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auf die Fettsäurezusammensetzung der Kalluskulturen
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Abstract

Henzi T., Voland J., and Brändle R. (1989). Effects of low temperature on the fatty acid
composition of callus cultures of Cichorium endivia L. and Lactuca sativa L. Bot. Helv.
99: 189-195.

The fatty acid composition of callus cultures of salad vegetables differing in chilling-
sensitivity was analysed. A growth temperature of 12°C (8 h)/4°C (16 h) increases the
content of unsaturated linolenic acid and therefore the degree of lipid desaturation in
Cichorium endivia L. var. "Prima Rossa". This increased desaturation can be demonstrated

in the total lipid extract, in triglycerides, in phospholipids and in mitochondrial
lipids. The low temperature induced changes are reversible. Callus tissue returned to
25 °C after a period of low temperature treatment shows a fatty acid composition similar
to the original. The chilling-resistent Lactuca sativa L. var. "Arctic King" has a high
content of polyunsaturated fatty acids even at 25 °C which is unchanged at low growth
temperature.

Key words: Callus culture, Cichorium endivia L., chilling, fatty acids, lipids, Lactuca
sativa L.

Einleitung

Pflanzen aus kälteren Regionen weisen einen vergleichsweise höheren Anteil an
ungesättigten Fettsäuren auf als Arten der Subtropen und Tropen (Lyons 1973). Hohe
Gehalte an ungesättigten Fettsäuren in den Membranlipiden scheinen notwendig, um
den flüssig-kristallinen Zustand und damit die Fluidität und letztlich die Funktionstüchtigkeit

einer Membran oder eines Membranareals bei tiefen Umgebungstemperaturen
aufrecht zu erhalten (Christiansen 1984, Kuiper 1985). Eine wichtige Rolle kommt

dabei der dreifach ungesättigten Linolensäure zu. St. John und Christiansen (1976)
zeigten, daß bei Baumwollsetzlingen, die niedrigen Temperaturen ausgesetzt wurden, der
Gehalt an Linolensäure in den polaren Lipiden stark zunahm. Gleichzeitig nahm auch
die Erkältungs- oder „Chilling"-Resistenz zu. Ein spezifischer Hemmer der Linolensäu-
resynthese (Sandoz 9785) verhinderte nicht bloß die kälteinduzierte Linolensäurezu-
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nähme, sondern auch die „Chilhng"-Resistenz Genetisch bedingte Unterschiede im
Lmolensauregehalt stellten Horvath et al (1983) bei verschiedenen Gurkengenotypen
fest Die „chilhng"-resistenten Sorten wiesen höhere Lmolensauregehalte m den Phos-
phohpiden auf als die sensitiven Genotypen Wilhams et al (1988) wiesen nach, daß die
verstärkte Desatunerung nicht auf bestimmte Lipide beschrankt ist Alle wichtigen Blatt-
lipide von Brassica napus waren nach Inkubation bei niedriger Temperatur starker
desaturiert

In der vorliegenden Arbeit wurden die Fettsauremuster zweier unterschiedlich „chil-
hng"-resistenter Salatpflanzen untersucht Bei der resistenten Art handelte es sich um
Lactuca sativa L var „Arctic King", welche m Schottland angepflanzt wird Daneben
wurde das Fettsauremuster von Cichorium endivia L var „Prima Rossa" analysiert
Diese Pflanze wachst im Treibhaus unterhalb von 10 °C nur wenig Von beiden Pflanzen
wurden Kalluskulturen herangezogen Es ist bekannt, daß Kallusgewebe höhere Muta-
tionsraten aufweisen als ausdifferenzierte pflanzliche Gewebe Es bestand daher die
Hoffnung, mutierte Kalli mit höherem Desatunerungsgrad zu finden Regenerate, welche

leicht zu induzieren sind, konnten ,,chillmg"-resistenter sein
Kalluskulturen der beiden Arten, welche bei Temperaturen zwischen 4°C und 12 °C

wuchsen, wurden bezüglich der Fettsaurezusammensetzung des gesamten Lipidextrak-
tes, der Tnglyceridfraktion, einiger Phosphohpide sowie der Mitochondrienhpide verglichen

Die Resultate werden im Hinblick auf die unterschiedliche „Chilhng"-Resistenz
diskutiert

Material und Methoden

Oberflachensterilisierte Samen von Cichorium endivia L var „Prima Rossa" und Lactuca sativa
L var „Arctic King" wurden auf agarhaltigem (10 g/1) Nahrmedium zum Keimen gebracht Das
Keimungsmedium enthielt neben den Mikro- und Makroelementen (Murashige und Skoog 1962)
zusätzlich Saccharose (30 g/1), Glycin (2 mg/1), Thiamin (0,1 mg/1), Pyndoxal (0,5 mg/1), Niacin
(0,5 mg/1) und Meso-Inosit (100 mg/1) Nach 5 Wochen wurden Blatter und Stengel der Pflanzchen
m einer Sterilbank mit einem Skalpell m kleine Stucke zerlegt Diese wurden zur Induktion des
Kalluswachstums auf neue Petrischalen uberfuhrt Das Kallusmedium enthielt neben den Substanzen

des Keimungsmediums die synthetischen Hormone 2-Naphthylessigsaure (1 mg/1) und 2-4-
Dichlor-phenoxyessigsaure (0,5 mg/1)

Die Kulturen wurden im Dauerdunkel bei 25 °C und 75% relativer Luftfeuchtigkeit gehalten
Zur Kaltebehandlung brachte man die Kalli in einen Kulturschrank (Kuleg, Bern) Die Temperatur
betrug 12°C wahrend 8 h und 4°C wahrend 16 h, bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 75% Die
Kulturen wurden ebenfalls vor Licht geschützt Nach einer Kultivierungsdauer von 30-120 Tagen
wahrend der sich die Fettsaurezusammensetzung der Kontrollkalh nicht merkbar änderte, und
mehrfacher Übertragung auf frisches Medium wurden die herangewachsenen Kalli von den Schalen

genommen und auf ihre Fettsaurezusammensetzung hm untersucht
Die Lipidextraktion erfolgte nach Bligh und Dyer (1959) Nach dem Abdampfen des Losungs

mittels (Chloroform-Methanol) wurden die extrahierten Lipide m 0,5 ml Chloroform aufgenommen
und zur Methanolyse in verschraubbare Reaktionsgefaße uberfuhrt oder vorher mittels Dunn-
schichtchromatographie (Kieselgel 60, Merck) aufgetrennt Die Phosphohpide wurden dabei mit
Chloroform-Methanol-H20 (65 25 4) abgetrennt, die Triglyceride mit Petrolather-Diathylather-
Essigsaure (90 60 1)

Zur Abspaltung und Methyherung der Fettsauren wurde Bortnfluorid verwendet (Morrison
und Smith 1964) Die Fettsauremethylester wurden anschließend mit Pentan extrahiert und dunn-
schichtchromatographisch (Kieselgel 60, Merck) vorgereinigt Als Laufmittel diente ein Gemisch
aus Petrolather-Diathylather (9 1) Die Methylester wurden von den Platten abgekratzt und mit
Petrolather-Diathylather (1 1) eluiert



Botanica Helvetica 99/2, 1989 191

0)
CP
<L>

D
0
O
(0

50.. 25 C0Ut ISS 12/4°C (35d)
E88 12/4°C (12Qd)

40-

30-

20-

10-

1

I
(A)

hI
16:0 18:0/18:1 18:2 18:3

Abb. 1. Fettsäurezusammensetzung von Kalluskulturen von C. endivia var. „Prima Rossa" (A,
nach 35 d resp. 120 d Kältebehandlung) und L. sativa var. „Arctic King" (B, nach 30 d
Kältebehandlung), n 6 Experimente + S.D. Es bedeuten: 16:0 Palmitinsäure, 18:0 Stearinsäure,

18:1= Ölsäure, 18:2 Linolsäure, 18.3 Linolensäure.

Die Mitochondnen wurden nach der Methode von Day und Hanson (1977) isoliert. Die
Extraktion der Mitochondrienhpide und deren Aufarbeitung erfolgte wie oben beschrieben.

Die Fettsaurezusammensetzung wurde gaschromatographisch (Sigma 300 Dual FID, Perkin-
Elmer, Norwalk, Connecticut, USA) analysiert. Genau 0,5 pl Probelösung wurden dazu auf eine mit
10% DEGS gepackte Stahlsäule aufgetragen. Als Trägergas diente Stickstoffmit einer Flußrate von
30 ml/min. Die Säulentemperatur betrug 200 °C, der Injector und der Detector waren auf 220 °C
aufgeheizt. Der Gaschromatograph war mit einem Integrator (LCI-100, Perkm-Elmer) ausgerüstet,
welcher die Flächenprozente der Fettsäuremethylester-Peaks berechnete.
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Resultate

Die Inkubation bei niedriger Temperatur verlangsamte das Wachstum der Kalluskul-
turen von C endivia deutlich Eine Übertragung auf neues Medium war erst nach etwa
8 Wochen notig, wahrend die Kontrollkulturen bereits nach etwa 4 Wochen uberimpft
wurden Bei Kulturen von L sativa ergab sich kaum ein Unterschied im Wachstum
Abb 1A zeigt die Fettsaurezusammensetzung von Kallusgewebe von C endivia nach
mehrwöchiger Kaltebehandlung Die Lmolsaure macht bei allen Behandlungen den

Hauptanteil der Fettsauren aus Die 35tagige Kaltebehandlung fuhrt zu einer
signifikanten Zunahme des Linolensauregehaltes Anderseits laßt sich eine deutliche Abnahme
an gesattigten resp einfach ungesättigten Fettsauren feststellen Bei langerdauernder
Kaltebehandlung (120 Tage) wird der Lmolensauregehalt weiter erhöht, wieder auf
Kosten der gesattigten resp einfach ungesättigten Fettsauren

Auch bei der ,,chilhng"-resistenten Art, L sativa var „Arctic King", dominiert die
Lmolsaure (Abb 1B) Ihr Anteil betragt etwa 45% Im Unterschied zu C endivia ist aber
auch bei 25 °C der Gehalt an Linolensäure mit über 20% beträchtlich Eine 30tagige
Kaltebehandlung bewirkt keinerlei Veränderungen im Fettsauremuster Die prozentualen

Gehalte an allen untersuchten Fettsauren bleiben konstant
Abb 2 A und 2B zeigen das Fettsauremuster von C endivia nach Auftrennung der

Kalluslipide in verschiedene Lipidfraktionen Abb 2 A gibt die Verhaltnisse m der Tngly-
cendfraktion wieder, wahrend m Abb 2B das Fettsauremuster dreier nicht naher
identifizierter Phosphohpide dargestellt ist Beide Fraktionen zeigen dieselben Veränderungen,

die bereits im Gesamthpidextrakt von C endivia feststellbar waren Die Anteile der
gesattigten Fettsauren gehen zurück, wahrend diejenigen der ungesättigten zunehmen

Abb 2C enthalt die Fettsaurezusammensetzung von Mitochondnenlipiden aus Kal-
luskulturen von C endivia nach 30 Tagen Kaltebehandlung Auch hier wird, durch
Zunahme der Gehalte an mehrfach ungesättigten Fettsauren, eine markante Erhöhung
des Desatunerungsgrades erreicht

In einem weiteren Versuch wurden kaltebehandelte Kalluskulturen von C endivia

(40 Tage) wieder auf 25 °C Wachstumstemperatur (40 Tage) uberfuhrt Wie m Abb 3

dargestellt, scheint sich allmählich wieder das fur 25 °C typische Fettsauremuster
einzustellen Die Palmitinsäure hat den Ausgangswert wieder erreicht Der wahrend der
Kaltebehandlung stark erhöhte Gehalt an Linolensäure ist deutlich abgesunken Die
Gehalte an Lmol- und Stearinsäure hingegen unterscheiden sich noch geringfügig vom
Kontrollwert Der Lmolsauregehalt bleibt trotz der Überfuhrung auf 25 °C leicht unter
dem Kontrollwert, wahrend der Stearmsauregehalt noch etwas erhöht ist

Diskussion

Die Kalluskulturen der beiden untersuchten Salatpflanzen zeigen bei 25 °C
Wachstumstemperatur deutliche Unterschiede im Fettsauremuster Der Gehalt an mehrfach
ungesättigten Fettsauren betragt bei L sativa var „Arctic King" etwa 64% bei C endivia
var „Prima Rossa" lediglich 48% Der Grad der Desatunerung der Lipide scheint also

<
Abb 2 Fettsaurezusammensetzung der Triglyceride (A, nach 40 d Kaltebehandlung), der
Phosphohpide (B, nach 40 d Kaltebehandlung) und der Mitochondnenhpide (C, nach 30 d Kaltebehand¬

lung) von Kalluskulturen von C endivia var „Prima Rossa", n 5 Experimente +SD
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Abb. 3. Veränderungen der Fettsäurezusammensetzung von Kalluskulturen von C. endivia var.
„Prima Rossa" nach Kältebehandlung (40 d) und anschließender Inkubation bei 25 °C (40 d), n 5

Experimente +S.D.

mit der „Chilling"-Resistenz korreliert zu sein. Graham und Patterson (1982) weisen
aber darauf hin, daß diese Korrelation nicht immer gilt. Die Desaturierung könnte nur
eine Vorbedingung für die Ausbildung einer „Chilling"-Resistenz sein (Christiansen
1984).

Die „Chilling"-Temperaturen bewirken unterschiedliche Reaktionen bei den beiden
Arten. L. sativa, mit der ohnehin hohen Desaturierung, beläßt die Fettsäurezusammensetzung

unverändert. Dies gilt nicht nur für den Gesamtlipidextrakt (vgl. Abb. 1 B),
sondern auch für die Phospholipid- und die Triglyceridfraktion sowie für die Mitochon-
drienlipide (Resultate nicht dargestellt). C. endivia hingegen erhöht den Anteil an mehrfach

ungesättigten Fettsäuren als Reaktion auf den Temperaturstress. Die „Chilling"-
Temperatur fördert offensichtlich die Desaturierung der Lipide. Damit kann die
Membran bei tiefen Temperaturen funktionstüchtig bleiben (Mazliak 1981). Es gilt aber
zu beachten, daß der Großteil der Membraniipide kaum einen Phasenübergang vollzieht,
da die meisten pflanzlichen Fettsäuren ohnehin stark desaturiert sind. Es kommen allenfalls

einzelne, stark gesättigte Lipidareale in Frage (Bishop 1986). Diskutiert wird in
diesem Zusammenhang die Rolle des Phosphatidylglycerols (Murata 1983, Norman
et al. 1984), ein Lipid mit hohen Gehalten an gesättigten Fettsäuren. Man glaubt, daß
sich „chilling"-sensitive Pflanzen durch hohe Gehalte an gesättigten Phosphatidylglyce-
rolspezies auszeichnen.

Wie die Erhöhung des Desaturierungsgrades der Fettsäuren zeigt, ist C. endivia bloß
zu einer Akklimatisation an niedrige Temperaturen fähig. Das Ziel, eine Mutante mit
höherer Lipiddesaturierung und damit besserer ,,Chilling"-Resistenz zu selektionieren,
wurde nicht erreicht. Keine der untersuchten Kalluskulturen von C. endivia enthielt im
Anschluß an die Kältebehandlung einen permanent höheren Anteil an mehrfach
ungesättigten Fettsäuren, was als genetische Anpassung gedeutet werden könnte. Als nitratarme

Wintersalate, die ohne Gewächshausbeheizung auskommen, verfügen wir vorderhand

nur über bittere Sorten, wie L. sativa var. „Arctic King".
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