspaltung eines Protons oder eines Alkylrestes rea-
gieren. Da jedoch im Plasma andere Produkte ent-
stehen als bei der Photolyse, verlduft die Reaktion
vermutlich nicht iiber ein angeregtes, sondern {iber
ein durch Rekombination entstandenes hochan-
geregtes Molekiil. Ein Reaktionsablauf tiber das
Benzylkation ist wegen der beobachteten geringen
Selektivitit unwahrscheinlich.

Bei den aromatischen Athern spricht die auBer-
ordentliche Selektivitit bei der Wanderung der
Alkylgruppe gegen einen radikalischen Mechanismus.
Das alleinige Auftreten von para- und ortho-Alkyl-
phenol 148t sich besser mit einem ionischen Mechanis-
mus vereinbaren. Derartige Alkyldther-Alkylphenol-
Umlagerungen sind in der flissigen Phase bekannt
und verlaufen bei sekunddren Alkylgruppen unter
Lewissdurekatalyse, bei tertidren schon beim Er-
wirmen. Primire Alkylgruppen wandern nicht,
doch erscheint unter den Bedingungen der Plasma-
reaktion auch eine Wanderung primérer Alkylgrup-
pen moglich. In Analogie zu den Umlagerungen in
fliissiger Phase, die nach einem ijonischen Mechanis-
mus verlaufen, darf man annehmen, daB die Um-
lagerungen im Plasma am Molekiilion erfolgen.

Bei der Umsetzung von Tetrachlorkohlenstoff zerfallt
vermutlich das angeregte Molekiil unter Abspaltung
eines Chloratoms in das Trichlormethylradikal, das
entweder zum Hexachloridthan dimerisiert oder unter
erneuter Chlorabspaltung in Dichlormethylen iiber-
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geht [12,13]. Aus dem Hexachlordthan und dem
durch Dimerisierung des Dichlormethylens gebildeten
Tetrachlordthylen entstehen dann durch erneute An-
regung oder durch Reaktion mit Dichlormethylen die
anderen, nur in geringen Mengen auftretenden Reak-
tionsprodukte.

Obwohl alle Schliisse auf den Reaktionsmechanismus
mit groBter Vorsicht gezogen werden miissen, machen
die Reaktionsprodukte in einem Fall den Ablauf tiber
ein hochangeregtes Molekill, im anderen {iiber ein
Molekiilion und im dritten iiber ein angeregtes Mole-
kill wahrscheinlich. Es ist daher nicht moglich, alle
Plasmareaktionen nach dem gleichen Schema zu for-
mulieren, vielmehr muf} bei jeder Umsetzung unter-
sucht werden, welches der méglichen instabilen Zwi-
schenprodukte eine Schliisselrolle spielt.

Die hier angefithrten Plasmareaktionen zeigen alle
relativ gute Ausbeuten, die durch Optimierung der
Reaktionsbedingungen sicher oft noch verbessert wer-
den koénnen, und fithren zu einheitlichen Produkten
oder Mischungen aus wenigen Komponenten. Da die
Umsetzungen im Plasma vielfach andere Verbindun-
gen liefern als die Photolyse oder Pyrolyse und der
apparative Aufwand nur gering ist, verdient die Plas-
machemie auch priparatives Interesse und es ist an-
zunehmen, daB solche Umsetzungen in den kommen-
den Jahren als Synthesemdglichkeit in zunehmendem
MaBe an Bedeutung gewinnen werden.

Herrn Dr. W. Riepg, Institut fir Spektrochemie, Abt. Massen-
spektrometrie, Dortmund, danken wir fiir die Aufnahme und
Deutung der Massenspektren, der Deutschen Forschungsgemein-
schaft und dem Fonds der chemischen Industrie fiir finanzielle
Unterstiitzung dieser Arbeiten.
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Morphogenese in Gewebe- und Zellkulturen

J. REINERT

Pflanzenphysiologisches Institut der Freien Universitdt Berlin-Dahlem

Zellen hoherer Pflanzen sind deshalb fiir morpho-
genetische Untersuchungen geeignet, weil sie — im
Gegensatz zu den tierischen Zellen hoherer Tiere —
in der Lage sind, neue Organe oder sogar voll-
stindige Pflanzen zu bilden, auch wenn sie in vitro
kultiviert werden. Derartige Kulturen gestatten
eine weitgehende Kontrolle duBerer Faktoren und

dariiber hinaus koénnen Korrelationen ausgeschaltet
werden, welche bei intakten Pflanzen die Versuchs-
bedingungen sehr komplizieren kénnen. Das gilt be-
sonders fiir die apikale Dominanz, d. h. den Einflu3
der embryonalen Gewebe in Sprofi- und Wurzelspitze
auf das Wachstum und die Differenzierung der
basalen Teile.
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Die Bedeutung von Zell- bzw. von Gewebekulturen fiir Unter-
suchungen {iber die Form und Gestalt von Pflanzen ist schon vor
65 Jahren von HABERLANDT [1] mit iiberraschender Sicherheit
intuitiv erfaBt und klargestellt worden. HABERLANDT war damals
aber nicht in der Lage, seine Voraussagen zu beweisen, weil er mit
ungeeigneten Objekten und unter unzureichenden Voraussetzungen
arbeitete. Er experimentierte mit spezialisierten, chlorophyll-
haltigen Zellen, Objekten, deren Kultur auch jetzt noch Schwierig-
keiten macht. Auch fehiten ihm Wachstumsfaktoren. Wenn man
heute die unterschiedlichsten Gewebe aus hoheren Pflanzen kulti-
vieren kann, dann beruht das hauptsidchlich auf der Verwendung
von Explantaten mit embryonalen Zellen und auf der Tatsache,
daB neben Auxinen noch andere Wachstumsfaktoren zur Ver-
fiigung stehen.

Nihrmedien

Gewebe- und Zellkulturen aus Pflanzen wachsen in
der Regel auf einfachen, chemisch eindeutig definier-
ten Nihrmedien, die Zucker, Nihrsalze, Spuren-
elemente und Auxine enthalten, dazu kénnen noch
Hormone, Aminosiuren und Vitamine kommen. Es
besteht also ein wesentlicher Unterschied zu den
Zellen hoherer Tiere, die in der Regel nur in Nihr-
medien kultiviert werden kénnen, die komplexe Kom-
ponenten enthalten.

Die Regel, daB Gewebe und Zellen auf einfachen, syn-
thetischen Nadhrboden wachsen, trifft allerdings nur
fiir die zweikeimblittrigen Pflanzen zu. Gewebe und
Zellen aus Monokotylen konnten bisher nur dann
zeitlich unbegrenzt in Kultur gehalten werden, wenn
die erwdhnten einfachen Medien durch komplexe
Komponenten, z.B. KokosnuBmilch, Malz- oder Hefe-
extrakt, ergdnzt wurden [2].

Zelldifferenzierung und Histogenese

Die Gewebe und Zellen, die sich auf, oder im Falle
von Suspensionen in den Nihrmedien entwickeln, be-
stehen zum groBten Teil aus parenchymatischen,
vakuolisierten Zellen, zwischen denen hiufig kleine
embryonale Regionen oder gréBere, Kambium-dhn-
liche Zonen, in vielen Fillen aber auch weitgehend
differenzierte Elemente liegen. Das koénnen sowohl
einzelne Tracheiden, wasserleitende Zellen mit ver-
holzter Wand (Fig. 1), als auch regelrechte Biindel aus
Phloemzellen, Elemente des Assimilattransportes, und
Tracheiden sein. Die Kulturen kénnen also aus sehr
unterschiedlichen Zellen bestehen, fiir deren Differenzie-
rung immer zwei Phasen bendtigt werden. Zuerst kommt
es zur Dedifferenzierung im urspriinglichen Explantat
und zur Bildung teilungsfihiger Zellen, die sich nur
durch ihre Vakuolen von denjenigen in den Meriste-
men intakter Pflanzen unterscheiden [3]. Dabei
koénnen praktisch alle lebenden Zellen, selbst so weit-
gehend spezialisierte Typen wie Collenchymzellen und
schon teilweise verholzte Faserzellen wieder reem-
bryonalisiert werden [4, 5]. Erst in der zweiten Phase
entstehen durch erneute Differenzierung die speziali-
sierten Zelltypen. Viele Gewebekulturen sind also per
se gute Beispiele fiir die weitgehende Erhaltung der
Potenzen und fir die Plastizitit der Form von
Pflanzenzellen. Es ist aber andererseits so, daB in
den Kulturen bei weitem nicht die Variationsmdog-
lichkeiten beobachtet werden, die fiir die Differenzie-
rung der Zellen intakter Pflanzen bekannt sind.

Diese Differenzierung kann durch verschiedene Fak-
toren kontrolliert werden. Tracheidale Zellen sind
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z.B. durch die Pfropfung von Cichorienknospen auf
Gewebekulturen aus dem SproB der gleichen Pflanze
induziert worden. Unter der Pfropfung stieg zuerst
die Zahl der Mitosen an und erst dann entwickel-
ten sich daraus Reihen tracheidaler Zellen [G]. Das
gleiche lieB sich auch durch lokalisierte Zufiihrung
von Auxin und Rohrzucker zu homogen parenchy-
matischen Kulturen aus Fliedersprossen erreichen [7].
Mit denselben Objekten ist spiter gezeigt worden,
daB durch das Mengenverhiltnis von Auxin und Rohr-
zucker auch festgelegt werden kann, ob Tracheiden-oder
Phloemzellen entstehen. Unterschiedliche Auxin-Kon-
zentrationen (0,05 mg/l, 1 mg/l) resultierten tiberdies
in einer unterschiedlichen Lokalisierung der trachei-
dalen Zellen, d. h. diese entwickelten sich bei geringer

Fig. 1. Tracheidale Zellen im Parenchym von Kulturen aus Haplo-
pappus-Keimlingen

Konzentration in unmittelbarer Nihe, bei der héheren
dagegen in einiger Entfernung vom Ort der Zufith-
rung [8]. Neben Auxinen und Rohrzucker hat sich an
anderen Objekten, Karotten- [9] und Tabakge-
webe [10], das Kinetin (6-Furfurylaminopurin) als
determinierender Faktor erwiesen und zwar loste es in
beiden Fillen eine Steigerung der Zahl lignifizierter
Zellen aus. Andererseits konnte mit der gleichen Ver-
bindung, genau so wie mit Auxin, aber auch die
Bildung verholzter Zellen in Kulturen aus Tabak-
geweben gehemmt werden [11]. Die Wirkung von
Hormonen und von anderen Faktoren ist also variabel
und trifft nicht fir alle Kulturen in der gleichen Weise
zu. Mit diesen Ergebnissen steht die Beeinflussung der
Differenzierung durch diese Verbindungen fest, es ist
aber bis jetzt kaum zu entscheiden, ob die Hormone
dabei direkt oder nur mittelbar iber die Induktion
der Teilungsfahigkeit der Zellen wirksam werden
M1, 12].

Organogenese

Sehr viel spektakuldrer als die Differenzierung von
einzelnen Zellen oder von Zellgruppen ist die Bildung
vort Organen und ganzen Pflanzen. Derartige Regene-
rationen sind — bedingt durch die Vorteile bei der
Kultur — hauptsdchlich an Kulturen aus dikotylen,
aber nur in wenigen Fillen an Geweben aus mono-
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Fig. 3. Medianer Schnitt durch eine junge Wurzel an einer Gewebe-

kultur aus Erbsenwurzeln

=
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Fig. 4. Bildung meristematischer Zentren in Parenchymzellen von

Karottenkulturen. Die begrenzten, embryonalen Zonen entwickeln
sich spater zu Wurzelmeristemen

1cm

Fig. 5. Bliiten und Bliitenknospen an zwei Jahre alten Kulturen
aus Blittern von Crepis capillaris
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kotylen Pflanzen beobachtet worden. Am hiufigsten
kommt es zur Wurzelbildung; dabei ist es gleich-
giiltig, ob das verwendete Explantat aus einer Wur-
zel oder aus einem Sprofi stammt. Die meist regellos
itber die Oberfliche der Kulturen verteilten Wurzeln
sind monopolar, d.h. ihre Basis endet blind im Paren-
chym der Kulturen (Fig. 2 und 3). Das Wurzelmeri-
stem und die darunter liegenden Wachstums- und
Differenzierungszonen sind fast immer normal gebaut
und unterscheiden sich kaum von denjenigen intakter
Pflanzen.

Seltener als Wurzeln entstehen Knospen, Blitter oder
unbewurzelte Sprosse an Gewebekulturen. Es liegen
deshalb auch weniger sichere Beobachtungen {iiber
thre morphologischen und anatomischen Eigenschaften
vor. An mehreren Objekten, Kulturen aus Tabak-
pflanzen [13] und aus jungen Sequoiastdmmchen [14],
sind aber monopolare Sprosse mit normaler Struktur
nachgewiesen worden. Daneben kénnen allerdings
auch an anderen Kallusgeweben, z.13. aus den Bldttern
von Agaven oder aus dem Parenchym von Tabak-
stengeln, Strukturen gebildet werden, die nur noch
als knospenartig bzw. als blattartig bezeichnet werden
koénnen [15, 16]. In wenigen Fillen, z. B. an Kulturen
aus Convolvolus-Wurzeln [17] und aus Karotten [18]
sind Wurzeln und Sprosse am gleichen Objekt fest-
gestellt worden.

Alle diese Organe entstehen nur selten aus priexistie-
renden Anlagen, ihre Primordien werden also de novo
gebildet. Bei ihrer Entstehung kommt es genau so
zuerst zur Dedifferenzierung und dann zur Re-
embryonalisierung von Gruppen reifer Zellen, wie es
schon fiir die tracheidalen Elemente beschrieben wor-
den ist, und es entstehen kleinere Meristeme (Fig. 4),
deren Zellen stark protoplasmahaltig sind und auf-
fallend groBe Kerne haben [3,17]. Vermutlich wird
erst danach determiniert, ob Wurzel- oder SproB-
anlagen aus diesen Zellgruppen entstehen. Erst einige
Zeit nach der Anlage der Meristeme zeigt sich auch die
Polaritit der Langsachsen dieser, sich organisierenden
Primordien; sie deckt sich mit der Richtung der Spin-
delfasern der Mitosen.

Waurzeln und Sprosse entstehen oft spontan an Ge-
webekulturen, auch wenn diese auf den einfachen,
basalen Medien nach WHITE oder GAUTHERET wach-
sen. Das gleiche trifft aber nicht fiir die Bildung von
Bliiten bzw. von Adventivembryonen zu, sie bendtigen
andere Bedingungen. Die Entstehung von Bliiten-
primordien in vitro und deren Weiterentwicklung zu
vollstandigen Bliiten (Fig. 5) ist erst vor relativ kur-
zer Zeit zum ersten Mal an Segmenten aus Tabak-
stengeln beobachtet worden [19, 20]. Bei diesen Unter-
suchungen entstanden Bliiten nur an &dlteren Seg-
menten, die blithreif waren, aber noch keine Primor-
dien hatten. An Geweben aus jiingeren Teilen ent-
wickelten sich jedoch nur vegetative Knospen. Uber
die Entwicklungsgeschichte dieser Bliitenanlagen lie-
gen noch keine exakten Befunde vor, es ist aber an-
zunehmen, daB sie dhnlich verlauft wie die anderer
monopolarer Regenerate. Bliitenbildung in vitro ist
neuerdings auch an Kulturen aus anderen Kurztags-
und Langtags-, sowie aus kiltebediirftigen Pflanzen
beobachtet worden. Dabei ist es gelungen, Bliiten-
primordien -durch Kilteperioden [21] bzw. durch ge-
eignete Lichtzyklen [22] zu induzieren.
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Embryogenese

Die Bildung von Adventivembryonen in somatischen
Zellen von Gewebekulturen beginnt ebenfalls mit der
Dedifferenzierung und Reembryonalisierung paren-
chymatischer Zellen, danach verlduft sie aber anders
als die Entwicklung der monopolaren Organe. Am
bekanntesten ist das Verhalten der Zellen aus Karot-
tenwurzeln, in denen Embryonen entstehen, deren
Entwicklungsstadien in frappierender Weise den-
jenigen dhneln, die nach der Befruchtung von Eizellen
gebildet werden [23-—25]. Diese Form der Embryo-
genese lduft nicht nur in Karottenzellen ab, sondern
sie ist jetzt fiir Arten aus verschiedenen Gattungen
nachgewiesen worden [26]. Die Fiahigkeit zur Em-
bryobildung, die sich in besonders starkem MalBe in
Kulturen aus Embryonen von Wildkarotten aus-
prigt [24], diirfte also eine weitverbreitete, vielleicht
sogar eine fundamentale Eigenschaft somatischer
Pflanzenzellen sein. Mit diesen Befunden ist auch
eines der weitgehendsten Postulate HABERLANDTS [1]
zur Totipotenz in vitro kultivierter Zellen verifiziert
worden, ndmlich ,die kinstliche Erzeugung wvon
Embryonen in vegetativen Zellen'".

Auf Grund des Verlaufes der Entwicklungsgeschichte
der Embryonen ist postuliert worden, dafl sie aus
einzelnen Zellen in den Karottenkulturen entstehen.
Entscheidend fiir diese Annahme war das Muster der
Zellteilung bei der Embryoentwicklung —es deckte sich
weitgehend mit dem Verlauf der Zellteilung bei der
Entwicklung von befruchteten Eizellen — und die Tat-
sache, daBl proembryonale Stadien, genau so wie die
Ei-dhnlichen Zellen, aus denen sie sich mit groBer Wahr-
scheinlichkeit entwickelt haben, von einer verstirkten
Zellwand umschlossen waren [23, 27] (Iig. 6—9).

Sehr viel weitergehende Folgerungen sind aus Be-
obachtungen an Suspensionen gezogen worden, die
aus Einzelzellen und Zellaggregaten bestanden [28].
Danach entwickeln sich isolierte Einzelzellen unmittel-
bar durch Segmentierung ohne Kallusbildung zu
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embryo-dhnlichen Gebilden und diese dann weiter zu
normalen Pflanzchen; also ein direkter Weg der Ent-
wicklung einer Pflanze aus einer isolierten Einzelzelle
ohne die Beteiligung anderer Zellen. Nachdem auf
Miéngel bei der Beweisfiihrung fiir diese Annahme
hingewiesen worden ist — die Einzelzellen in den
Suspensionen teilen sich in der Regel nicht [29] —

BT

Fig. 6. Ei-dhnliche, embryonale Zelle mit verdickter Zellwand aus
Karottenkulturen mit Embryonen

ist neuerdings auch festgestellt worden, da Embryonen
nicht aus isolierten Einzelzellen, sondern offenbar nur
in Zellaggregaten gebildet werden [30]. Mit diesen
Resultaten bleibt die Hypothese unbewiesen, nach der
die physiologische Isolierung von Einzelzellen die Vor-
aussetzung fiir das Freiwerden ihrer Potenzen und da-
mit fiir die Embryogenese in vitro ist [24].

Faktoven der Morphogenese

Trotz der Vielzahl der Beobachtungen iiber die Orga-
nogenese, lassen sich wenige Regeln daraus ableiten.
Meistens sind nur frisch isolierte bzw. kurzfristig

Fig. 7. Proembryo mit verdickten, peripheren
Zellwianden im Parenchym einer Karotten-
kultur

Fig. 8. Vollentwickelter Embryo aus einer
Karottenkultur. Diese Embryonen aus soma-
tischen Zellen sind normal gebaut

Fig.9. Junges Karottenpflinzchen mit Pri-
marblattern, Kotyledonen und etwas ver-
dickter Hauptwurzel aus einer Karotten-
kultur
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kultivierte Zellen in der Lage, Organe oder ganze
Pilanzen zu bilden, mit zunehmender Kulturdauer
nimmt diese Fahigkeit ab. Fiir die Embryobildung in
bestimmten Stdmmen von Karottengeweben — um
nur ein Beispiel zu nennen — tritt das nach rund
30 Wochen ein [31]. Daneben gibt es aber andere Kul-
turen z.B. aus Awmorphophallus, deren Fihigkeit zur
Formation von Organen offenbar zeitlich unbegrenzt
ist [32]. Aber auch das Gegenteil ist moglich, das
sind die gar nicht seltenen Kulturen, die ohne jede
Organisation wachsen. Auch das kann sich im
Verlauf einer mehrjdhrigen Kultur dndern. An Kul-
turen aus Kronengallen von Schwarzwurzeln kam
es z.B. erst zur Bildung von Wurzeln und Spros-
sen, nachdem sie jahrelang vollig undifferenziert ge-
wachsen waren [33]. Etwas Ahnliches ist an Virus-
induzierten Tumorgeweben beobachtet worden [34].
Diesem Verhalten der Kulturen, das vorldufig nicht
befriedigend erklirt werden kann, entspricht die In-
stabilitit des Genoms der Zellen der meisten Gewebe-
kulturen. Das hat sich schon bei dlteren cytologischen
Untersuchungen iber den unterschiedlichen Ploidie-
grad von normalen und Tumorgeweben gezeigt, be-
sonders eindeutig sind aber neuere Ergebnisse. Kallus-
gewebe aus dem Meristem von Erbsenwurzeln mit
doppeltem Chromosomensatz (2n) bestehen z. B. schon
wenige Wochen nach der Isolierung vorwiegend aus
tetraploiden (4 n) und z. T. sogar schon aus octoploiden
(8n) Zellen [35]. Ahnlich verhalten sich Kulturen
aus Haplopappussprossen [36], haploiden Pollenkor-
nern des Ginkgobaumes [37], aus dem Markparenchym
von Tabakstengeln [38] und viele andere Gewebe
[vgl. 39]. Wie hiufig dieses Phidnomen auftritt, das
geht am besten daraus hervor, da wenige Objekte,
niamlich Kulturen aus Knollen von Helianthus tuberosus
[39], aus Crepis capillaris-Blattern [40] und Medicago
sattva [41] bekannt sind, die nur den normalen, di-
ploiden Chromosomensatz enthalten.

In einjgen Fillen sind auch Parallelen zwischen Ver-
dnderungen des Genoms und der Féhigkeit zur Orga-
nogenese festgestellt worden. Kallus aus Erbsen-
wurzeln, der iiber eine lingere Periode Wurzeln mit
diploiden Meristemen gebildet hatte, verlor diese
Fahigkeit, nachdem ernur noch aus polyploiden Zellen
bestand [42]. Ahnlich verhielten sich Karottenkul-
turen, an denen nur Regenerate mit diploiden Meri-
stemen festgestellt werden konnten [43]. Die An-
nahme eines kausalen Zusammenhanges zwischen der
Eliminierung von diploiden Zellen und dem Verlust
der Fihigkeit zur Bildung von Organen, hat sich aber
als falsch erwiesen. Der klarste Gegenbeweis ist die
Tatsache, daB unter vergleichbaren Bedingungen auch
Whurzelanlagen mit polyploiden Meristemen entstehen
[35]. Gewebekulturen verhalten sich also genau so,
wie intakte Pflanzen, d.h. Endomitosen und die da-
mit verbundene Polyploidie miissen kein Hindernis
fiir die Auslésung und den Ablauf morphogenetischer
Prozesse sein [44]. Damit ist natiirlich eine Blockie-
rung durch andere Verinderungen des Erbgutes, z.B.
eine in manchen Fillen nachgewiesene hochgradige
Aneuploidy [35, 39] oder auch durch somatische Mu-
tationen nicht ausgeschlossen. Uberaus wichtig ist
auch der Befund, daB der Verlust der Fihigkeit der
Kulturen zur Organbildung reversibel sein kann
[33, 34]. Offenbar sind Kulturbedingungen und an-
dere, nicht-genetische Faktoren von EinfluB3, durch
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die ebenfalls die Manifestierung genetischer Informa-
tionen verhindert werden kénnte.

Aus den labilen Eigenschaften in vitro kultivierter
Zellen und Gewebe haben sich natiirlich Schwierig-
keiten fiir Untersuchungen iber die Kontrolle der
Morphogenese ergeben. Es ist — abgesehen von
wenigen Ausnahmen — nicht mdglich, mit dem glei-
chen System iiber lingere Perioden zu arbeiten; aus
diesem Grunde sind auch meistens frisch isolierte oder
relativ kurzfristig kultivierte Gewebe verwendet wor-
den. Die Suche nach Kulturen, deren Eigenschaften .
ilber Monate oder iiber Jahre stabil bleiben, gehort
deshalb noch immer zu den wesentlichen Aufgaben
auf diesem Gebiet.

Effekte physikalischer Faktorven auf die Differenzierung
und die Organogenese sind bisher nur wenig unter-
sucht worden. Es steht aber fest, daB3 Licht fiir die
Auslgsung und die Entwicklung von Bliten in
Gewebekulturen aus photoperiodisch reagierenden
Pflanzen notwendig ist [20]. Das gleiche gilt auch fiir
die Blihinduktion an Kulturen aus kiltebediirftigen
Objekten durch Perioden mit niedriger Tempera-
tur [21]. Licht kann auBerdem — zumindest bei
bestimmten Objekten — neben Zuckern und Auxin
die Rhizogenese wesentlich férdern [45]. Auch ein
Wechsel in der Konsistenz des Ndhrmediums kann
drastische Folgen haben, das hat sich mit Kulturen
aus genetisch bedingten Tumoren von Tabakbastarden
(Nicotiana glauca x Nicotiana langsdorffii) herausge-
stellt. Diese Kulturen wachsen auf einfachen synthe-
tischen Agarndhrb6éden als undifferenzierter Kallus,
wahrend sie untergetaucht, in einem fliissigen Me-
dium der gleichen Zusammensetzung, reichlich Knos-
pen und Sprosse bilden [46]. Schwaches Licht und
Temperaturen unter 25 °C verstdrken die Wirkung
des fliissigen Mediums, hohere Lichtintensititen und
hoéhere Temperaturen hemmen [47].

Schon die Zahl und die unterschiedlichen Eigenschaften
der wirksamen Faktoren sind ein Hinweis, daf3 die Reak-
tionen der Gewebe auf der Beeinflussung eines kom-
plexen Systems beruhen, in dem verschiedene, sich
gegenseitig beeinflussende Faktoren wirksam werden
kénnen. Das jetzt schon klassische Beispiel dafiir sind
Erfahrungen mit Kulturen aus dem Markparenchym
von Tabaksprossen [48], die bei einem bestimmten
Verhiiltnis der Konzentration des Auxins (3-Indol-
essigsiure, 2mg/l) zum Kinetin (6-Furfurylamino-
purin, 0,1 mg/l} als undifferenzierter Kallus wachsen.
Durch minimale Verdnderungen im Mengenverhiltnis
beider Verbindungen 148t es sich bestimmen, ob und
zu welchem Typ der Organogenese es kommt. Bei
hisherer Konzentration des Purinderivates (0,5 mg/l)
entstehen Knospen und bel geringerer (0,02 mg/l)
Waurzeln. In diesem Falle haben sich ebenfalls andere
Verbindungen als wirksam erwiesen; Adenin, Tyrosin
und hohe Phosphatkonzentrationen verstirken den
sproBbildenden Effekt des Kinetins und hemmen die
Forderung der Wurzelbildung durch das Auxin.

Der gleiche Mechanismus, bei dem Verschiebungen des
Konzentrationsverhiltnisses zwischen Auxin und Ki-
netin iiber die Organogenese entscheiden, ist jetzt
schon fiir eine Anzahl weiterer Objekte nachgewiesen
worden und anscheinend spielt das Auxin/Cytokinin-
System auch in der normalen Entwicklung eine Rolle,
denn in Chicoréwurzeln enthilt die Zone, die Knos-
pen regeneriert, relativ viel natives Cytokinin und
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in der Region der Wurzelbildung iiberwiegt das
Auxin [49].

Ob dieses Prinzip der Steuerung der Morphogenese
aber generell giiltig ist, ist eine noch offene Frage.
Zumindest kann das nicht ohne weiteres aus den
Resultaten iiber andere, in vitro ablaufende Pro-
zesse — die Embryobildung und die Formation von
Bliiten in vitro — abgeleitet werden. Als wesentlich
fiir die Auslésung der Bliitenbildung haben sich neben
dem Licht, ein relativ hoher Zuckergehalt, Cytokinin
und verschiedene Konstituenten von Nucleinsduren
(Adenin, Orotsiure) erwiesen. Auxine, Gibberelline
und Stickstoffverbindungen mit Ausnahme von Harn-
stoff, hemmten dagegen [20, 22]. Ahnliche quantita-
tive Relationen wie im Falle der Tabakgewebe, sind
fiir diese Verbindungen aber nicht nachgewiesen wor-
den. Die Systeme fiir die Knospen- und Wurzelbildung
bzw. die Formation von Bliiten sind also méglicher-
weise nicht identisch, obwohl sie die gleichen Kom-
ponenten enthalten.

Das gleiche diirfte auch fiir die Embryogenese in
vitro zutreffen. Der erste, eindeutige Nachweis der
Induktion und Entwicklung von Embryonen in
Karottengeweben ist durch mehrere sukzessive Ver-
dnderungen der Néihrmedien erreicht worden. Ent-
scheidend war dabei der Wechsel zwischen auxin-
haltigen und auxinfreien Medien und die Zufithrung
von Stickstoff in Form von Aminosiuren [23]. Diese
Befunde waren lange umstritten, sie haben sich aber
spiiter bestitigt [25, 31]. Dabei hat sich auch die An-
nahme, fiir die Embryogenese in vitro miisse Am-
moniumnitrat in den Ndhrmedien vorliegen [50), als
genau so unrichtig erwiesen, wie die Bedeutung, die
der KokosnuBmilch fiir diesen Proze8 zugeschrieben
worden ist [24]. Ammoniumnitrat konnte nicht nur
durch andere anorganische Stickstoffverbindungen [51]
sondern auch durch Aminosiuren ersetzt werden [52].
Gegen eine besondere Rolle der KokosnuBmilch
spricht die Tatsache der Embryobildung auf ein-
fachen, synthetischen Medien ohne diese Kompo-
nente [23, 51, 53]. KokosnuBmilch kann sogar die
Entwicklung von Embryonen in Gewebekulturen
hemmen [23, 49]. Forderungen lost sie offenbar erst
dann aus, wenn dltere Embryostadien austreiben [23].
Dieser Effekt kann tibrigens auch durch Kinetin er-
reicht werden [50].

Ausblick

Zum Schluf stellt sich die Frage, wo und wie duBere
und innere Faktoren, besonders aber die Phyto-
hormone in die Steuerung der Morphogenese ein-
greifen. Wir wissen bis jetzt nicht, ob durch sie nur
das Wachstum eines Systems in Gang gehalten wird
und dadurch mittelbar die Moglichkeit zum Ablauf
eines ,,Entwicklungsprogrammes’ gegeben ist, oder
ob die Hormone selbst genuine Teile der Maschinerie
fiir die Differenzierung sind und moglicherweise un-
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mittelbar das Muster der Genaktivierung bzw. ihrer
Repression bestimmen. Fiir die Losung dieser Fragen
diirften vor allem Untersuchungen mit Zellkulturen
wichtig werden.
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