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Zu s a m rnen fass ung: Zur Verbesserung der Regeneration intakter Pflanzen aus Anthe­
render Rehsorte Riesling wurden verschiedene Vorbehandlungsmaßnahmen am Ausgangsmate­
rial sowie Variationen in der Subkultivierung der induzierten somatischen Embryonen durchge­
führt und dabei folgende Ergebnisse erzielt: 

Die Kühlung der präparierten Antheren nach Inokulation auf das Nährmedium für 4 d bei 
4 oc führte zu einer Regenerationsrate intakter Pflanzen von 8 %. 
Eine konstante Kulturtemperatur von 27 °C ist zur Induktion von Embryonen optimal; 
sowohll5 oc als auch 32 oc hemmte die Embryoinduktion. 
Die höchsten Embryogeneseraten von 5-7 % wurden nach einer KJ~.llusinduktionsphase von 
1-2 Wochen und nachfolgender Kultivierung mit 10 11-M 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 oq 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 i.vere 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 cornbination with either a BAP- or a TDZ-application of 10 11-M in the 
subsequent subcultivation. 

Key w ord s: 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 Forschungstätigkeit zur 
Erzeugung haploider Reben eingeleitet mit dem Ziel, der Züchtungsforschung homo­
zygotes Pflanzenmaterial zur Verfügung 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
geführt, wobei die Variation der Basalmedien und der zugesetzten Phytohormonkom­
binationen und -konzentrationen im Vordergrund der Versuchsanstellungen standen, 
Vorbehandlungen des Ausgangsmaterials oder die Überprüfung verschiedener Ein­
flußfaktoren während der Kultivierung jedoch weniger Beachtung erfuhren. Es 
wurde daher der Effekt einer Kühlung der Infloreszenzen oder präparierten Anthe-
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ren, die Kallusinduktionstemperatur und die Dauer der Kultivierung auf dem Kallus­
induktionsmedium und die Zusammensetzung der nachfolgenden Subkulturmedien 
überprüft. 

Material und Methoden 

Infloreszenzen der Hebsorte Riesling Klon 90 wurden 1991 und 1992 aus dem 
Freiland-Sortiment des Instituts für Rebenzüchtung Geilweilerhof entnommen und 
10 min in NaOCl-Lösung (Verdünnung HzO: NaOCl mit 12 % aktivem Cl- von 9: 1) 
mit einigen Tropfen 'Tween 20' oberflächendesinfiziert. Nurweiß-grünlich transparen­
te Antheren (Größe ca. 0,3-0,5 mm, frühes 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 Rehsorte Riesling 
via somatische Embryogenese 

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

Induktionsschritt 

Medium 

Hormone (ILM/l) 
-2,4D 
-BAP 

Saccharose[%] 

Bezeichnung des 
Nährmediums 

Beleuchtung 

Wochen nach Ver­
suchsansatz 

Kallus 

NN69 

4,5 
1,8 

2,0 

BM-1 

4 

Embryonen 
(pro-glo-
bulär-herz-
förmig) 

NN69 

2,0 

BM-2 

8. 

Embryonen 
bewurzelte (torpedo- Sproß-
Einzel-förmig) bis büschel 
pflanze Keimung 

LS LS LS 

3,0 3,0 3,0 

SM-1 SM-1 SM-1 

++ 

12 16 20 

Nach den Erfahrungen anderer Arbeitsgruppen (BouQUET et al. 1982; RAJASEKA­
RAN und MULLINS 1983; YAE et al. 1990; GRAY und BENTON 1991), die sich mit der 
Antherenkultur der Rebe beschäftigten, wurde das Basalmedium (BM) nach NITSCH 
und NITSCH (1969) leicht modifiziert: 266 mg Ca(NOJ)2 · 4 HzO statt 166 mg · l-1 

CaCb · 2 HzO und 50 mg -l-1 Fe(III)-NaEDTA anstelle von 37,3 mg -l-1 NazEDTA + 
27,8 mg · 1-1 FeS04 . 7 H20, Saccharosekonzentration 2 %. Nach zwei aufeinanderfol­
genden Kultivierungsschritten auf dem Basalmedium erfolgte eine Subkultur auf ein 
modifiziertes Nährmedium (Subkulturmedium = SM) nach LrNSMAIER und SKOOG 
(1965) mit denselben Veränderungen (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) bewährt und konnte durch eigene Vorversuche bestätigt 
werden. 
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Alle Nährmedien wurden mit 10 g · l-1 Difco-Bacto-Agar verfestigt, der pH-Wert 
auf 5,8 eingestellt und dann sterilisiert (121 oc; 1,1 bar; 20 min). In Abständen von 
4 Wochen wurden die Explantate auf frisches Medium umgesetzt, die Kultivierung 
erfolgte bis zum sichtbaren Sprossansatz in Dauerdunkel bei 27 oc in Multischalen, 
anschließend auf SM-1 in 14stündiger Photoperiode bei 40-50 ,_..E. m-2 . s-1. 14 d 
nach der Überführung in Lichtbedingungen bildeten sich die ersten Einzelsprosse 
und Wurzelansätze, nach weiteren 21 d war eine normale Pflanzenentwicklung zu 
beobachten. 

Ergebnisse 

Kühlung des Ausgangsmaterials: Um den Einfluß einer Vorküh­
lung der Infloreszenzen zu untersuchen, wurden diese für 4 d in +4 oc (dunkel) 
gestellt, die Antheren präpariert und auf das Nährmedium aufgelegt. Die Kühlung 
der Antheren erfolgte zur besseren Inkubation für 4 d bei +4 oc in Flüssigmedium 
(BM-1), danach wurden die Antheren auf Festmedium unter normalen Kulturbedin­
gungen weiterkultiviert. Als Kontrolle diente ungekühltes AusgangsmateriaL Die 
erste Auswertung erfolgte im Keimlingsstadium (Abb. 1). 

50 - Anzahl Keimlinge - Anzahl Einzelpflanze 10 

40 8 

30 6 

20 4 

10 2 

0 0 
A B C 

Vorbehandlungsvarianten 

Abb. 1: Einfluß einer Kühlung auf Keimung und Einzelpflanzenentwicklung von somatischen 
Embryonen aus Antheren der Rebsorte Riesling. A = ungekühltes Material, B = Kühlung der 

Gescheine, C =Kühlung 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 = chiHing of excised anthers. 

D a u er der K ü h 1 u n g : Die positive Wirkung der Kühlung von Antheren 
auf die Regenerationsrate machte es notwendig, auch die Kühldauer zu überprüfen. 
Das Ergebnis läßt erkennen, daß eine Kühldauer von weniger als 4 d zu keiner Ver­
besserung der Regenerationsrate führte (Abb. 2). 

Induktions t e m p er a tu r: Zur Untersuchung des Temperatureffektes auf 
die Kallusinduktion an Rehantheren wurde eine durchgehende Temperatur von 27 oc 
(Kontrolle) mit einer Temperatur von 15 oc und 32 oc in den ersten 4 Wochen der 
Kultivierung verglichen. 

Eine Reduktion der Kallusinduktionstemperatur von 27 oc auf 15 OC führte zum 
Absterben aller aufgelegten Antheren innerhalb von 3 Wochen. Die Erhöhung der 
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Kulturtemperatur auf 32 oc hatte zunächst im Vergleich zur Standardtemperatur von 
27 oc eine schwache Steigerung der Embryogenese zur Folge (Tab. 2). Der weitere 
Entwicklungsverlauf über Keimung bis zur bewurzelten Einzelpflanze aber war bei 
permanenter Standardtemperatur von 27 oc günstiger, so daß eine wesentlich höhere 
Ausbeute an Regeneraten erzielt werden konnte. 

% embryogen reagierende Antheren 
12 

10 

8 

6 

4 

2 

0 
0 2 3 4 

Tage Kühlung 
Abb. 2: Einfluß der Kühldauer von Antheren der Rehsorte Riesling auf die somatische Embryo­

genese. 

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

Tabelle 2 

Einfluß unterschiedlicher Kulturtemperaturen während der Kallusinduktion an Antheren der 
Rehsorte Riesling 

Formation of embryos and plantlets on anthers of the grapevine cv. Riesling: Effect of different 
culture temperatures during call';s induction 

Kulturtemperatur 
Entwicklungsstadium 

+l5 °C +27 °C +32 °C 

embryogenreagierende Antheren [in %] 0 9 11 
Anzahl an Keimlingen 0 207 105 
Anzahl an Einzelpflanzen 0 56 39 

D a u e r d e r K a 11 u s i n d u k t i o n sp h a s e u n d v e r s c h i e d e n e 
C y t o k in in e: Um eine möglichst rasche Embryogenese zu induzieren, wurde die 
Dauer der Kallusinduktion auf BM-1 von 1 bis 4 Wochen variiert. Die anschließende 
Subkultivierung wurde auf dem BM mit unterschiedlichen Cytokininen durchgeführt 
und nach 4 Wochen ausgewertet (Abb. 3). 

Eine einwöchige Kultur auf BM, gefolgt von einer Subkultivierung auf einem 
Medium mit 10 J.LM BAP, ergab die höchste Embryogeneserate mit über 7% der ange­
setzten Antheren. Mit einer Rate von 5 % war die Subkultivierung auf einem Medium 
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mit 10 11-M TDZ nach einer 2wöchigen Vorkultur auf BM erfolgreich. Indessen führte 
eine hormonfreie Subkultivierung, unabhängig von der Dauer der Kallusinduktion, 
nur zu einer Embryogeneserate von 1,3-2,8 %. 

8 

6 

4 

2 

0 

% embryogen reagierende Antheren 
Subkultlvierung: 

~ BM-2 + 10 11M BAP 
- BM-2/hormonfrel 
a BM-2 + 10 11M TOZ 

2 3 4 

Wochen Kultur auf BM-1 
Abb. 3: Einfluß der Kulturdauer auf dem Kallusinduktionsmedium und Anwendung von Cytoki­
ninen im Subkulturmedium auf die somatische Embryogenese von Antheren der Rehsorte 

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 für den Einsatz der Antherenkultur in der Züchtungspraxis ist 
eine befriedigende Regenerationsrate an züchterisch und weinbaulich interessanten 
Genotypen. Hier wurde deshalb die für mitteleuropäische Weinbaugebiete relevante 
Rehsorte Riesling als Testsorte herangezogen. Versuche zur erfolgreichen Induktion 
somatischer Embryonen an Riesling-Antheren durch Variation der Hormonkompo­
nenten und -konzentrationen wurden auch von HIRABAYASID und AKlliAMA (1982) 
sowie von STAMP und MEREDITH (1988) durchgeführt. 

Eine Kühlung der Infloreszenzen vor der Präparation der Antheren hatte sich bei 
mehreren Rehgenotypen als positiv erwiesen (RAJASEKARAN und MULLINS 1979; 
BOUQUET et al. 1982; MAURO et aJ. 1986; GRAY und MORTENSEN 1987). Insbesondere bei 
der Rehsorte Riesling wirkte sich eine Vorkühlung für 4 d bei +4 oc förderlich auf die 
somatische Embryogenese aus (vgl. auch REUSTLE 1989). Hingegen konnten HIRA­
BAYASHI et al. (1976) und HIRABAYASID und AKlHAMA (1982) sowie STAMP und MEREDITH 
(1988) Embryonen an Antheren von Riesling auch ohne vorherige Kühlung induzie­
ren. Die Differenzierung der Embryonen zu intakten Pflanzen erfolgte, wie die vorlie­
genden Ergebnisse belegen, besonders zahlreich nach Kühlung der Infloreszenzen, 
besser nach Kühlung der Antheren. Vergleichbare Untersuchungsbefunde wurden bei 
Vitis nur von RAJASEKARAN und MULLINS (1979) sowie bei anderen perennierenden 
Spezies, wie bei Malusvon JoHANSSON et al. (1982) und JoHANSSON (1986) erhalten. 

Für eine ausreichende Induktion somatischer Embryonen ist die Dauer der Kühl­
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 för­
dernden Effekt einer 4tägigen Kühlung der Infloreszenzen auf die Embryogenese fest 
(RAJASEKARAN und MULLINS 1979; BOUQUET et al. 1982; MAURO et al. 1986; GRAY und 
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MüHTENSEN 1987; REUSTLE 1989), Untersuchungen zur Kühldauer lagen jedoch nicht 
vor. Ob noch längere Kühlphasen oder eine Variation der Kühltemperatur zu einer 
weiteren Steigerung der Embryogeneserate führen könnten, mußte zunächst offen 
bleiben. 

Vielfach wird berichtet, daß eine Herabsetzung der Kulturtemperatur in der Kal­
lusinduktionsphase auf 12 bis 15 oc wie bei Oryza sativa (YAMAGucm et al. 1990) oder 
Zea mays (BÜTER et al. 1990) oder eine Erhöhung auf 32-35 oc wie bei Triticum 
aestivum {BOYADZHIEV 1986; OUYANG et al. 1987; LI et al. 1988), Sorghum bicolor 
(ROSE et al. 1986), oder bei Brassica-Arten (KwoN et al. 1989; EIDDINGTON und ROBIN­
SON 1990; GOYAL et aJ. 1990; FABIJANSKI et al. 1991; HAMAOKA et al. 1991) die Embryo­
genese fördert . Bei Vitis aber hatte sowohl eine niedrige (15 oq als auch eine hohe 
(32 °C) Kulturtemperatur einen negativen Effekt, so daß die Beibehaltung der norma­
len Kulturtemperatur von 27 oc über 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 1-2wöchigen Dauer der Kallusinduktionsphase eine Subkultivierung auf 
Medien mit entweder BAP oder TDZ durchgeführt wurde. Wichtig ist, daß eine rela­
tiv kurze Kallusinduktionsphase nur in Verbindung mit einer Subkultivierung auf ein 
Cytokinin-haltiges Medium wirksam ist, was mit den Erfahrungen von AMMffiATO 
(1983) korrespondiert. 

Oftmals finden sich Hinweise auf einen wachstumsfördernden Effekt einer Küh­
lung somatischer Embryonen der Rebe (RAJASEKARAN und MULLINS 1979, 1983; 
MAURO et aJ. 1987; GRAY und MüHTENSEN 1987; CERSOSIMO et al. 1990). KRUL (1985) 
allerdings beobachtete eine Beeinträchtigung der Pflanzenentwicklung und REUSTLE 
(1989) fand, daß eine Kühlung 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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