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EinfluB} verschiedener Vorbehandlungen auf die Induktion
somatischer Embryogenese an Antheren der Rebsorte
Riesling*)
von

MARGIT HARST-LLANGENBUCHER und G. ALLEWELDT

Bundesanstalt fiir Ziichtungsforschung an Kulturpflanzen, Institut fiir Rebenziichtung
Geilweilerhof, Siebeldingen, Deutschland

Zusammenfassung: Zur Verbesserung der Regeneration intakter Pflanzen aus Anthe-
ren der Rebsorte Riesling wurden verschiedene Vorbehandlungsmainahmen am Ausgangsmate-
rial sowie Variationen in der Subkultivierung der induzierten somatischen Embryonen durchge-
fithrt und dabei folgende Ergebnisse erzielt:

— Die Kithlung der priparierten Antheren nach Inokulation auf das Niahrmedium fiir 4 d bei

4 °C fiihrte zu einer Regenerationsrate intakter Pflanzen von 8 %.

— Eine konstante Kulturtemperatur von 27°C ist zur Induktion von Embryonen optimal;
sowohl 15 °C als auch 32 °C hemmte die Embryoinduktion.
— Die hochsten Embryogeneseraten von 5—7 % wurden nach einer Kallusinduktionsphase von

1—2 Wochen und nachfolgender Kultivierung mit 10 pM BAP oder TDZ erzielt.

The effect of different pretreatments on induction of somatic embryogenesis on
anthers of grapevine cv. Riesling

Summary: Different pretreatments on starting material for anther cultivation of grape-
vine cv. Riesling have been carried out. The experiments have been focused on chilling (+4 °C) and
duration (0—4 d) of inflorescences and freshly excised anthers before cultivation. Best results
were obtained when anthers were cooled for a period of 4 d. Callus induction temperature and
duration as well as the effects of cytokinins (BAP, TDZ) in subcultures were also tested. The re-
generation rate could be increased by a culture temperature of 27 °C, a short callus induction
period of 1—2 weeks in combination with either a BAP- or a TDZ-application of 10 pM in the
subsequent subcultivation.

Key words: BAP (benzyladenine purine), TDZ (Thidiazuron, N-phenyl-N’-1,2,3-thiadi-
azol-5-yl-urea), callus induction, culture temperature, pretreatment.

Einleitung

Durch GrEssHOFF und Doy (1974) wurde eine intensive Forschungstatigkeit zur
Erzeugung haploider Reben eingeleitet mit dem Ziel, der Ziichtungsforschung homo-
zygotes Pflanzenmaterial zur Verfiigung zu stellen. Versuche dazu wurden mit unbe-
fruchteten Samenanlagen (MULLINS und SRINIVASAN 1976; SRINIVASAN und MULLINS
1980; GraY und MORTENSEN 1987), meist aber mit Antherenausgangsmaterial durch-
gefiihrt, wobei die Variation der Basalmedien und der zugesetzten Phytohormonkom-
binationen und -konzentrationen im Vordergrund der Versuchsanstellungen standen,
Vorbehandlungen des Ausgangsmaterials oder die Uberpriifung verschiedener Ein-
fluBfaktoren wihrend der Kultivierung jedoch weniger Beachtung erfuhren. Es
wurde daher der Effekt einer Kiihlung der Infloreszenzen oder praparierten Anthe-
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ren, die Kallusinduktionstemperatur und die Dauer der Kultivierung auf dem Kallus-
induktionsmedium und die Zusammensetzung der nachfolgenden Subkulturmedien
uberpriift.

Material und Methoden

Infloreszenzen der Rebsorte Riesling Klon 90 wurden 1991 und 1992 aus dem
Freiland-Sortiment des Instituts fiir Rebenziichtung Geilweilerhof entnommen und
10 min in NaOCl-Lésung (Verdiinnung H,O : NaOCl mit 12 % aktivem Cl- von 9: 1)
mit einigen Tropfen ‘Tween 20’ oberflachendesinfiziert. Nur weiB-griinlich transparen-
te Antheren (Gré8e ca. 0,3—0,5 mm, frithes Tetradenstadium) wurden in Greiner®-
Petrischalen (35,0/15 mm, mit 30 Antheren in 4 Wiederholungen) kultiviert (siehe
Schema, Tab. 1).

Tabelle 1

Kulturbedingungen bei der Entwicklung intakter Pflanzen aus Antheren der Rebsorte Riesling
via somatische Embryogenese

Conditions for the induction of somatic embryos and normal plantlets in anther cultures of the
grapevine cv. Riesling

Embryonen Embryonen

bewurzelte
. . (pro-glo- (torpedo- Sprof3- -
Induktionsschritt Kallus bular-herz- formig)bis  biischel Efllnzel—
formig) Keimung ptianze
Medium NN69 NN69 LS LS LS
Hormone (pM/1)
-24D 45 — — — —
-BAP 1,8 — — — —
Saccharose [%] 2,0 2,0 3,0 3,0 3,0
Bezeichnung des
Nihrmediums BM-1 BM-2 SM-1 SM-1 SM-1
Beleuchtung — — — — ++
Wochen nach Ver-
suchsansatz 4 8 12 16 20

Nach den Erfahrungen anderer Arbeitsgruppen (BOUQUET ef 2. 1982; RAJASEKA-
RAN und MULLINS 1983; YAE ef al. 1990; GRaY und BENTON 1991), die sich mit der
Antherenkultur der Rebe beschiftigten, wurde das Basalmedium (BM) nach NITsCH
und NritscH (1969) leicht modifiziert: 266 mg Ca(NOs): -4 HxO statt 166 mg- 1!
CaClz - 2 H20 und 50 mg - 1-! Fe(Ill)-NaEDTA anstelle von 37,3 mg -1 Na:EDTA +
27,8 mg - 1-1 FeSO, - 7 H:O, Saccharosekonzentration 2 %. Nach zwei aufeinanderfol-
genden Kultivierungsschritten auf dem Basalmedium erfolgte eine Subkultur auf ein
modifiziertes Nihrmedium (Subkulturmedium = SM) nach LiNsMAIER und SK0OG
(1965) mit denselben Veranderungen (Ersatz von Chlorid durch Nitrat, Fe-Kompo-
nente) wie beim Basalmedium (Saccharosekonzentration 3 %). Dieser Medienwechsel
zur Induktion intakter Pflanzen aus Keimlingen hatte sich schon in den Untersu-
chungen von REUSTLE (1989) bewihrt und konnte durch eigene Vorversuche bestatigt
werden.
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Alle Nahrmedien wurden mit 10 g - 1! Difco-Bacto-Agar verfestigt, der pH-Wert
auf 5,8 eingestellt und dann sterilisiert (121 °C; 1,1 bar; 20 min). In Abstinden von
4 Wochen wurden die Explantate auf frisches Medium umgesetzt, die Kultivierung
erfolgte bis zum sichtbaren Sprossansatz in Dauerdunkel bei 27 °C in Multischalen,
anschlieBend auf SM-1 in 14stiindiger Photoperiode bei 40—50 pE - m=2.s1. 14d
nach der Uberfithrung in Lichtbedingungen bildeten sich die ersten Einzelsprosse
und Wurzelansitze, nach weiteren 21 d war eine normale Pflanzenentwicklung zu
beobachten.

Ergebnisse

Kihlung des Ausgangsmaterials: Um den EinfluB} einer Vorkiih-
lung der Infloreszenzen zu untersuchen, wurden diese fir 4d in +4°C (dunkel)
gestellt, die Antheren prapariert und auf das Nihrmedium aufgelegt. Die Kiithlung
der Antheren erfolgte zur besseren Inkubation fiir 4 d bei +4 °C in Fliissigmedium
(BM-1), danach wurden die Antheren auf Festmedium unter normalen Kulturbedin-
gungen weiterkultiviert. Als Kontrolle diente ungekiihltes Ausgangsmaterial. Die
erste Auswertung erfolgte im Keimlingsstadium (Abb. 1).

50 1 M Anzahl Keimlinge Anzahi Einzelpflanze 10
40 - L 8
30 - - 6
20 - 4
10 - 2

o o

A B C
Vorbehandlungsvarianten

Abb. 1: EinfluB einer Kiihlung auf Keimung und Einzelpflanzenentwicklung von somatischen
Embryonen aus Antheren der Rebsorte Riesling. A = ungekiihltes Material, B = Kiuhlung der
Gescheine, C = Kithlung der Antheren.

Effect of chilling periods on germination and single shoot development from somatic embryos
derived from anthers of grapevine cv. Riesling. A = unchilled material, B = chilling of inflores-
cences, C = chilling of excised anthers.

Dauer der Kuhlung: Die positive Wirkung der Kiithlung von Antheren
auf die Regenerationsrate machte es notwendig, auch die Kiihldauer zu uberpriifen.
Das Ergebnis 148t erkennen, daB eine Kiihldauer von weniger als 4 d zu keiner Ver-
besserung der Regenerationsrate fithrte (Abb. 2).

Induktionstemperatur: Zur Untersuchung des Temperatureffektes auf
die Kallusinduktion an Rebantheren wurde eine durchgehende Temperatur von 27 °C
(Kontrolle) mit einer Temperatur von 15 °C und 32 °C in den ersten 4 Wochen der
Kultivierung verglichen.

Eine Reduktion der Kallusinduktionstemperatur von 27 °C auf 15 °C fiihrte zum
Absterben aller aufgelegten Antheren innerhalb von 3 Wochen. Die Erhéhung der
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Kulturtemperatur auf 32 °C hatte zunichst im Vergleich zur Standardtemperatur von
27 °C eine schwache Steigerung der Embryogenese zur Folge (Tab. 2). Der weitere
Entwicklungsverlauf iiber Keimung bis zur bewurzelten Einzelpflanze aber war bei
permanenter Standardtemperatur von 27 °C giinstiger, so daf} eine wesentlich hthere
Ausbeute an Regeneraten erzielt werden konnte.

% embryogen reagierende Antheren

12 4
10
67 rrrrrrr
at

Tage Kuhlung

Abb. 2: EinfluB der Kiihldauer von Antheren der Rebsorte Riesling auf die somatische Embryo-
genese.

Effect of anther chilling on somatic embryogenesis of grapevine cv. Riesling.

Tabelle 2

Einflul unterschiedlicher Kulturtemperaturen wihrend der Kallusinduktion an Antheren der
Rebsorte Riesling

Formation of embryos and plantlets on anthers of the grapevine cv. Riesling: Effect of different
culture temperatures during callus induction

Kulturtemperatur
Entwicklungsstadium
+15°C +27°C +32°C
embryogen reagierende Antheren [in %] 0 9 11
Anzahl an Keimlingen 0 207 105
Anzahl an Einzelpflanzen 0 56 39

Dauer der Kallusinduktionsphase und verschiedene
Cytokinine: Um eine méglichst rasche Embryogenese zu induzieren, wurde die
Dauer der Kallusinduktion auf BM-1 von 1 bis 4 Wochen variiert. Die anschlieBende
Subkultivierung wurde auf dem BM mit unterschiedlichen Cytokininen durchgefiihrt
und nach 4 Wochen ausgewertet (Abb. 3).

Eine einwochige Kultur auf BM, gefolgt von einer Subkultivierung auf einem
Medium mit 10 M BAP, ergab die hochste Embryogeneserate mit iiber 7 % der ange-
setzten Antheren. Mit einer Rate von 5 % war die Subkultivierung auf einem Medium
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mit 10 pM TDZ nach einer 2wéchigen Vorkultur auf BM erfolgreich. Indessen fiihrte
eine hormonfreie Subkultivierung, unabhingig von der Dauer der Kallusinduktion,
nur zu einer Embryogeneserate von 1,3—2,8 %.

% embryogen reagierende Antheren

8 “ Subkultivierung: Il BM-2/hormonfrel
BM-2 + 10 uM BAP BM-2 + 10 uM TDZ

6 -

4-

2

1 2 3 4
Wochen Kultur auf BM-1

Abb. 3: Einflul der Kulturdauer auf dem Kallusinduktionsmedium una Anwendung von Cytoki-
ninen im Subkulturmedium auf die somatische Embryogenese von Antheren der Rebsorte
Riesling.

Somatic embryogenesis on anthers of grapevine cv. Riesling: Effect of the precultivation period on
callus induction medium (1—4 weeks) and of cytokinins in the subculture medium.

Diskussion

Voraussetzung fiir den Einsatz der Antherenkultur in der Ziichtungspraxis ist
eine befriedigende Regenerationsrate an ziichterisch und weinbaulich interessanten
Genotypen. Hier wurde deshalb die fiir mitteleuropaische Weinbaugebiete relevante
Rebsorte Riesling als Testsorte herangezogen. Versuche zur erfolgreichen Induktion
somatischer Embryonen an Riesling-Antheren durch Variation der Hormonkompo-
nenten und -konzentrationen wurden auch von HIRABAYASHI und AKIHAMA (1982)
sowie von STamMP und MEREDITH (1988) durchgefiihrt.

Eine Kiihlung der Infloreszenzen vor der Priparation der Antheren hatte sich bei
mehreren Rebgenotypen als positiv erwiesen (RAJASEKARAN und MULLINS 1979;
BOUQUET et al. 1982; MAURO et al. 1986; GRAY und MORTENSEN 1987). Insbesondere bei
der Rebsorte Riesling wirkte sich eine Vorkiihlung fiir 4 d bei +4 °C férderlich auf die
somatische Embryogenese aus (vgl. auch REUSTLE 1989). Hingegen konnten HiRrA-
BAYASHI et al. (1976) und HIraBAYASHI und AKTHAMA (1982) sowie STaMP und MEREDITH
(1988) Embryonen an Antheren von Riesling auch ohne vorherige Kiihlung induzie-
ren. Die Differenzierung der Embryonen zu intakten Pflanzen erfolgte, wie die vorlie-
genden Ergebnisse belegen, besonders zahlreich nach Kiihlung der Infloreszenzen,
besser nach Kiihlung der Antheren. Vergleichbare Untersuchungshefunde wurden bei
Vitis nur von RAJASEKARAN und MULLINS (1979) sowie bei anderen perennierenden
Spezies, wie bei Malus von JOHANSSON et al. (1982) und JOHANSSON (1986) erhalten.

Fiir eine ausreichende Induktion somatischer Embryonen ist die Dauer der Kiihi-
phase entscheidend: Bei einer Ausdehnung auf 4 d stieg die Rate embryobildender
Antheren sprunghaft von etwa 2 auf 11 % an. Zwar stellten viele Autoren einen fér-
dernden Effekt einer 4tigigen Kiihlung der Infloreszenzen auf die Embryogenese fest
(RajasekaRAN und MuULLINS 1979; BOUQUET et al. 1982; MAURO et al. 1986; GRAY und
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MORTENSEN 1987; REUSTLE 1989), Untersuchungen zur Kiihldauer lagen jedoch nicht
vor. Ob noch lidngere Kiihlphasen oder eine Variation der Kiihltemperatur zu einer
weiteren Steigerung der Embryogeneserate fiilhren kénnten, mufite zunichst offen
bleiben.

Vielfach wird berichtet, daB eine Herabsetzung der Kulturtemperatur in der Kal-
lusinduktionsphase auf 12 bis 15 °C wie bei Oryza sativa (YAMAGUCHI et al. 1990) oder
Zea mays (BUTER et al. 1990) oder eine Erhohung auf 32—35°C wie bei Triticum
aestivum (BoyADzHIEV 1986; OUYANG etal 1987; L1 etal 1988), Sorghum bicolor
(ROSE et al. 1986), oder bei Brassica-Arten (KwoN et al. 1989; BIDDINGTON und ROBIN-
SON 1990; GoyaL et al. 1990; FABIJANSKI et al. 1991; HAMAOKA et al. 1991) die Embryo-
genese fordert. Bei Vitis aber hatte sowohl eine niedrige (15 °C) als auch eine hohe
(32 °C) Kulturtemperatur einen negativen Effekt, so daB die Beibehaltung der norma-
len Kulturtemperatur von 27 °C {iber die Dauer der gesamten Kultivierung von der
Kallusinduktion bis zur Regeneration der bewurzelten Einzelpflanze die besten
Resultate liefert.

Eine deutlich verbesserte Embryogenese konnte nur erzielt werden, wenn nach
einer 1—2wdchigen Dauer der Kallusinduktionsphase eine Subkultivierung auf
Medien mit entweder BAP oder TDZ durchgefiihrt wurde. Wichtig ist, daf eine rela-
tiv kurze Kallusinduktionsphase nur in Verbindung mit einer Subkultivierung auf ein
Cytokinin-haltiges Medium wirksam ist, was mit den Erfahrungen von AMMIRATO
(1983) korrespondiert.

Oftmals finden sich Hinweise auf einen wachstumsférdernden Effekt einer Kiih-
lung somatischer Embryonen der Rebe (RajASEKARAN und MuLLINs 1979, 1983;
MAURO et al. 1987; GRAY und MORTENSEN 1987; CERSOSIMO et al. 1990). KruL (1985)
allerdings beobachtete eine Beeintrichtigung der Pflanzenentwicklung und REUSTLE
(1989) fand, daB eine Kihlung nur in Kombination mit einer Cytokinin-Behandlung
eine Steigerung der Ausbeute intakter Pflanzen ergab. Auch MAURO et al. (1986) wei-
sen auf einen notwendigen Einsatz von Cytokinin zur Einzelpflanzenentwicklung
hin.
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