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The effect of growth inhibitors on long-term storage of in vitro cultures of grapevine

Summary:

1. The effect of Cycocel (CCC) and Alar (B 995) on the growth of in vitro cultures of grapevine was
tested under temperatures of +25, +8 and +3 °C. Both inhibitors were applied to the sterilized
medium.

2. Alar caused in rather low concentrations (100 ppm) such a strong growth inhibition that subcul-
turing became difficult. Moreover, the once induced inhibition was maintained in the two sub-
sequent passages after Alar application.

3. CCC at concentrations of 500 to 1000 ppm reduced the length of the internodes of all cultivars
tested to an extent of 30—40 % and the number of nodes/plantlet to 20—30 %, but delayed sub-
culturing from 2—3 months to 5—7 months. An after-effect of CCC on subcultured plants was
not observed.

4. CCC-treated plantlets had smaller and darker green leaves. Callus formation at the base of the

explants was stimulated, whereas root growth was either unaffected or slightly enhanced.

CCC (750 ppm) prolonged vitality of the explants during a long-term storage at +8 °C.

6. CCC-treated plantlets (750 ppm) survived after a storage period of 10 months at a reduced stor-
age temperature of +3 °C without any loss of vitality, whereas untreated plantlets did not sur-
vive. :

7. The results were discussed in context with possible applications in producing of plant material
free of virus infections, within the scope of clonal selection, and in storing germplasm.

i

Key words: tissue culture, CCC, growth regulator, temperature, growth, shoot, root, cal-
lus, storage.

Einleitung

Die in-vitro-Kultur zur raschen Vermehrung und zur Produktion von virusfreien
Pflanzen kann durchaus schon als eine géngige Methode in der Rebenziichtung ange-
sehen werden (BEssIs 1986), wenngleich viele Fragen im Zusammenhang mit der Eli-
minierung von Viren noch offen sind (KRUL und MOWBRAY 1984).

Die Erhaltung virusfreier Klone setzt ebenso wie die Erhaltung genetischer Res-
sourcen unter virusfreien Bedingungen eine Langzeitlagerung von in-vitro-Kulturen
voraus. Erste Untersuchungen von BARLASS und SKENE (1983) und von GaLzy (1985)
haben gezeigt, daf} eine Vitalitdtserhaltung der Explantate tiber 6—12 Monate bei einer
Temperatur von +8—10 °C ohne eine sonst notwendige Subkultur moglich ist. Die vor-
liegenden Befunde sind jedoch noch sehr unbefriedigend, da sich die angegebenen
Licht- und Temperaturbedingungen fiir eine Langzeitlagerung verschiedener Genoty-
pen als wenig geeignet erwiesen (vgl. ALLEWELDT 1985).

Im Rahmen einer umfangreichen Untersuchung zur Optimierung der Langzeitla-
gerung wurde auch der Einflul von Wachstumsinhibitoren auf die Vitalitdt der
Explantate untersucht. Uber die bisher erzielten Ergebnisse wird im folgenden berich-
tet.
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Material und Methoden

Die Kultur der in-vitro-Pflanzen erfolgte auf einem leicht abgewandelten Medium
nach LINSMAIER und SK00G (1965) mit 0,01 ppm Naphthylessigsdure, 0,03 ppm Benzyl-
adenin und 30 g/l Saccharose. In der Normalkultur wurden eine Temperatur von
+25 °C und eine Tageslédnge von 16 h bei einer Lichtintensitét von 40—50 uE m~2 sec~!
gewdhlt.

‘Als Inhibitoren wurden Cycocel (Chlorcholinchlorid, CCC) und Alar (N,N-Dime-
thylbernsteinsdure, B 995) eingesetzt. Diese wurden in verschiedenen Konzentrationen
durch ein Sterilfilter in das frisch autoklavierte Medium gegeben, nachdem Vorversu-
che erbracht hatten, daf3 die Explantate weder nach Applikation iiber das Blatt noch
bei nachtréaglicher Zugabe der Inhibitoren zum Medium einheitlich reagierten. Da
stets mit Stecklingskulturen gearbeitet wurde, fanden Knospenaustrieb, Sprofwachs-
tum und Bewurzelung bereits unter dem Einflul der gewidhlten Inhibitoren statt.

Ergebnisse

1. Die Wirkung von Wachstumsinhibitoren auf das
SproBwachstum

Der Knospenaustrieb der in-vitro-Stecklinge wurde durch CCC selbst in hohen
Konzentrationen von 3000 ppm nur um 1—2 Wochen verzogert, wihrend B 995 bereits
im Konzentrationsbereich von 100—500 ppm Austriebsverzogerungen um 2—3 Wochen
verursachte und im Konzentrationsbereich zwischen 1000 und 3000 ppm zu einem Aus-
fall von 40—100 % der Kulturen fiihrte.

Beim Sprofiwachstum wurde durch beide Inhibitoren sowohl die Streckung der
Internodien gehemmt als auch die Blattentfaltungsrate verlangsamt. Auch hierbei
erwiesen sich die Pflanzen gegentiiber B 995 als so sensibel, dal} weitere Versuche mit
diesem Inhibitor als wenig sinnvoll erachtet wurden. CCC indessen fiihrte bei einer
Konzentration von 1000 ppm zu einer erwiinschten Verkiirzung der Sprofilinge, die vor
allem durch eine Reduktion der Internodienlédnge bedingt war (Abb. 1). Zwar konnte
mit hoheren Konzentrationen eine noch intensivere Hemmwirkung erzielt werden,
doch fiihrte sie zu einer so extremen Internodienverkiirzung, dafl eine anschliefende
Vermehrung der Pflanzen schwierig wurde und unerwiinschte Ausfille zur Folge
hatte. Die beobachtete Hemmwirkung von CCC und B 995 trat bei allen untersuchten
Rebsorten auf. Quantitative Reaktionsdifferenzen konnten nicht festgestellt werden.

Die Bléitter der in-vitro-Pflanzen waren nach einer Anwendung von B 995 oder
CCC augenscheinlich dunkler griin und ein wenig kleiner als bei unbehandelten Pflan-
zen. Nach der Applikation von CCC konnte zudem festgestellt werden, dafl die Blatt-
dicke behandelter Explantate im Vergleich zu den Kontrollpflanzen vergrofiert war.

Das Wurzelwachstum der Explantate wurde durch B 995 fast vollstdndig unter-
driickt, durch CCC aber bis zu 1000 ppm erkennbar stimuliert (Abb. 2) oder, bei hohe-
ren Konzentrationen, nicht beeinflufit. Auffallend war ferner, da3 CCC das Kallus-
wachstum an der Stecklingsbasis anregte.

Bei der Subkultivierung der mit B 995 behandelten Explantate auf einem unbe-
handelten Medium blieb die induzierte Wachstumshemmung erhalten: Erneut war der
Austrieb verzogert, das SprofSwachstum reduziert und die Wurzelbildung gehemmt,
was insgesamt zu hohen Ausféllen fiihrte. Anders verhielten sich die Subkulturen der
mit CCC vorbehandelten Explantate: Austrieb, Sprofiwachstum und Wurzelbildung
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Abb. 1: EinfluBl von CCC auf das Langenwachstum und auf die Nodienzahl/Explantat bei den Reb-
sorten Bacchus und Optima.

Influence of CCC on extension growth and number of nodes/shoot of cvs Bacchus and Optima.

waren normal. Unterschiede zu nicht mit CCC vorbehandelten Pflanzen lieBen sich
nicht nachweisen.

Die vorgelegten Ergebnisse iiber die Wirkung von CCC und B 995, iiber die an
anderer Stelle ausfiihrlich berichtet wird, haben gezeigt, daf durch CCC bei Konzen-
trationen zwischen 500 und 1000 ppm eine reversible Verlangsamung des SproBwachs-
tums ohne Hemmeffekte auf das Wurzelwachstum erzielt werden kann, wihrend
durch B 995 auch im niedrigsten Anwendungsbereich (100 ppm) irreversible Hemm-
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Abb. 2: Einflufi von 500 ppm CCC (rechts) auf das Wurzel- und Kalluswachstum der Rebsorte
Bacchus.

Influence of 500 ppm CCC (right) on root growth and callus formation of cv. Bacchus.

wirkungen auftreten. Deshalb wurde fiir eine Langzeitlagerung unter reduzierten
Wachstumsbedingungen eine CCC-Konzentration von 750 ppm gewdahlt.

2. Die Wirkung von CCC auf die Langzeitlagerung von
in-vitro-Kulturen

Vorangegangene Versuchsreihen haben ergeben, daf} die Vitalitdt der Explantate
im photoperiodischen Kurztag (10 h), bei einer verminderten Lichtintensitét von
10 yE m-2sec-! und bei einer Temperatur von +8 °C, etwa 6—12 Monate erhalten
bleibt (ALLEWELDT 1985) — ein Ergebnis, welches weitgehend mit den Befunden ande-
rer Autoren libereinstimmt (BARLASS und SKENE 1983; GaLzy 1985), doch fiir eine aus-
reichende Langzeitkonservierung von Reben noch wenig erfolgversprechend ist. Auch
gibt es Rebsorten, die selbst unter diesen Bedingungen so hohe Ausfille haben, daf}
ihre Langzeitlagerung sehr unsicher ist.
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In dem Bemiihen, die Lagerungsfaktoren von in-vitro-Pflanzen zu optimieren,
wurde auch die Wirkung von CCC uberpriift. Nach kurzer Anzucht bei +25 °C bis zu
einer Sprofilange von 5 cm wurden die Pflanzen einer Langzeitlagerung bei +8 und
+3 °C unterworfen. Wie aus der Tabelle hervorgeht, konnte durch CCC die Uberle-
bensrate der Sorte Bacchus bei +8 °C um 10 % und bei der Sorte Optima um 60 % ver-
bessert werden. Selbst eine Lagertemperatur-von +3 °C, die fiir unbehandelte Kon-
trollen stets letal ist, schrinkt die Uberlebensrate der Kulturen bei einer CCC-Anwen-
dung von 750 ppm nicht ein (Abb. 3).

Die vitalitdtserhohende bzw. -erhaltende Wirkung von CCC liel3 sich zwischenzeit-
lich bei mehreren Rebsorten nachweisen; tiber die maximale Lagerungsdauer kann
allerdings noch nichts ausgesagt werden. In noch laufenden Versuchsreihen ist eine
Lagerdauer von 10—11 Monaten ohne einen erkennbaren oder tolerierbaren Vitalitéts-
verlust erreicht worden.

Die Uberlebensrate in % von in-vitro-Pflanzen in der Langzeitlagerung (n = 20 Explantate/
Variante)
The rate of survival as % of in vitro plantlets in the long-term storage (n = 20 explantates/
treatment)
+8°C — ppmCCC +3°C — ppmCCC
Rebsorte
0 500 750 0 500 750
Bacchus 90 100 100 0 80 100
Optima 40 46 100 0 40 100
Diskussion

Die Wirkung der Wachstumsinhibitoren Cycocel und Alar auf das Wachstum von
in-vitro-Pflanzen &ahnelt weitgehend den an Freilandpflanzen beobachteten und
beschriebenen Wachstumsverédnderungen: Hemmung der Internodienstreckung, Ver-
langsamung der Blattbildung und Reduktion der Blattgrofie (SKENE und MULLINS 1967;
BoURQUIN und ALLEWELDT 1970; WEAVER und PooL 1971; IANNINI 1972; CINDRIC 1975;
GI10RGESSI und CARGNELLO 1978). Allerdings reichen die vorliegenden Daten nicht aus,
um eine eventuelle Sortenspezifitit in der Reaktion auf Cycocel oder Alar, wie sie an
Freilandpflanzen beschrieben worden ist, auch in der in-vitro-Kultur aufzuzeigen. Im
Gegenteil: die bisher behandelten Rebsorten reagierten qualitativ und quantitativ in
gleicher Weise auf beide Hemmstoffe. Dieser Reaktionsunterschied zwischen Frei-
land- und in-vitro-kultivierten Reben konnte moglicherweise auf die unterschiedliche
Applikation der Inhibitoren zuriickzufiihren sein: an Freilandpflanzen iiber das Blatt
und in der in-vitro-Kultur iiber die Wurzel.

Die intensive Hemmwirkung von Alar auf die in-vitro-Kulturen der Rebe schlie3t
seine praktische Nutzanwendung aus, obgleich Alar bei der in-vitro-Kultur der Kartof-
fel die Langzeitlagerung verbessert (Mix 1981; WesTcoTT 1981). Ob ein eventueller
Anwendungsspielraum durch die Applikation von Konzentrationen unter 100 ppm
gegeben ist, ist zwar nicht auszuschliefien, aber auch wenig wahrscheinlich. Stattdes-
sen erwies sich die Anwendung von 750 bis 1000 ppm CCC als aul3erordentlich vorteil-
haft.
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750 ppm CCC ' KONTROLLE
+3°C +8°C +8°C

Abb. 3: Die Wirkung einer CCC-Applikation von 750 ppm auf die Vitalitdt der Explantate der Reb-
sorte Bacchus nach einer Lagerdauer von 10 Monaten.

Effect of a CCC application at 750 ppm on the vitality of explantates of cv. Bacchus after a storage
period of 10 months.

Unter normalen Kulturbedingungen von +25 °C zwingt das rasche Sprofwachs-
tum bereits nach 8—10 Wochen zur Subkultur. Durch CCC kann die Verweildauer der
Pflanzen auf demselben Ndhrmedium auf das 2-bis 3fache, d.h. auf etwa
20—26 Wochen verlédngert werden. Obgleich die Vermehrungsrate der mit CCC behan-
delten Pflanzen aufgrund verkiirzter Internodien geringfligig erhoht ist (1:7 bis 1:8
gegeniiber 1:5 bis 1:6 bei unbehandelten Pflanzen), kann sie die durch die ldngere
Verweildauer bedingte Reduktion der Subkulturen nicht kompensieren, so daf} iiber
die Zeit gesehen die potentielle Vermehrungsrate herabgesetzt ist. Fiir die rasche
Anzucht einer Vielzahl von Einzelpflanzen eines Klons ist daher die Anwendung von
CCC nicht geeignet. ' )

Die lebensverldngernde Wirkung von CCC in der Langzeitlagerung ist beachtens-
wert. Wenngleich noch nicht festgestellt worden ist, welches Ausmalfl die Vitalitatsstei-
gerung einnimmt, so ergeben sich jetzt schon wichtige Perspektiven. Erstens erhoht
sich durch CCC nach lidngerer Lagerdauer die Uberlebensrate von Rebsorten mit
schwacher Vitalitdt, und zweitens wird eine Herabsetzung der Lagertemperatur auf
+3 °C ohne Vitalitétsverlust tiberstanden. Ob langfristig eine Lagertemperatur von +3
gegeniiber +8 °C sinnvoll ist, miissen erst weitere Untersuchungen ergeben. Der
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Befund erlaubt jedoch die SchluBfolgerung, dafl die Vitalitdt der Explantate durch CCC
erheblich verbessert wird.

Ob neben CCC auch andere Faktoren die Lebensdauer der in-vitro-Kulturen zu
verlangern vermogen, ist derzeit noch nicht tiberschaubar. Einige Indizien weisen dar-
auf hin, dafl die Erhohung der Saccharosekonzentration im Néhrmedium von 30 auf
50 g/1 ebenso lebensverldngernd wirkt wie eine weitere Herabsetzung der Lichtintensi-
tdt auf 1 pE m-2sec-!. Vollige Dunkelheit (vgl. BARLASS und SKENE 1983) indessen
wirkte sich auf die Lebensdauer unglinstig aus.

Eine fiir alle Genotypen gesicherte Lebensdauer von mindestens 12—18 Monaten
in der Langzeitlagerung wird von uns als eine Voraussetzung fiir den Einsatz der
in-vitroKultur in der Klonenselektion und in der Erhaltung genetischer Ressourcen
gesehen. Die vorliegenden Befunde von FAUSTINI (1982), BARLASS und SKENE (1983) und
GaLzy (1985) erfiillen diese Forderungen noch nicht.

Zusammenfassung

1. Es wurde der Einflul von Cycocel (CCC) und von Alar (B 995) auf das Wachstum
von in-vitro-Kulturen der Rebe bei +25, +8 und +3 °C untersucht. Beide Inhibito-
ren wurden dem sterilisierten Nahrmedium zugegeben.

2. Alar fiihrte bereits bei niedrigen Konzentrationen (100 ppm) zu einer sehr starken
Wachstumshemmung der Explantate, die eine normale Weitervermehrung sehr
erschwerte. Zudem konnte eine Nachwirkung der Wachstumshemmung noch in
der zweiten Subkultur beobachtet werden.

3. CCC reduzierte bei einer Konzentration von 500—1000 ppm und einer Kulturtem-
peratur von +25 °C die Streckung der Internodien um 30—40 % und die Blattzahl/
Explantat um 20—30 %, erhdhte jedoch die Verweildauer von 2—3 Monaten auf
5—T7 Monate. Eine Nachwirkung von CCC auf das Wachstum der Subkulturen
wurde nicht beobachtet.

4. Die mit CCC behandelten Pflanzen hatten kleinere und dunklere Blédtter. An der
Sprofibasis wurde das Kalluswachstum stimuliert. Das Wurzelwachstum blieb
unbeeinflufit oder wurde schwach geférdert.

5. In der Langzeitlagerung bei +8 °C loste CCC (750 ppm) eine Vitalitétsverldngerung
der Kulturen aus.

6. Durch CCC (750 ppm) konnte bei der Langzeitlagerung von 10 Monaten die Lager-
temperatur ohne Vitalitdtsverlust von +8 auf +3 °C herabgesetzt werden. Unbe-
handelte Pflanzen iiberlebten diese Lagertemperatur nicht.

7. Die Befunde wurden im Hinblick auf die Anwendung in der Produktion von virus-
freiem Pflanzgut, in der Klonenselektion und in der Erhaltung genetischer Res-
sourcen der Rebe diskutiert.
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