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Summary

Investigations on callus development and regeneration of Lycopersicon esculentum

Callus cultures of L. esculentum were successfully established on defined
nutrient media from young seedlings as well as from stem explants of young
plants. Regeneration of plantlets was regularly obtained from young callus of
medium growth (up to 309, of the explants). Optimum conditions for callus
growth and differentiation were different with respect to the nutrient solution
as well as the phytohormones supplied.

Zusammenfassung

Bei der Anlage von Kalluskulturen von L. esculentum auf definierten Néhr-
medien wurden sowohl mit jungen Keimlingen als auch mit Stengelgewebe
junger Pflanzen giinstige Erfolge erzielt. An jungem Kallus mittleren Wachs-
tums gelang eine regelméflige Regeneration von Pflinzchen (an maximal 309%,
der Explantate). Die optimalen Bedingungen fir Kallusbildung und Differen-
zierung waren sowohl hinsichtlich der Nihrlgsung als auch der Phytohormone
verschieden.

Einleitung

Da die Tomate eine unserer wichtigsten Nutzpflanzen ist, besteht wohl
erhebliches theoretisches und praktisches Interesse, bei Anlage von Gewebe-
kulturen zu einem raschwiichsigen Kallusgewebe auf definiertem Medium
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zu gelangen, sei es als Standardgewebe fiir physiologische Untersuchungen
oder als Ausgangspunkt fiir Studien zum Regenerationsverhalten.

Versuche mit Kalluskulturen aus Blittern liegen von PADMANABHAN,
Pappock & SHARP (1974) vor. Weitere Arbeiten, wie z. B. Furamy &
MacKinvey (1967) sowie DE Laneur & DE BRULINE (1976) verwendeten
chemisch nicht definierte Medienzusitze (Erbsenextrakt und KokosnuB-
milch).

Die Regeneration von Tomate wurde an Blattkallus (PADMANABHAN,
Pappock & SHEArP 1974, Bearr & Lestey 1976) und Stengelkulturen be-
schrieben (pE LaNeHE & DR Brumwe 1976). Auch aus haploiden Geweben
wurde versucht, Regenerate zu gewinnen (GrEssHorr & Doy 1972) was im
Einzelfall auch gelang. Es erschien daher von Interesse, bisher erzielte
Ergebnisse zu iiberpriifen und die Kallusbildung und Regenerations-
fiihigkeit verschiedener Ausgangsgewebe zu untersuchen.

Material und Methodik

Das Explantatmaterial stammte von der Sorte ,,Rheinlands Ruhm®.
In Einzelfillen wurden die Versuche auch mit der Sorte Moneymaker
durchgefiihrt, welche geringfiigig schlechteres Wachstum zeigten. Es wurden
Versuche mit Friichten, Blattern und Stengeln von Glashauspflanzen sowie
mit steril gezogenen Keimlingen durchgefiihrt.

Die Kulturen wurden, wenn nicht anders angegeben, auf Agar-
Agar-Substrat angelegt (0,89,). Die verwendeten Salzldsungen waren
MurassIGE & SKoO0G (1962) und StEINECK (Tab. 1).

Tabelle 1
Salzlgsung fiir Tomate nach STEINECK (1976)
Salz mMol/1
BN 500 ned massi ammes o 4,0
Ca (NOgy «vvvvreennnnns 0,5
CaHPO, wwovusswmasn sam 0,56
MeB0s. comns vanbands wos 1,0

Die Spurenelement-, Eisen- und Vitaminlésung wurde nach
MurasaIGE & Skooe (1962) verwendet, dazu 20 g/l Saccharose, 200 mg/l
Caseinhydrolysat, 50 mg/l myo-Inosit und 15 mg/l Polyvinyl-2-Pyrrolidon
(PVP) zur Bindung von Gerbstoffen (ScuNEIDER & HALLER 1970).

Die Kulturen waren bei 20—24° C und ca. 10.000 Lux (Radium-
Halogen-Metalldampflampe) im 16 Stundentag aufgestellt.

Zur Bestimmung des Wachstums wurde eine optische Klagsifizierung
angewendet, die eine rasche Beurteilung auch von einer groen Anzahl von
Kulturréhrchen gestattet und die Kultur in ihrer weiteren Entwicklung
nicht stort.



171

Folgende Einteilung wurde getroffen: tot — abgestorbene Explantate,
K, — Explantat ohne Kallusansatz, K; — geringer Kallusansatz an
einzelnen Stellen des Explantats, K, — miBige Kallusentwicklung an
mehreren Stellen, Ky — Kallusbildung auf gesamter Oberfliche des Explan-
tats, K, — starkes Kalluswachstum.

Ergebnisse und Diskussion

Die Explantate von Friichten entwickelten nur ganz geringen Kallus-
ansatz, Blitter von Freilandpflanzen erwiesen sich fiir sterile Kulturen als
wenig geeignet. Die Explantate von Stengeln und vor allem das Hypocotyl
von steril gezogenen Keimlingen hingegen brachten bei giinstiger Hormon-
kombination (Tab. 2) einen kréftigen raschwiichsigen Kallus hervor.,

Tabelle 2

Kallusbildung von Stengelexplantaten auf MurasHIGE & Sxo0oc — Medien mit
je 2 ppm Auxinen und 1 ppm Cytokinin wie angegeben sowie zusétzlich jeweils

1 ppm GA,4
‘Wuchsstoffe in ppm Ansatz- nach 6 Wochen
Auxin Cytokinin zahl tot K, K, K, K,
2,4-D Kinetin 19 — == 19 — o
IBS Kinetin 35 — 12 21 2 —
IESH+NES Kinetin 42 - 4 2 15 21
IES Kinetin 17 — — 13 4 —
NES Kinetin 18 — 2 3 13 -
NES BAP 33 1 - 32 — -

Explantate auf Medien mit IES produzierten einen harten, klein-
zelligen Kallus. Mit NES dagegen entwickelte sich ein weiches (wiBriges),
grofizelliges Gewebe. Mit IBS erhielten wir zwar helle, aber sehr kleine' Kal-
lusgebilde, mit 2,4-D ebenfalls kleinen aber dunklen briichigen Kallus
dahnlich wie bei Ersatz von Kinetin durch BAP. Die Kombination NES-
IES brachte grofizelligere und nicht so harte Kalli wie mit TES, die sich
aulerdem durch die hellere Farbung von den Ansitzen mit NES allein
abhoben.

Das Medium nach StEINECK schien fiir die Kallusentwicklung weniger
geeignet zu sein. So brachte die Hormonkombination NES und Kinetin
héufig keinen oder nur geringen Kallusansatz (von 38 Explantaten 8 K,
16 K, und 14 K,), wihrend die gleiche Hormonkombination im MURASHIGE &
Skoog-Néhrboden (Tab. 2) zumeist méaBige Kallusbildung erlaubte.

Bei Versuchen mit Wuchsstoffen in Konzentrationen bis 10 ppm
stellte sich guter Wachstumserfolg nur dann ein, wenn die Auxinkonzen-
tration mindestens doppelt so hoch wie jene des Kinetins gewithlt und auBer-
dem Gibberellin beigefiigt wurde. Bei hoherem Kinetingehalt kam es kaum
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zur Kallusbildung, aber auch bei mehr als 6 ppm Auxingehalt verfirbten
gich die Kalli braun bis schwarz und starben ab.

Samen, die auf MUurAsHIGE & SKoog-Medium (fliissig oder durch Agar
verfestigt) angekeimt wurden, begannen sich bald am Hypocotyl zu ent-
differenzieren und Kallus zu bilden (Abb. 1). Sie bestétigten im wesentlichen
die Ergebnisse der Stengelexplantate. So erhielten wir bei der Kombination
von je 1 ppm NES, IES, Kinetin und GA4 nach 4 Wochen von 22 Stiick
9 K,, 8 K, und sogar 5 K,.

Ein drei Monate altes und zweimal iiberimpftes Kallusgewebe (sowohl
vom Stengel als auch vom Keimling) zeigte im Mikroskop deutlich die Bil-
dung von Zellen, die in Form und Gréfle sehr verschieden waren. Dabei
auftretende groBe Zellformen wurden von Kant & HinpusranpT (1969)
als polyploid gedeutet (Abb. 2). Es bedarf mehrerer Passagen, bis das Ge-
webe eine annihernd einheitliche Struktur bekommt.

Mit diesem auf MurassiGE & Srooa-Medium kultivierten Kallus
wurden Regenerationsversuche gemacht, wobei sich nur die jungen Kul-
turen — einmal iiberimpfter Kallus, der maximal die Gréfie K, haben
durfte — als brauchbar erwiesen. Aus élteren oder grofleren Gewebekulturen
lieBen sich kaum Sprosse oder Wurzeln entwickeln. Vor allem erwiesen sich
dabei niedrigere Hormonkonzentrationen als zielfithrend (Tab. 3).

Tabelle 3

Verschiedene Hormonkombinationen mit Kinetin zur Regeneration auf
SteiNmck-Medium

Wuchsstoff (ppm) Stiick Wurzel- Sprof3-
IES [Kinetin GA, bildung bildung
2 1 1 18 4 1
1 2 0,5 24 3 2
1 0,5 0,5 24 24 3
0,6 1 0,5 20 8 7
0,3 0,1 0,1 21 11 6

Im Gegensatz zur Kallushildung war bei diesen Experimenten das
SteiNEcR-Medium dem von Murassier & SEoog ilberlegen. Dies ist
méglicherweise auf das Fehlen von Ammoniumionen im STEINTOR-Medium
zuriickzufithren. Eine Verringerung der Salzkonzentration im MurAsHIGE &
Srooe-Medium auf dhnliche Werte wic im SrriNEcE-Medium brachte
keinen Erfolg.

Néihrmedien ohne GAj; brachten den Kallus zum Absterben und ver-
hinderten so auch die SproBbildung. Von den Auxinen erwies sich IES fiir
die Regeneration am besten. Parallelversuche mit NES brachten im Ver-
gleich dazu nur halb so viele SproBentwicklungen und zeigten kaum Wurzeln.
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Bei Verringerung des Auxingehaltes unter 1 ppm (Tab. 3) und Steige-
rung der Cytokininkonzentration iiber jene des Auxinsg (Tab. 4) nimmt auch
die Sprofbildung zu. BAP diirfte dem Kinetin zumindest in Einzelfallen
{iberlegen sein, was mit den Ergebnissen von Bmarr & Lmsuey (1976)
itbereinstimmdt.

Tabelle 4
Verschiedene Hormonkombinationen mit BAP zur Regeneration auf
STEINECK-MEDIUM

Wuchsstoffe (ppm) Wurzel- SprofB-
IES BAP GA, Stiick bildung bildung
1 0,5 0,5 21 21 3
0,6 1 0,6 24 6 5
1 2 0,56 23 12 6

Als giinstig erwies es sich, Sprosse und Wurzeln nach ca. 6—8 Wochen
vorsichtig vom Kallus zu trennen und im Erlenmayerkolben nun in eine
MuorasuIGE & Sro0G-Nihrlosung halber Konzentration ohne Hormone zu
verpflanzen und erst spéter aus dem sterilen Milieu auf Glashauskultur um-
zustellen. Schlieilich gelang es auch, die Regenerate im Freiland weiter zu
kultivieren. Weder morphologische noch anatomische Unterschiede konnten
zwischen den Regeneraten und aus Samen gezogenen Tomaten festgestellt
werden.
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Abb. 1. Keimblitter und primérer Kallus am Hypokotyl einer 1 Monat alten
Kultur von sterilisierten Samen
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Abb. 2. Einige typische Zellformen eines 3 Monate alten Sekundirkallus (nach
einem Quetschpriparat)
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