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Summary

The influence of trace elements on the development of PVX in callus cultures
of tomato

Tissue cultures were established from stem explants of virus-free and
PVX-infected tomato plants (,,Rheinlands Ruhm*®). There was practically no
difference in primary growth. After several months in culture growth ceased
with PVX.-infected tissues.

PVX-infected tissue was cultivated on agar medium with concentrations
of Mn and Zn from 0 to 500 pmoles and 0 to 150 pmoles, respectively. Optimum
growth oceured with 100 or 200 pmoles Mn and 30 or 60 pmoles Zn. Virus
titres (PVX) in sap obtained from callus tissue supplied with normal amounts of
trace elements (100 ymoles of Mn, 80 pmoles of Zn) were % or 145. With excess
Mn (200 pmoles) and a relative lack of Zn (60 pmoles) in the nutrient medium
virus titres decreased considerably in spite of undisturbed growth.

Zusammenfassung

Es wurden Kalluskulturen von Stengelexplantaten gesunder und PVX-
kranker Tomatenpflanzen (,,Rheinlands Ruhm*) angelegt. Im Anfangswachs-
tum zeigte sich kein wesentlicher Unterschied. Nach einigen Monaten Kultur-
dauer stellte das PVX-infizierte Gewebe das Wachstum ein.

PVX.infiziertes Gewebe wurde auf Agar-Nahrbéden mit Mn-Konzen-
trationen von 0—500 g,'MoI und Zn-Konzentrationen von 0— 150 Mol kultiviert.
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Das Wachstum war optimal bei 100 oder 200 Mol Mn und 30 oder 60 pMol Zn.
Der Virustiter (PVX) betrug im Pref3saft von Kallus bei normaler Spurenele-
mentversorgung (100 pMol Mn, 30 Mol Zn) etwa 1/ bis 15. Bei Mn-Uberschul
(200 pMol) und méaBiger Zn-Versorgung (60 pMol) war trotz ungestorten
‘Wachstums ein deutliches Absinken des Virustiters zu beobachten.

Einleitung

Es ist bekannt, dall Nukleinsiuren bestimmte Kationenbindungs-
affinitét zuzuschreiben ist (ZvBay & Doty 1958, Smack & Bymum 1959
sowie ALTMANN ef al. 1964). Der Ersatz von Wasserstoffbriicken durch
Schwermetallionen wurde von YAMANE & Davipgon (1962) und die Bindung
an Zucker von CHARLEY ef al. (1963) beschrieben. SchlieB8lich ist auch noch
die Méglichkeit der Komplexbildung eines Metalles mit Base und Phosphor-
gruppe als Liganden gegeben, wie von SMITH & ALBERTY (1956) sowie von
Avrvany, STEHLIK & KAINDL (1963) nachgewiesen wurde.

Untersuchungen von CHE0, Frissex & Siwsgrivzr (1959) an TMV-
RNS zeigten, daf die Infektivitit vom Spurenelementgehalt dieser Nuklein-
siure beeinflut wird und dafl hierin zwischen Wirts-RNS und Viren-RNS
ein Unterschied bestehen muB, da die TMV-RNS durch Metallionen stabi-
lisiert werden konnte. Zu dhnlichen Ergebnissen gelangten auch ALTMANN,
SteEHLIK & Kamwpn (1965) bei Versuchen an TMV-RNS mit Cu-, Zn- und
Mn-Tonen. Auch an Versuchen mit Kartoffel-X-Virus (PVX) fehlt es nicht
(SmatnA & Prrmrson 1973). An Tomatenkallus wurde von MURAKISHI
(1965, 1968) mit TMV gearbeitet. In dieser Arbeit soll die Beziehung
zwischen Tomatenkallus und den Tonen Mn sowie Zn iiberpriift werden.

Material und Methode
Kalluskulturen

Stengelexplantate von (mit PVX infizierten) Tomatenpflanzen der
Sorte ,,Rheinlands Ruhm* wurden auf dem Nihrmedium nach MURASHIGE &
Skoog (1962) mit je 1 ppm Indol-Essigsidure (IES), Naphthyl-Essigsiure
(NES), Gibberellinsdure (GA;) und Kinetin kultiviert (DANER-JEZIK &
ScamiprT 1979). Bei den Versuchen wurden die Konzentrationen der
Spurenelemente Mn und Zn modifiziert. Es wurden Spurenelementlésungen
ohne diese Elemente sowie bis zum Finffachen der Normalkonzentration
(100 M MnSO, bzw. 30 uM ZnS0,) verwendet. Alle Versuche wurden
sowohl mit primérem Kallus (vom Stengelexplantat abgetrennt) als auch
mit sekundidrem Kallus (nach einer weiteren Passage) durchgefiihrt. Zur
Bestimmung des Wachstums wurde eine optische Klassifizierung ange-
wendet, die eine rasche Beurteilung auch von einer groflen Anzahl von
Kalluskulturen gestattet und die Kultur in ihrer weiteren Entwicklung
nicht stort. Folgende Wachstumsklassen kamen zur Anwendung:

tot — abgestorbene Explantate,
K, — Explantat ohne Kallusansatz,
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K, — geringer Kallusansatz an einzelnen Stellen des Explantates,
K, — maBige Kallusentwicklung an mehreren Stellen,

K; — Kallusbildung auf der gesamten Oberfliche des Explantates,
K, — starkes Kalluswachstum.

Um zu einem Kallusgewebe mit moglichst gleichmiBigem Virusbefall
zu kommen, wurden Kalluskulturen von PVX.-kranken Stengeln angelegt.
10—12 Wochen alte Pflanzen wurden mit Karborundumpulver an drei
verschiedenen Blattern sowohl an der Blattunterseite wie auch an der
Blattoberseite verletzt und an dieser Stelle mit zwei Tropfen zentrifugiertem
Prefisaft von PVX-kranken Kartoffelpflanzen betupft. Nach 14 Tagen
wurde der Virustiter aus Fiederblittchen bzw. aus Stengelausschnitten
bestimmt. Der Virustiter in den Fiederblattchen betrug maximal 1/,., im
Durchschnitt 1/g,. In den Stengeln konnte zumeist nur ein Titer von 14,
gelegentlich von !/, erreicht werden. Bei den Pflanzen zeigten sich starke
Symptome wie Blattvergilbung, Ertragseinbulle und rasche Alterung.

Ergebnisse und Diskussion

Das Kalluswachstum ist naturgemill relativ groBen Schwankungen
unterworfen. Die Kallusentwicklung PVX-kranker Stengelexplantate auf
dem Normalmedium verlief zunéchst wie bei gesundem Ausgangsmaterial
mit teilweise starkem Wachstum. Nach 8 Wochen wurde das primére
Kallusgewebe abgetrennt und serologisch untersucht bzw. iiberimpft. Der
Primirkallus zeigte haufig einen Titer bis zur Stufe 14. Der weiter kultivierte
(sekundire) Kallus wurde in regelmifBigen Abstinden von 5 Wochen iiber-
impft bzw. einem serologischen Test unterworfen. Dabei zeigte sich, dal} im
Gegensatz zu gesunden Kulturen der PVX.-befallene Sekundérkallus etwa
nach der 3. bis 4. Passage das Wachstum komplett einstellte. Demzufolge
war auch meist nur eine geringe Viruskonzentration mit einem Titer bis
1/, feststellbar. Die starke Beeintrichtigung der Kallusentwicklung bei einer
Virusinfektion ist in Ubereinstimmung mit den Beobachtungen von
CrANDRA und HILDEBRANDT (1966).

Die Versuche mit verschiedenen Mangankonzentrationen zeigten, dal}
gsowohl beim priméren als auch beim sekundéren Kallus eine Mn-Konzen-
tration von 500 ypMol im Néihrboden das Kallusgewebe zumeist zum Ab-
sterben brachte (Tab. 1). Die iiberlebenden Gewebe kamen kaum iiber die
Stufe K, hinaus. Bei den Ansitzen ohne Mangan war zwar der Prozentsatz
der abgestorbenen Explantate geringer, aber auch hier zeigte sich nur in
wenigen Fillen miBiges Kalluswachstum. Unter diesen schlechten Wachs-
tumsbedingungen erscheint eine Aussage zur Virusvermehrung kaum mehr
sinnvoll. Die parallelen serologischen Tests zeigten auch eine negative oder
nur schwache Reaktion bei unverdiinntem PreBsaft. Ein Chi-Quadrat-Test
zur Uberpriifung von Unterschieden in der Haufigkeit der einzelnen Wachs-
tumsklassen bei verschiedenen Mangankonzentrationen im Néhrmedium

13*
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Tabelle 1
Kallusentwicklung bei steigender Mn-Konzentration im Ndhrboden

(Haufigkeit je Wachstumsklasse)

a) Priméarkallus

Mn pMol  tot K, K, K, K, K,
- 3 9 9 1 - —
100 — — — 6 7 8
200 — — 2 3 8 5
500 11 8 1 1 - =
b) Sekundérkallus
Mn pMol tot K, K, K, K; K,
- 4 10 12 2 - s
100 - — — 6 4 8
200 — - 2 5 10 B
500 11 T 2 2 — —

brachte sowohl beim priméren als auch beim sekunddren Kallus ein héchst
signifikantes Ergebnis (y2;; = 91 bzw. 96). Der Virustiter erreichte nur bei

der Normalkonzentration maximal 1/,,. Dariiber fiel er stark ab.

Auch bei den Versuchen mit verschiedenen Zinkkonzentrationen
zeigten die Wachstumsanalysen sowohl bei primérem als auch bei sekune
dérem Kallus signifikante bzw. hochsignifikante Unterschiede. Das Kallus-
gewebe scheint in seiner Entwicklung durch héhere Zinkmengen eher ge-
hemmt zu werden, was sich vor allem beim sekundiren Kallusgeweb-
deutlich bemerkbar machte (Tab. 2). Fast unabhéngig davon erreichte der

Tabelle 2

Kallusentwicklung bei steigender Zn-Konzentration im Néhrboden
(Haufigkeit je Wachstumsklasse)

a) Primérkallus

Zn pMol tot K, K, K K K
— - 2 4 12 5 1
30 — — 1 17 5 1
60 — 1 - 8 9 5

150 — 3 6 8 6 1

b) Sekundarkallus

Zn 1Mol tot K, K, K, K, K,
— 2 4 9 5 3 -
30 — 2 5 13 o —
60 - - 2 13 5 4

150 1 1 5 16 1 —
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Virustiter im Kallusgewebe zumeist die Stufe 1/, was ungeféhr der Virus-
entwicklung im normalen Medium entspricht. Eine Zinksteigerung bei
normaler Manganversorgung bringt demnach nur geringe Anderungen im
Virustiter, die etwa dem Wachstumsverlauf entsprechen.

Zur Uberpriifung méglicher Wechselwirkungen zwischen dem Mangan-
und dem Zinkgehalt in der Nahrldsung wurde ein Kombinationsversuch
angesetzt. Der Versuch wurde mit Primérkallus durchgefiihrt, da dieser
stirkere Wachstumsreaktionen zeigt. Bestimmt man den Median der
Wachstumsklassen (jene Wachstumsklasse, in der bei Aufsummierung der
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Abb. 1. Virustiter (PVX) in priméren und sekunddren Kalluskulturen von
Tomate in Abhéngigkeit von der Mn- und Zn-Konzentration des Néhrbodens

einzelnen Hiufigkeiten die Hélfte der Beobachtungen erreicht wird) so er-
hélt man in allen Féllen die Wachstumsklasse K,, auller bei der Behandlung
mit doppelter Mn-Menge und normaler Zn-Konzentration; in diesem Falle
ist der Median in der Wachstumsklasse K, zu finden. In Tab. 3 sind die
Medianwerte des Wachstums sowohl fiir den Mn-Zn-Kombinationsversuch
als auch fiir alle anderen Versuche zusammengestellt. Es zeigt sich dabei
eine gleichméBige Verteilung mit Ausnahme der bereits vorhin besprochenen
Extremwerte bei Mn-Mangel und nach Behandlung mit der fiinffachen
Mn-Konzentration.

In Abb. 1 wird dem Wachstum der durchschnittliche Virustiter in den
wichtigsten Behandlungskombinationen aus allen Versuchen gegeniiber-
gestellt. Man kann dabei eine Gruppe von Behandlungen herausgreifen, in
denen im Verhéltnis zu Zn starker Mn-UberschuBl besteht. Es sind dies
die Behandlungen mit 2 bis 4facher Mn-Versorgung und normaler bis
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doppelter Zn-Versorgung, wo ein Abfallen des Virustiters gegeniiber den
anderen Behandlungskombinationen deutlich zu ersehen ist. Wie die Unter-
suchungen von ALTMANN, STEHLIE & KAINDL (1965) bei TMV an Tabak
zeigen, iibersteigt in den Nukleinsiuren der Zn-Gehalt jenen des Mn,
inshesondere in der TMV-RNS. Nimmt man &hnliche Verhiltnisse fiir PVX
an, so kann die Beeintrichtigung der Virusvermehrung durch das un-
glinstige Mn-Zn-Verhiltnis hervorgerufen worden sein.

Tabelle 3

Mittlere Wachstumsklassen (Median) in priméren und sekundéiren Kallus-

kulturen in Abhéngigkeit von der Mn- und Zn-Konzentration des Néhrbodens

(Erste Zeile Primérkallus, zweite Zeile Sekundérkallus; jeweils in der Reihen-
folge Mn-Versuch, Zn-Versuch, Mn-Zn-Versuch)

Zn Mn Mol
p.Mol — 100 200 400 500
= N o .
— Tl
30 K0 — — K3 K2 K2 K3 — K3 — — K2 tot — —
K0 — — K3 K2 — K3 — — _ - = tot — —
60 — K3 K2 — — K2 — — K2
— Y — PR i i
120 — e D — =KD - = EKZ
150 — K% =
— K2 —
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