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Experiments concerning tumor transformation of plant cells or protoplasts need complete
knowledge of the effects of media components. Here inhibiting effects of cellulase Onozuka.
glucose, sucrose and mannitol (up to 0.3 M), of tissue culture media, and of the antibiotic aurco-
mycin on the tumor initiation process in Kalanchoe leaves are reported. Also the influence of these
substances on the growth of the tumor inducing Agrobacterium tumefaciens is studied. The
results lead to the design of conditions which should be favourable to in vitro transformation.

In tierischen Systemen kann eine Tumorinduk-
tion erfolgreich in vitro durchgefiihrt werden?! 2.
Bei Pflanzen ist dagegen bisher Tumorinduktion
an ganzen Individuen®* oder einzelnen Orga-
nen % moglich, nicht an Zellen oder Zellkulturen.
Die Bedingungen der Infektion mit dem tumor-
induzierenden Agrobacterium tumefaciens sind da-
her nur ungenau zu kontrollieren, die Analyse des
Infektionsvorgangs ist Experimente,
pflanzliche Protoplasten mit Agrobacterium zu
transformieren, sind fehlgeschlagen?, die Griinde
solcher Fehlschlige nicht analysiert. Sicher ist, daf}
wir nur unvollstindige Kenntnis von der Wirkung
von Protoplastenmedien auf die Pflanzenzelle, die
Bakterien und die Tumorinduktion haben. Es wurde
daher der Einflul von Substanzen, die man zur Be-
reitung und Kultur von Protoplasten verwendet, auf
die Tumorinduktion in situ (an Bléittern von Kalan-
choe) gepriift.

erschwert.

Material und Methoden

Agrobacterium tumefaciens, Stamm B6 (Bopp)
wurde in vollsynthetischem Medium ® oder in Nihr-
brithe kultiviert. Wafirige Bakteriensuspensionen
mit bekannter Zellkonzentration (gemessen als Egg)
wurden in verwundete Blitter von Kalanchoe daigre-
montiana inokuliert?, zu testende Substanzen dem
Inokulum zugesetzt und die gebildeten Tumoren 3
Wochen nach der Infektion ausgezahlt.

Als Gewebekulturmedien wurden Medium A und
AOK (ohne Wuchsstoffe)? verwendet.

Sonderdruckanforderungen an Dr. R. Beiderbeck. Botani-
sches Institut, D-6900 Heidelberg, Hofmeisterweg 4.

Ergebnisse

Jersuche mit Cellulase

Cellulase Onozuka R10, haufig fir die Produk-
tion von Protoplasten verwendet, hemmt die Tu-
morinduktion durch A. tumejaciens an Blattern von
Kalanchoe konzentrationsabhiangig (Tab. 1), dhn-

Tab. I. Wirkung verschiedener Konzentrationen von Cel-
lulase Onozuka R10, gelost in H,O, auf die Tumorinduktion.
Im Inokulum 10% Zellen von A. tumefaciens pro ml. An-
gegeben Mittelwerte aus je 3 Experimenten, in Klammern
Standardabweichungen.

Cellulase im
Tnokulum [mg/ml]

relativer Infektionserfolg
[Tumoren/Wunden]

0,82 (0,06)
0,69 (0,04)
0,38 (0,04)
0,32 (0,05)
0,20 (0,03)
0,06 (0,03)

QUTWN ~O

[

lich wirkt Cellulase von Roth. Beide Cellulasen
(0,25 —-1,0%) Wachstum von
Agrobacterium in vitro nicht, und Agrobacterien,

beeinflussen das

die in Gegenwart von Cellulasen gewachsen sind,
sind genauso infektios wie Kontrollbakterien (3 Ex-
perimente). Cellulasen sind also ohne Einflufl auf
die Infektionsfahigkeit der Bakterien.

Fir die Hemmung der Tumorinduktion ist es
entscheidend, ob die Cellulase gleichzeitig mit den
Bakterien, vor ihnen oder nach ihnen in die Wunde
gelangt (Tab. IT). Stets senkt die Cellulase das Aus-
maB der Tumorbildung, wenn sie sich zusammen
mit Agrobacterium im Inokulum befindet, unabhén-
gig davon, ob in eine frische Wunde inokuliert wird

Dieses Werk wurde im Jahr 2013 vom Verlag Zeitschrift fiir Naturforschung
@ @ @ in Zusammenarbeit mit der Max-Planck-Gesellschaft zur Férderung der
BY ND Wissenschaften e.V. digitalisiert und unter folgender Lizenz veréffentlicht:
Creative Commons Namensnennung-Keine Bearbeitung 3.0 Deutschland
Lizenz.

This work has been digitalized and published in 2013 by Verlag Zeitschrift
fiir Naturforschung in cooperation with the Max Planck Society for the
Advancement of Science under a Creative Commons Attribution-NoDerivs
3.0 Germany License.

Zum 01.01.2015 ist eine Anpassung der Lizenzbedingungen (Entfall der
Creative Commons Lizenzbedingung ,Keine Bearbeitung*) beabsichtigt,
um eine Nachnutzung auch im Rahmen zukiinftiger wissenschaftlicher
Nutzungsformen zu erméglichen.

On 01.01.2015 it is planned to change the License Conditions (the removal
of the Creative Commons License condition “no derivative works”). This is
to allow reuse in the area of future scientific usage.



74 R. Beiderbeck + Einflufl von Protoplastenmedien auf Tumorinduktion

Tab. II. Bedeutung des Zeitpunktes der Zugabe von Cel-
lulase (5 mg/ml) zu den infizierten Bldttern. Bedingungen
s. Tab. L.

Behandlung relativer
Infektionserfolg
[Tumoren/Wunden]

Wunde+B6 0,87 (0,06)

‘Wunde, nach 24 Std. B6 0,54 (0,01)

‘Wunde + Cellulase, nach 24 Std. B6 0,05 (0,08)

Wunde, nach 24 Std. B6+ Cellulase 0,10 (0,08)

B6-+Cellulase 0,33 (0,05)

B6, nach 8 Std. Cellulase 0,63 (0,13)

B6, nach 24 Std. Cellulase 0,73 (0,11)

B6, nach 48 Std. Cellulase 0,90 (0,07)

B6, nach 96 Std. Cellulase 0,90 (0,03)

oder in eine 24 Stunden alte. Vorbehandlung der
Wunde mit Cellulase hemmt spétere Tumorbildung
durch Agrobacterium ebenso. Wird die Cellulase
nach den Bakterien in die Wunde gegeben, so hemmt
sie die Tumorbildung um so schwécher, je spiter
dies geschieht. Zugabe von Cellulase 48 Stunden nach
der Infektion ist ohne Einflul auf die Tumorbil-
dung (Tab. IT).

Aus Tabn.I und Il ergibt sich, daf} Cellulase
die Tumorbildung tber die Wirtszelle beeinflufit.
Trotzdem kann eine Hemmung durch Cellulase
durch eine Steigerung der Bakterienkonzentration

tiberwunden werden (Tab. III), mdoglicherweise

Tab. IIT. Hohe Bakterienzahlen heben den hemmenden
Effekt der Cellulase (5 mg/ml) auf die Tumorinduktion auf.
Bedingungen s. Tab. I.

Glucose aufgehoben werden!?; fiir die Tumorbil-
dung trifft dies jedoch nicht zu (Tab. IV), hier ver-
starkt vielmehr ein Zusatz von Glucose die Hemm-
wirkung.

Wird die Cellulase-Pridparation 10 min gekocht,
tiber Nacht gegen H,O dialysiert oder mit 20 mg/ml
Aktivkohle ausgeschiittelt, so wird dadurch ihre
Hemmwirkung nicht zerstort.

Versuche mit Osmotica

Mischt man verschiedene Konzentrationen von
Saccharose dem Inokulum bei, wird die Tumorbil-
dung gehemmt (Tab.V). Bei 0,29 M Saccharose
werden die Blétter voriibergehend schlaff, sind aber
nach 24 Stunden wieder voll turgeszent. Ahnlich wir-
ken Glucose und Mannit.

Tab. V. EinfluB von Zuckern auf die Tumorinduktion. Be-
dingungen s. Tab. I.
Inokulum relativer
[m] Infektionserfolg
[Tumoren/Wunden]

Saccharose

0,000 0,92 (0,08)

0,015 0,91 (0,08)

0,073 0,81 (0,05)

0,146 0,53 (0,04)

0,292 0,38 (0,03)
Glucose

0,278 0,23% (0,04)

relativer
Bakterienzahl im Cellulase Infektionserfolg
Inokulum/ml [Tumoren/Wunden]
0,4 x 108 - 0,39 (0,05)
0,4 x 108 + 0,10 (0,05)
1,8 x 107 + 0,82 (0,09)
1,8 x 108 + 0,95 (0,03)

Tab. IV. EinfluB von Glucose (0.28 M) auf die Hemmung
der Tumorinduktion durch Cellulase (5 mg/ml).

Inokulum relativer
Infektiouserfolg
[Tumoren/Wunden]

B6, H,0 0,63 (0,01)

B6, Cellulase 0,21 (0,03)

B6, Cellulase 4 Glucose 0,09 (0,08)

iiber einen Abbau des hemmenden Prinzips durch
die Bakterien. Die Natur der hemmenden Substanz
in den Cellulase-Préaparationen ist unklar. Die Wir-
kung von Cellulase auf Watte kann durch 0,3 M

* Umgerechnet aus Experimenten mit verminderter Bak-
terienkonzentration.

Auch fiir den Einflufl des Osmotica auf die Tu-
morinduktion ist es wichtig, wann sie am Infektions-
ort appliziert werden: Nur Glucose, die vor oder zu-
gleich mit den Bakterien in die Wunde kommt,
hemmt die Tumorinduktion (Tabn. VI, VII). Vor-
behandlung der Wunde mit 0,28 M Glucose vermin-
dert die Infizierbarkeit. Die Osmotica rufen ihre
Wirkung auf die Tumorinduktion nicht iiber eine
Hemmung des Bakterienwachstums hervor. Wird
Agrobacterium in vitro im synthetischen Medium
mit Zusatz von 0,28 M Saccharose kultiviert, er-
reicht die Kultur gleiche Zelldichte wie im Medium
allein (24 Stunden Kultur, 3 Experimente).
Ebenso geben Bakterien, die 2 Stunden in 0,28 M
Glucose gestanden haben, den gleichen Infektions-
erfolg wie solche, die in Puffer aufbewahrt wurden
(3 Experimente). Die Wirkung der Osmotica er-
folgt offenbar iiber die Pflanzenzelle.
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Tab. VI. Bedeutung des Zeitpunktes der Glucose-Zugabe
(0,278 M) zum Inokulum. Bedingungen s. Tab. I.

Behandlung relativer
Infektionserfolg
[Tumoren/Wunden]

B6 0,90 (0,04)

B6+ Glucose 0,34 (0,12)

B6, nach 2 Std. Glucose 0,86 (0,03)

B6, nach 4 Std. Glucose 0,83 (0,05)

B6, nach 8 Std. Glucose 0,88 (0,02)

Tab. VII. Einflu einer Vorinkubation der Wunden mit
0,278 M Glucose. Angegeben Werte aus 2 unabhdngigen
Experimenten.

Inokulum relativer
Infektionserfolg
[Tumoren/Wunden]
Wunde+B6 0,63 0,84
‘Wunde, nach 24 Std. B6 0,21 0,31
Wunde + Glucose, nach 24 Std. B6 0,08 0,07

Versuche mit Gewebekultur-Medien

Zur Kultur von Protoplasten werden typische Ge-
webekultur-Medien verwendet. So ist z. B. das Me-
dium nach Nagata und Takebe !! ein modifiziertes
Gewebekultur-Medium  nach  Murashige  und
Skoog 2. Auch solche Medien konnen die Tumor-
bildung beeinflussen. Ein modifiziertes Medium 12 9,
auf dem eine Reihe pflanzlicher Gewebe gut wach-
sen, beeintrichtigt die Tumorbildung durch Agro-
bactertum, wenn es dem Inokulum zugefiigt wird

(Tab. VIII). Dabei scheinen die Salze im Medium

Tab. VIII. EinfluB von Gewebekultur-Medien (nach
Murashige & Skoog, modifiziert) auf die Tumorinduktion.
Stets pH 5,9.

Inokulum relativer
Infektionserfolg
[Tumoren/Wunden]

B6-+H,0 0,93 (0,05)

B6+Medium AOK 0,53 (0,04)

B6+ Salze aus Medium AOK 0,59 (0,13)

B6+ Vitamine aus Medium AOK 0,85 (0,01)

Tab. IX. Wachstum von Agrobacterium tumefaciens, B6,

und A. rhizogenes, 15834, in verschiedenen Medien. B6 stets

angezogen in synthetischem Ndhrmedium ¥, 15834 in Nahr-

brithe. 0,2 ml Ausgangskultur wurden zum Zeitpunkt 0

(Beginn) mit 4 ml frischen Mediums verdiinnt. Egq, zu Be-

ginn zwischen 0,07 und 0,04. Bei 15834 Messungen nach
24 und 48 Stunden.

Stamm Medium Bakterienkonzentration (Egg,)

nach 17 Std. nach 41 Std.

B6 Synthet. 0,81 (0,10) >1,0
A 0,25 (0,16) 0,37 (0,17)
AOK 0,28 (0,13) 0,43 (0,11)
15834 Nihrbriihe 1,04 (0,30) 1,35 (0,20)
A 0,10 (0,03) 0,12 (0,04)
AOK 0,11 (0,05) 0,11 (0,03)

Versuche mit Aureomycin

Das Antibioticum Aureomycin ist verwendet wor-
den, um das Wachstum von Bakterien in Gegenwart
von Pflanzen 13 und Protoplasten !4 7 zu hemmen. In
eigenen Versuchen hemmten 1 —10 ug-ml™! Aureo-
mycin das Wachstum von A. tumefaciens, B6, in
Néhrlosungen komplett. (Synthetische Nahrlosung
und Medium A.) Im gleichen Konzentrationsbereich
wird das Wachstum von A. rhizogenes unterdriickt.
Auch die Tumorinduktion wird durch Aureomycin
gestort, bei 50 ug-ml™! findet praktisch keine Tu-
morinduktion mehr statt (vergleiche Tab. X). Vor-

Tab. X. Einflu des Zeitpunktes der Aureomycingabe auf
die Tumorinduktion. 50 #g/ml Aureomycin.

Behandlung relativer
Infektionserfolg
[Tumoren/Wunden]

B6+Wunde 0,95 (0,07)

‘Wunde, nach 24 Std. B6 0.63 (0,20)

Wunde, nach 24 Std. B6-+ Aureomycin 0,07 (0,09)

B6+4 Aureomycin 0,03 (0,01)

B6, nach 4 Std. Aureomycin 0,25 (0,11)

B6, nach 8 Std. Aureomycin 0,20 (0,02)

B6, nach 24 Std. Aureomycin 0,91 (0,03)

und die Zucker (s.o0.) eine Rolle zu spielen. Zu-
gleich 148t sich zeigen, dal in den Gewebekultur-
Medien das Wachstum zweier Stamme von Agro-
bacterium langsamer erfolgt als in Bakterien-Néhr-

I6sung (Tab. IX).

behandlung der pflanzlichen Wunde mit Aureomycin
setzt die Tumorbildung herab, und ebenso ist eine
Behandlung der bereits infizierten Wunden mit
Aureomycin in der Lage, Tumorbildung zu hem-
men. Die Hemmung wird aber um so geringer, je
spiter das Antibioticum gegeben wird (Tab. X).
Lebende Bakterien miissen fiir eine erfolgreiche In-
fektion eine gewisse Zeit in der Wunde wirken.
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Diskussion

Die Experimente zeigen, dal} eine Reihe von Sub-
stanzen, die bei der Herstellung oder Kultur von
Protoplasten und isolierten Zellen verwendet wer-
den, den Prozel der Tumorinduktion (vor allem
in den ersten 2 Tagen nach der Infektion) storen:
Cellulase-Priparationen, Osmotica, Gewebekultur-
Medien und Aureomycin. Der Mechanismus der
Hemmungen ist nicht in allen Féllen erkennbar, denn
Cellulase-Priaparationen und Gewebekultur-Medien
bestehen aus vielen Komponenten, deren Wirkung
ungepriift ist. Interessant ist der hemmende Einfluf}
der Zucker, der nur solange auftritt, als das Osmo-
ticum vor oder gleichzeitig mit den Bakterien in die
Wunde gelangt. Offenbar ist ein fester Zusammen-
halt von Zellwand und Plasma in den Wundrand-
zellen fiir eine erfolgreiche Infektion notig. Schon
das Phdnomen der .,,Tumor sites* 1? spricht fiir eine
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Durch die angefilhrten Hemmeffekte findet der
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