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The addition of an adsorbent (activated charcoal) to plant cell suspension cultures often
decreases the growth rate, in a tobacco cell culture accompanied by alterations of protein content
and cell size. All these effects can be reversed in part or even totally after pretreatment of the

adsorbent with phytohormones.

Einleitung

Bei vielen Gelegenheiten ist Gewebekulturen das
Adsorbens Aktivkohle (AC) zugesetzt worden, so
zur Wachstumsverbesserung von Antherenkulturen
und zur Stimulierung von Embryogenesen. Die AC
adsorbiert aus den Medien Substanzen, die von den
kultivierten Zellen produziert und abgegeben wer-
den und dann Entwicklungsvorginge hemmen [1-3].
Beim Verfahren der Adsorbenskultur [4] wird das
Adsorptionsvermogen der AC sogar zur Gewinnung
sekundirer Pflanzenstoffe ausgenutzt.

Der Zusatz von AC zu Zellkulturmedien birgt
jedoch stets auch die Gefahr, dal wichtige Bestand-
teile der verwendeten Medien adsorbiert werden.

So konnte gezeigt werden, daB3 AC eine Reihe von
Substanzen adsorbiert, die fiir eine anhaltende Zell-
vermehrung der meisten Zellkulturen unentbehrlich
sind (Vitamine, Phytohormone) und damit Wachs-
tum und Entwicklung einer Zellkultur negativ be-
einfluf3t [5. 6].

Dieser Nachteil eines AC-Zusatzes kann sich be-
sonders bei solcher Kultur bemerkbar machen, bei
der die AC iiber eine lingere Zeitspanne in der
Zellsuspension verbleiben mufB. damit sie auf dem
Wege einer Gleichgewichtsbeladung Stoffwechsel-
produkte der kultivierten Zellen adsorbiert [4]. Es
wurde daher versucht, AC durch Inkubation mit
Phytohormonen und Vitaminen so mit diesen
Substanzen anzureichern, daB nach Zusatz der so
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vorbehandelten AC zum Kulturmedium Abwei-
chungen von der Normalkultur einer phytohormon-
heterotrophen Tabaksuspension moglichst gering
werden.

Material und Methoden

1. Stammkultur war eine Suspensionskultur von
Nicotiana tabacum L. cv. Maryland. Sie wurde
routinemifBig in einem MS-Medium mit 1 mg- 17!
a-Naphtylessigsiure (NAA) und 0.03 mg - 17' Kine-
tin (KIN) kultiviert [7]. Kulturbedingungen: 25 °C,
Dunkel, Schiittlerfrequenz 100 U - min™; wochent-
liche Passage von 4 ml Kultur zu 20 ml frischem
Medium in 200-ml-Flaschen.

2. Vorbehandlung der AC mit Phytohormonen
und Vitaminen

In der Regel wurde jeweils 1 g AC (granuliert;
2.5mm ; Merck, Darmstadt) mit 100 ml Losung
von MS-Makroelementen inkubiert, die je nach
Fragestellung verschiedene Konzentrationen von
NAA und/oder KIN enthielt. Vitamine wurden in
der 100fachen Normalkonzentration des MS-Me-
diums angeboten. Inkubationsbedingungen: pH 5.8:
21h  bei 25°C; Dunkel, Schiittlerfrequenz
100 U - min™".

Bei orientierenden Versuchen mit einzelnen
Phytohormonen wurden wihrend der Inkubations-
zeit zu verschiedenen Zeiten Losungsproben ent-
nommen und auf restlichen Phytohormongehalt
untersucht. Die  Phytohormongehalte ~wurden
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spektralphotometrisch bei 281 nm (NAA) oder
266 nm (KIN) bestimmt. Bei solchen Messungen
zeigt sich. dafl die Hormone rasch aus der Losung
verschwinden und von der AC gebunden werden.
Die Substanzabnahme in der Losung folgt einer
typischen Adsorptionsisotherme. Nach 6 h Inkuba-
tion sind bereits mehr als 99% der angebotenen
(50 mg - 17') NAA oder mehr als 90% des angebo-
tenen (20 mg-17") KIN verschwunden. Eine mehr
als 20-stiindige Behandlungsdauer sollte danach zur
Gleichgewichtsverteilung der Hormone zwischen
AC und Losung fithren.

Entsprechend wurde in weiteren Experimenten
AC fur 21 h mit Hormonen in MS-Makroelement-
Losung inkubiert, anschlieBend 4mal kurz mit glei-
cher Losung gewaschen und wieder in gleiche
Menge hormonfreie Makroelement-Losung iiber-
fuhrt. Unter den beschriebenen Inkubationsbe-
dingungen ist die Einstellung einer neuen Gleich-
gewichtsverteilung der Phytohormone zwischen der
zuvor beladenen AC und der frischen Losung nach
8 h erreicht. wie die photometrische Bestimmung
der Hormonkonzentrationen in der Losung im Ver-
gleich zu Eichkurven zwischen 0.5 und 50 mg- 17!
ergab. Fir KIN-AC stellte sich in der frischen
Losung die urspriingliche Gleichgewichtskonzentra-
tion wieder ein. wihrend fir NAA etwa die Hilfte
der urspriinglichen Konzentration gemessen werden
konnte. Es ist also damit zu rechnen. daf ein Teil
der NAA irreversibel an AC gebunden wird oder
einen Umbau erfihrt (Tab. I).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde fur alle Haupt-
versuche AC fiir 21 h vorbehandelt mit

NAA 0: 50: 100: 200; 300 mg-17*
KIN 0: 1. 10: 30: 50mg-17*

Tab. I. Adsorption von NAA und KIN aus MS-Makro-
elementlosung an AC und Freisetzung der Hormone aus
der AC in frische hormonfreie MS-Makroelementlsung.

Hormon Konzentrationen [mg - 17']

in der im Uberstand ~ nach 8 hin

Beladungs- nach 21 h frischem

16sung Medium
NAA 300 2.8 1.2

200 1,2 0.6

100 0.4 0.1 0,2
KIN 150 1.4 1.2

100 0.7 0.6

50 0.3 0.2

sowie allen moglichen Kombinationen dieser beiden
Hormone. Die solchermaBen vorbehandelte AC
wurde im Kulturmedium autoklaviert und diente als
einzige Hormonquelle fur die Zellkultur.

3. Zellkultur in Gegenwart von AC

4 ml einer 1 Woche alten Stammkultur (s.0.) wur-
den in 20 ml hormonfreies Medium mit 0.2 g AC
(vorbehandelt oder nicht) passagiert und unter den
genannten Bedingungen fir 1 Woche kultiviert. Als
Kontrollen dienten Ansitze mit hormonhaltigem.
AC-freiem Medium.

In einigen Experimenten wurde die Menge zuge-
setzter AC auf 1g pro 24 ml Medium erhoht, um
mogliche Wachstumshemmungen zu verstirken.

4. Frischgewichtsbestimmungen

Der Inhalt der Kulturgefile wurde von der AC
abdekantiert und fir 4 min mit einer Wasserstrahl-
pumpe abgenutscht. Auf dem Filter angesammelte
Zellen und Aggregate wurden abgeschabt und ge-
wogen.

Fiir die Erstellung einer Wachstumskurve wurde
alle 2 Tage eine Flasche geerntet und zur Frischge-
wichtsbestimmung verwendet.

5. Proteinbestimmungen

1 g Zellen wurden in der Kilte mit Seesand und
3ml P-Puffer (50 mM, pH6.8) zermorsert und
15 min bei 5000 U/min abzentrifugiert. 0.2 ml des
Uberstandes wurden mit 2 ml Bradford-Reagens [8]
versetzt und nach 10-20 min bei 595 nm photo-
metriert. Die angegebenen Proteinmengen er-
rechnen sich aus einer Eichkurve, die unter Ver-
wendung von Rinder-Serumalbumin gewonnen
wurde.

6. ZellgroBenbestimmungen

0.5 g Zellen und Zellaggregate wurden mit 6—8 ml
eines Gemisches aus 30% H,0, und Essigsdure
(1:1) versetzt und fir 24 h bei 60 °C inkubiert [9].
Die weitgehend mazerierten Aggregate wurden
durch Aufziehen in eine Injektionsspritze voll-
stindig mazeriert, die Zellingen mikroskopisch bei
einer Vergroferung von 100fach mit Hilfe eines
Okularmikrometers vermessen.
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Tab. II. Frischgewichtszunahme pro Woche. Proteingehalt und ZellgroBen in Abhéngigkeit von
der Vorbehandlung zugesetzter AC (0.8%) mit NAA. Ausganfsgewicht 0.65 g pro Ansatz; Endge-

wicht bei MS: 6.1 g pro Ansatz. Angegeben Mittelwerte aus
dardabweichungen.

xperimenten, in Klammern Stan-

Medium Frischgewichts- Proteingehalt max. Zelldnge/
bzw. Zusatz zunahme [%] [mg - g7! Frischgew.] haufigste Zellinge
[um]

MS 100 (-) 1,27 (0,22) 800/150
MS+AC 72,2 (17,2) 0,99 (0,35) 1150/220
MS-H 85.9 (9.5) 0.85 (0.36) 1170/370
MS-H+AC

vorbeh. mit

0mg- 17" NAA 68.5 (13.9) 0,82 (0.15) 1050/270

50 mg - 17' NAA 72,3 (5.4) 1.14 (0.19) 710/170

100 mg - 1™ NAA 48.5(13.2) 1.28 (0.11) 500/130
200 mg - I7' NAA 35.3 (5.6) 1.47 (0.18) 390/110
300 mg - 17" NAA 29.3 (8.0) 2.06 (0.56) 390/110

MS = Vollmedium mit Hormomen (s. Methodik, Abs. 1).
MS - H=Medium ohne Hormone.

Ergebnisse
1. Wachstum der Zellkultur

Die verwendete Zellkultur von N. rabacum wichst
unter den angegebenen Bedingungen mit einer
Generationszeit von ca. 35 h wihrend der log-Phase.
Bei wochentlicher Passage steigt das Ausgangsge-
wicht 8—10fach an. In der nach 8-10 Tagen ein-
setzenden stationdren Phase flillen die Zellen das
Kulturmedium vollstandig aus, die Kultur verfestigt
sich. Sie besteht aus Einzelzellen bzw. Zellaggrega-
ten und weist ausschlieBlich meristematische und
parenchymatische Zelltypen auf. Weitergehende
Zelldifferenzierungen wurden nie beobachtet.

2. Kultur der Zellen in Gegenwart von AC

Zusatz von unbehandelter AC (0.8%) zum
kompletten MS-Medium bewirkt eine Reduktion
des erreichten Frischgewichts. Zugleich wird der
Proteingehalt/Frischgewicht reduziert, und die
Zellen werden verldngert (Tab.II). Werden in
einem hormonfreien Medium die Hormone durch
Zugabe verschieden vorbehandelter AC angeboten,
zeigen die Zellen ein abweichendes Verhalten:

Je hoher die iiber AC angebotene NAA-Konzen-
tration ist. desto geringer ist das in 1 Woche er-
reichte Frischgewicht der Zellen. Bei einer Ver-
wendung von AC, die mit der hohen Konzentration
von 300 mg-1™" NAA vorbehandelt wurde. wird
schiieBlich nur noch ein Drittel des Frischgewichts
der Kontrollen erhalten (Tab. II), entsprechend dem

Verhalten von Standardkulturen bei iiberoptimaler
Auxinkonzentration [10]. Zugleich nehmen mit zu-
nehmender NAA-Konzentration in der AC die max.
Zellinge und die hdufigste Zellinge ab. der Protein-
gehalt/Frischgewicht steigt bis auf das Doppelte an
(Tab. II). Zusatz von AC, die mit 50 mg- 17" NAA
vorbehandelt wurde, fithrt im Hinblick auf durch-
schnittliche ZellgroBe und Proteingehalt/Frischge-
wicht die Werte der Kontrolle (komplettes MS-
Medium) wieder ein, die Frischgewichtszunahme
pro Woche wird dagegen durch die verwendeten
vorbeladenen ACs nicht normalisiert.
Unterschiedliche Vorbehandlung der eingesetzten
AC mit KIN beeinflu8t die hier untersuchten Para-
meter der Zellkultur nicht, da die verwendete Kul-
tur nur einen geringen Cytokininbedarf hat. Daher

Tab. I1I. Frischgewichtszunahme/Woche Kultur in MS-
Vollmedium bei Zusatz von 4% AC mit unterschiedlicher
Vorbehandlung. Ausgangsgewicht: 0.58 g pro Ansatz; End-
gewicht in MS: 5.5 ¢ pro Ansatz. Angegeben Mittelwerte
aus 3-6 Experimenten. in Klammern Standardabwei-
chung.

Medium bzw. Zusatz Frischgewichts-

zunahme [%]

MS 100 (-)
MS+ AC, unbehandelt 7.7 (13)
MS+ AC, vorbehandelt mit
Omg- 17" NAA/30 mg - 17! KIN 1.6 (1.8)
50mg- 17 NAA/30 mg - I7* KIN 53.4(21.6)
300 mg- 17" NAA/30 mg - 17* KIN 22,4 (15.0)
50mg- 1" NAA/30 mg - 17" KIN/VIT  58.3 (16.8)
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wurden Daten flir Experimente mit unterschied-
lichen Cytokininkonzentrationen nicht gegeben.
Wird die AC-Menge im Medium von 0.8 auf 4%
erhoht. verstirkt sich die Hemmung der Frischge-
wichtszunahme erheblich (vgl. Tab.II und III).
Diese Hemmung kann durch Zusatz der als giinstig
erkannten. mit 50 mg - 17' NAA beladenen AC zum
Teil wiederaufgehoben werden (Tab. III). Beladung
der AC mit hoheren NAA-Konzentrationen oder
Vitaminen wirkt sich nicht zusitzlich positiv aus:
ebenso wird durch Zusatz von KIN allein — wie im
Experiment mit 0.8% AC — das Wachstum der
Kultur nicht normalisiert (Tab. III).

Diskussion

Zusatz von 0,8% AC zu einer wachsenden Zellkul-
tur von N. tabacum reduziert die Frischgewichtszu-
nahme. Diese Reduktion verstarkt sich mit steigen-
der Menge zugesetzter AC und ist interpretierbar als
Folge der Adsorption der Phytohormone des Me-
diums an die AC. Argumente fiir diese Deutung
liefert die in der Einleitung genannte Literatur. Die
Reduktion der Frischgewichtszunahme wird beglei-
tet von einer Steigerung der ZellgroBe und einer
Abnahme des Proteingehaltes der Zellen, beides
Symptome der Zellseneszenz [11].

Der Einflul von AC auf die untersuchten Kultur-
parameter kann durch Vorbehandlung der AC mit
geeigneten  Phytohormonkonzentrationen  riick-
gingig gemacht werden: Bei Verwendung geringer
AC-Mengen (0.8%) ist die Normalisierung bei be-
stimmten Konzentrationen hinsichtlich Proteinge-
halt und ZellgroBe vollstindig. wihrend die Frisch-
gewichtszunahme reduziert bleibt (Tab.II). Bei
Verwendung hoherer AC-Konzentrationen (4%.
stirkere Wachstumshemmung) wird auch die
Frischgewichtszunahme durch Hormonbeladung
der AC teilweise normalisiert (Tab. III). Moglicher-
weise beruht die verbleibende Hemmung auf dem
Entzug von Konditionierungsfaktoren.

Fiir die Produktion von Sekundirstoffen in
Fliissigkeitskulturen ist eher der physiologische Zu-
stand der Zellen (hier Gro3e und Proteingehalt als

Beispiel) ausschlaggebend als eine hohe Zuwachs-
rate. Deshalb liefert die Vorbeladung des Adsorbens
mit Phytohormonen die Voraussetzungen, das Ver-
fahren der Adsorbenskultur. welches fur eine hor-
monautotrophe Tumorkultur entwickelt wurde [4].
auch auf hormonbediirftige Suspensionskulturen
auszudehnen.

Dariiber hinaus bietet sich allgemein AC als
Reservoir fiir Phytohormone (oder evtl. weitere
Substanzen) in Suspensionskulturen an: Wird das
Medium fur eine Zellkultur in konventioneller
Weise hergestellt. ist die Konzentration der angebo-
tenen Hormone ausschlieBlich fir den Passagezeit-
punkt bekannt. Innerhalb von wenigen Stunden
setzt in der Kultur eine rasche Metabolisierung der
Hormone ein: Glykosidierung von 2.4 D [12] und
Akkumulation in der Vakuole [13], Konjugation von
2.4 D mit Aminoséduren [14] sowie Decarboxylierung
von IAA [15] sind nur einige Beispiele. Der aktuelle
Hormongehalt des Mediums ist zu jedem spiteren
Zeitpunkt weder bekannt noch konstant. Verwen-
dung phytohormonbeladener AC in solchen Kul-
turen kann iiber lingere Kulturzeiten hinweg flir ein
gleichmiBigeres Angebot an Hormonen sorgen. da
alle an AC adsorbierbaren Stoffe sich zwischen der
AC und dem umgebenden Medium nach einem
Gleichgewicht verteilen [16]. Anzustreben ist fur die
Erreichung des beschriebenen Ziels der hormon-
konstanten Medien die Verwendung weiterer, mehr
fur die Hormone spezifischer Adsorbentien an Stelle
von AC.

Der Vergleich von Tab. I mit Tabn. IT +1II belegt
dariiber hinaus, daf die fiir ein rasches Wachstum
notwendigen Hormonkonzentrationen der fliissigen
Medienphase bei konstanter Nachlieferung aus der
AC wesentlich geringer sein konnen als bei direkter
Einwaage ins Medium.

Die aktuelle NAA-Konzentration im Medium
betrdgt z.B. bei Verwendung einer mit 300 mg - 1™
vorbeladenen AC 1.2 mg- 17" (Tab. I). was etwa der
Ausgangskonzentration in der kohlefreien Kontrolle
entspricht. In der Adsorbenskultur ist diese Konzen-
tration jedoch schon weit iiberoptimal (Tabn,‘II
+111).
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