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Studies on callus growth of di- and tetraploid grapes in vitro

Summary.— Callus growth on shoot explants of di- and tetraploid Vitis vinifera
“Riesling” and “Portugieser” was investigated in vitro. After 42 days the 4x explants
showed on “Riesling” 28% more callus, and on “Portugieser’” the increase was 65%.

There was no difference in the dry weight of the calli of diploid and tetraploid
“Portugieser” explants. Therefore, the increased fresh weight of the calli of the 4x ex-
plants can be traced back to a higher water content of the cells. The average length of
the calli cells of the tetraploid explants was almost double that of the 2x, while the
width was equal. Accordingly, the length/width index was increased from 1.9 to 3.3.
The average volume of the callus cells of the 4x explants was doubled.

The increased production of callus on the tetraploid explants must, to a certain
extent, be traced back to polyploidisation, which is found equally in both types of
callus. Although there is an equal occurence of polyploidisation in the calli of 2x and
4x explants, the secondary increase of cell size, which is due to this polyploidisation, is
more prominent in the calli of the 4x explants.

Einleitung

Kalluskulturen von Reben wurden bereits mit verschiedener Zielsetzung ange-~
legt. So versuchte MoreL (1948) das Wirt-Parasit-Verhéltnis dadurch zu untersuchen,
dafB3 er Rebenkallus mit Oidium tuckeri, Uncinula necator und Plasmopara viticola
infizierte. Rebenkalli lassen sich auch zur Haltung von Rebldusen unter definier-
ten Umweltbedingungen verwenden (RiLLing und RADpLER 1960). Arvya et al. (1962),
Arvya (1965) und PeLer et al. (1959) flihrten vergleichende Untersuchungen an norma-
lem Sprofikallus und Kallus aus durch Phylloxera induzierten Gallen durch. ALLe-
werDp1 und RAbpLER (1961, 1962) untersuchten das Kalluswachstum fotoperiodisch ver-
schieden behandelter Rebenpflanzen und Avrtewerpt (1968) diskutierte, ob man die
in vitro-Kultur als friihdiagnostisches Prinzip zur Ermittlung der Kallus- und Wur-
zelbildung in der Unterlagenziichtung verwerten kann.

Im Zusammenhang mit den Untersuchungen zur Ziichtung tetraploider Reben
(WaGNER 1958, Bauer 1968, Staupt und Kassravi unverdffentlicht) erschien es wich-
tig, das Wachstumsverhalten von di- und tetraploiden Reben in vitro zu untersu-
chen, um eventuell unterschiedliche Reaktionen in vivo erkldren zu konnen.

Material und Methoden

Zu den Untersuchungen wurden Internodien und Blattstiele folgender Sorten
herangezogen:

2x Vitis vinifera ,,Riesling 7 Herkunft: Bernkastel-Kues, Mosel (2x R)
4x Vitis vinifera ,,Riesling 7 Herkunft: Bernkastel-Kues, Mosel (4x R)
2x Vitis vinifera ,,Portugieser* Herkunft: Ingenheim, Pfalz 2x P)

4x Vitis vinifera ,,Portugieser* Herkunft: Ingenheim, Pfalz (4x P)
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Die Sterilisation erfolgte mit frisch zubereiteter 9%iger Chlorkalklosung (20
min). AnschlieBend wurde mehrmals mit sterilem H,O gewaschen.

Bei den Vorversuchen wurden die Explantate waagerecht auf das Medium gelegt
und die Epidermis angeritzt, um ein besseres Eindringen der Nahr- und Wuchs-
stoffe zu ermoglichen. Bei den quantitativen Versuchen wurden die Explantate bis
zu einem Drittel senkrecht in das Medium gesteckt.

Das Ndhrmedium wurde nach Murasnice und Skooc (1962) mit 30 g Glucose/l,
1,0 mg a-Naphtylessigsdure/l und 0,5 mg Kinetin/l angesetzt. Anstelle der von
MurasuiGe und Skooc angegebenen Saccharose wurde Glucose verwendet, weil
nach SLABECKA-Szwevkowska (1952) filir Vitis-Kalluskulturen Glucose gilinstiger sein
soll.

In Vorversuchen mit verschiedenen Wuchsstoffen, IES, NES und 2,4 D, wurde
NES als der das Kalluswachstum am starksten férdernde Wuchsstoff ermittelt.

Die Kulturen wurden bei 25+ 2° C gehalten und einem 12 Stunden-Tag mit
Osram Fluora-L-Lampen ausgesetzt. Die Beleuchtungsstirke betrug in der Hohe
der Kulturen ca. 500 Lux, was einer Beleuchtungsstidrke von ca. 3000 Lux Tages-
licht entspricht.

Ergebnisse

1. Am 30. 7. 1970 wurden von Freilandpflanzen der vier Varianten ausgewach-
sene Blattstiele aus dem apikalen Triebbereich geerntet und Explantate etwa .glei-
chen Durchmessers mit einem Gewicht von 350 10 mg in Kultur genommen. Je-
weils im Abstand von 7 Tagen wurden pro Variante 10 Kalli untersucht. Neben der
absoluten Gewichtszunahme wurden nach der Formel In w./w, = r-t der prozentuale
Zuwachs pro Tag bestimmt (CapLin 1947), wobei w, Endgewicht, w, Ausgangsge-
wicht, r Wachstumsrate in % und t Zeit in Tagen ist.

Wie die Abb. 1 zeigt, begann das Wachstum mit einer mehr oder weniger ausge-
pragten lag-Phase, deren Dauer nach Streer et al. (1965) u. a. von der Grofle der
Explantate und deren Vorbehandlung abhdngt. Bis zum 21. Tag nach Kulturbe-
ginn war die Kallusbildung bei allen Varianten annidhernd gleich. Die Unterschiede
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Abb. 1: Kallus-Wachstumskurven von di~ und tetraploidem Vitis vinifera , Riesling“ und
»Portugieser.
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Abb. 2: Zuwachsrate der Kalli von di- und tetraploidem Vitis vinifera ,Riesling“ (b) und
,Portugieser® (a).

waren nicht signifikant, obwohl schon nach 7 Tagen eine stdrkere Kallusbildung bei
4x R sichtbar war. Die exponentielle Wachstumsphase begann nach 7—14 Tagen.
Sie ging bei 2x P nach 21, bei 4x P, 2x und 4x R nach 28 Tagen in die stationdre Pha-
se uber.

Zwischen den Sorten Riesling und Portugieser und innerhalb der Sorten zwi-
schen den Polyploidiestufen war ein sehr unterschiedliches Kalluswachstum zu be-
obachten. Die tetraploiden Varianten produzierten erheblich mehr Kallus als die
entsprechenden diploiden. Nach 42 Tagen hatte 4x P 65% mehr Kallus produziert
als 2x P und 4x R 28% mehr als 2x R. Alle MeBwerte nach 28, 35 und 42 Tagen
sind mit P < 0,01 signifikant unterschiedlich, d. h. auch zwischen den Sorten beste-
hen Unterschiede.

Den hochsten prozentualen Zuwachs zeigten die Portugieser-Kalli (2x und 4x)
um den 21. Tag, die Riesling-Kalli dagegen erst um den 28. Tag nach Versuchsbe-
ginn. Das Maximum flir die Riesling-Kulturen lag dabei deutlich hoher als das der
Portugieser-Kulturen (Abb. 2a und b).

2. Um zu priifen, ob das hohere Kallus-Frischgewicht der 4x-Varianten das Er-
gebnis einer erhdhten Stoffproduktion ist oder auf einen héheren Wassergehalt der
Zellen zuriickzufiihren ist, wurden in einem weiteren Versuch Frisch- und Trocken-
gewichte von 2x und 4x Portugieser untersucht. Es wurden vom 15. 2. 1971 ab unge-
fahr 1 cm lange Internodiensegmente von etwa gleichem Durchmesser mit einem
Ausgangsgewicht von 100 + 10 mg kultiviert. Als Ausgangsmaterial dienten junge
Sprof3achsen von angetriebenen 2-Augen-Stecklingen.

Das Kalluswachstum stimmte im Prinzip mit den Ergebnissen unter 1 Uberein
(Abb. 3a). Es wurde jedoch nur die halbe Menge Kallus produziert wie im Versuch
1. Das kann sowohl auf das unterschiedliche Ausgangsmaterial, Blattstiele — Sprof3-
achsen, als auch auf das geringere Ausgangsgewicht der Explantate zuriickgefiihrt
werden. Wie im Versuch 1 beendete die 2x-Variante nach 21 Tagen, die 4x-Variante
dagegen erst nach 28 Tagen die Phase des exponentiellen Wachstums und ging
in die stationidre Phase Uber. Vom 21. Tag an war der Kalluszuwachs bei der 4x-
Variante deutlich stdrker als bei der diploiden. Die Unterschiede der MeB3werte am
28., 35. und 42. Tag sind mit P < 0,01 signifikant. Nach 42 Tagen hatten die tetra-
ploiden Explantate 59% mehr Kallus gebildet als die diploiden.
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Abb. 3: Kallus-Wachstumskurven von di~- und tetraploidem Vitis vinifera ,Portugieser,
a. Frischgewicht, b. Trockengewicht.

Die Bestimmungen der Trockengewichte ergaben trotz der deutlichen Unter-
schiede beim Frischgewicht flir die 2x- und 4x-Kalli fast libereinstimmende Ergeb-
nisse. Auch das um 3% hohere Trockengewicht der tetraploiden Kalli nach 42 Tagen
erwies sich gegeniiber dem Trockengewicht der diploiden Kalli mit P > 0,05 als
nicht signifikant unterschiedlich (Abb. 3b).

3. Nach 17 Tagen, also wahrend der exponentiellen Wachstumsphase, wurden
die ,weilen“ Kalli (s. S. 5) mikroskopisch untersucht. Es zeigte sich. dal3 die Zel-
len von diploiden Explantaten deutlich kleiner waren als die von tetraploiden Ex-
plantaten. Die Zellbreite war dabei nahezu gleich. Signifikant unterschiedlich war je-
doch die Lénge der Zellen. Die Kalluszellen der tetraploiden Explantate waren na-
hezu doppelt so lang wie die der diploiden Explantate. Somit ergab sich eine Erho-
hung des Lingen/Breitenindex von di- zu tetraploid von 1,9 auf 3,3. Das Volumen
der Kalluszellen der tetraploiden Explantate war verdoppelt und die Oberflache
der Zellen war nahezu verdoppelt (Tab. 1).

4. Bei vier Ansédtzen innerhalb der Monate April—Juli konnte eine deutliche
Abhéngigkeit der Kallus- und Wurzelbildung von der Jahreszeit beobachtet werden
(Tab. 2). Die Kallusbildung nahm von April bis Juli sukzessiv ab, wdhrend die
Tendenz zur Wurzelbildung zunahm. Im April bildeten alle Varianten zu 100%
Kallus aus, wahrend bei den Ansédtzen im Juli bei den diploiden nur ungeféhr die
Halfte, bei den tetraploiden ungefdhr zwei Drittel der Explantate Kalli bildeten.

5. Bei den senkrecht im Medium stehend kultivierten Explantaten wurden zwei
verschiedene, sich in Farbe und Konsistenz unterscheidende Kallustypen gebildet
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Tabelle 1
Messungen an Kalluszellen von di- und tetraploiden V. vinifera ,Portugieser“-Explan-
taen
2P X P

X Breite der Zellen 44,8 + 23,1 um 46,2+ 18,9 um

% Lange der Zellen 87,5+ 40,1 um 155,8 £ 49,7 um
Lingen/Breitenindex 1,9 3,3

Volumen/Zelle 114,33 - 10* um? 235,25 - 10* um3
Oberfliche/Zelle 12,31 - 10* um? 22,60 - 10* um?
Oberflache/Volumenindex 0,108 0,096

(Abb. 4a und b). Zunichst entstand an den Explantaten auf der Hohe der Ober-
flache des Niahrmediums ein grauer, lockerer Kallus., der sich rings um das Ex-
plantat auf der Oberfliache des Agars ausbreitete. Einige Tage spidter begann an der
oberen Schnittfliche des Explantats ein weiler, fester Kallus auszuwachsen, der
schnell die gesamte Schnittflache iberwucherte, aber immer ohne Kontakt mit dem
Nihrmedium blieb.

Die mikroskopischen Untersuchungen zeigten, da3 der , weie“ Kallus aus dem
Kambium hervorgegangen war, wie es fiir viele Holzgewichse als typisch nach-
gewiesen worden ist (Gaurneret 1959). Der ,graue“ Kallus war dagegen aus Rinden-
parenchymzellen hervorgegangen. Das Kambium hatte hier etwa das gleiche Aus-
sehen wie in den Explantaten bei Versuchsbeginn (Abb. 5a, b, c).

Tabelle 2

Das Wachstum der Explantat e nach 28 Tagen in Abhédngigkeit von der Jahreszeit

, Explantate E)fplantate E.xplantate

Sorte Versuchsbeginn mit Kallus mit Wurzeln
n % %
2x P 23. 4. 30 100 60
3. 6. 30 83 55
4.7. 100 45 80
31. 7. 100 52 100
4x P 23. 4. 30 100 0
3. 6. 30 92 10
4.7. 100 72 10
31.7. 100 67 18
2x R 23. 4. 30 100 0
3. 6. 30 96 10
4.17. - — —
31. 7. 100 51 35
4x R 23. 4. 30 100 0
3. 6. 30 98 20
4. 7. — — —
31.17. 100 64 16
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Abb. 4: Kallus- und Wurzelwachstum an Explantaten von Vitis vinifera ,Portugieser®,
a. diploid, b. tetraploid.

Der , weile*“ Kallus blieb wihrend der gesamten Versuchsdauer und auch bei
den folgenden Passagen weill. Beim grauen Kallus der 2x und 4x P-Explantate
wurden nach etwa drei Wochen anthozyanhaltige Zellen ausgebildet.

Diskussion

Spontan oder artifiziell entstandene Polyploide unterscheiden sich von ihren
diploiden Ausgangsformen durch eine Reihe von Merkmalen, die charakteristisch
flir Polyploide sind. Seit den ersten vergleichenden Untersuchungen an di- und
artifiziell tetraploiden Pflanzen weil3 man, daf3 sich die tetraploiden Pflanzen meist
durch eine geringere Wachstumsrate von den diploiden Ausgangspflanzen unter-
scheiden. In vielen Untersuchungen hat Scuwanitz nachgewiesen, dal wahrschein-
lich alle Unterschiede zwischen di- und tetraploiden Pflanzen auf die, durch die ho-
here Chromosomenzahl bedingte, Volumenvergroflerung der Zellen der tetraploiden
Pflanzen zurlickgefiihrt werden kann. In den meisten Fillen tritt dabei eine Ver-
ringerung des Lingen/Breiten-Index von Zellen und Organen auf (PirscuLe 1942 a, b,
Scuwanitz 1953), wodurch das Verhéltnis Zelloberfldche/Volumen verringert wird.
Als Folge dieser relativen Verringerung der Zelloberfidche kann man bei den tetra-
ploiden Zellen mit einem verringerten Stoffwechsel rechnen (Scuwanitz 1953).

Aufgrund dieser Ergebnisse sollte man kein gesteigertes Kalluswachstum bei
den tetraploiden Reben erwarten. Nach 42tdgiger Kultur konnte aber bei den tetra-
ploiden Formen der Sorten Riesling und Portugieser ein um 28% bzw. 65% stiarke-
res Kalluswachstum nachgewiesen werden. Auch Bauer (1968) hat bei drei tetra-
ploiden Sorten ein stdrkeres Kalluswachstum beobachtet, so daf3 es sich hierbei sehr
wahrscheinlich um eine charakteristische Eigenschaft der tetraploiden Reben han-
delt. Vielleicht ist es sogar charakteristisch fiir alle Polyploiden. Bisher sind unseres
Wissens keine vergleichenden Untersuchungen an di- und polyploiden Kalluskultu-
ren durchgefiihrt worden, so daf3 diese Frage offen bleiben muf.

Die jahreszeitlich bedingte Abnahme der Kallusbildung stimmt mit Beobach-
tungen von MoreL (1948) und AiLewerpt (1968) liberein. Morer vermutete, daB3 es
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Abb. 5: Die Entstehung des ,weilen“ und , grauen“ Kallus an Explantaten von diploidem

Vitis vinifera ,Portugieser”. a. SprofBquerschnitt bei Versuchsbeginn, b. Sprofquer-

schnitt mit gesteigerter Aktivitdt des Kambiums (,weiler Kallus*), c. Spro3querschnitt

mit Zellteilungs- und Streckungsaktivitdt des Rindenparenchyms (,grauer Kallus“), nor-
male Aktivitdt des Kambiums. VergroB3erung ca. 100 X.
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sich um eine Hemmstoffwirkung handelt, da das Wachstum auch durch hohere
Wuchsstoffgaben nicht stimuliert werden konnte. More. (1948) hat bei den meisten
Rebensorten nur einen Kallus am apolaren Ende der Explantate erhalten. Aufgrund
unserer Untersuchungen ist das verstidndlich, denn er hatte das Rindenparenchym,
aus dem bei unseren Versuchen der ,graue“ Kallus hervorgegangen ist, zuvor ab-
geschalt.

Die Tendenz zur Wurzelbildung (Tab. 2) scheint sortenspezifisch zu sein, wo-
rauf AvLewerLpt (1968) schon hinwies; zum anderen hdngt sie von der jahreszeitlichen
Entwicklung und von der Polyploidiestufe ab. Der diploide Portugieser zeigte wah-
rend der gesamten Versuchsdauer eine hohere Wurzelbildungstendenz als der tetra-
ploide (Abb. 4a und b).

Weiterhin war die Frage zu klédren, ob die erhohte Kallusbildung nur eine
Folge der durch die Polyploidie ausgeldsten Zellvergroflerung ist, oder ob die An-
zahl der Zellen erhoht ist. Nach den Trockengewichtsbestimmungen kann man die
letzte Erklarung wahrscheinlich ausschlieBen. Die geringe Erhohung des Trocken-
gewichts bei 4x P ist nicht signifikant. Die erhchte Produktion an Kallus-Frischge-
wicht beruht wahrscheinlich allein auf dem erhohten Wassergehalt der Zellen. Im
Durchschnitt war das Volumen der Kalluszellen aus den tetraploiden Explantaten
verdoppelt (untersucht an 17 Tage alten Kulturen). Abweichend von den meisten
artifiziell oder spontan entstandenen Polyploiden nahm aber der Lingen/Breiten-
Index zu, so daf3 die mit der Volumenvergroflerung einhergehende Oberflachen-
verringerung relativ gering ist. Das Verhéiltnis Oberfldche/Volumen war mit 0,096
mit dem Verh&ltnis von 0,108 bei den diploiden Zellen sogar fast libereinstimmend
(Tab. 1). Wenn die Interpretation von Scuwanirz (1953) zu Recht besteht, dann miis3-
te man demnach fiir die Kalluszellen der tetraploiden Explantate anndhernd die
gleichen Bedingungen des Zellstoffwechsels voraussetzen wie fiir die der diploiden
Explantate.

Seit langem ist bekannt, daBl in Kalluskulturen Endopolyploidie und chromoso-
male Aberrationen auftreten konnen (ReiNerr und Torrey 1961, Mitra und STEWARD
1961, D’Amaro 1964, Tuiecke 1964). In unseren Untersuchungen wurden Zellen ge-
funden, in denen wahrscheinlich bis zu drei Polyploidisierungen stattgefunden ha-
ben (Staupt, BorNErR und BECKER, in Vorbereitung). Obwohl die Polyploidisierungen
in den Kalli der di- und tetraploiden Explantate in gleichen Haufigkeiten auftraten,
macht sich der Anteil der polyploiden Zellen bei der Errechnung der Volumina
der Zellen aus den Kalli der tetraploiden Explantate starker bemerkbar als bei den
Zellen aus den Kalli der diploiden Explantate. Die erhohte Kallusproduktion der
tetraploiden Explantate muf3 also zu eéinem gewissen Teil auf die mit der Poly-
ploidisierung einhergehende sekundire Zellvergroflerung zurilickgefiihrt werden.

Zusammenfassung

An SprofBlexplantaten von di- und tetraploidem Vitis vinifera ,Riesling“ und
,Portugieser wurde das Kalluswachstum in vitro untersucht. Nach 42 Tagen hatte
sich an den tetraploiden Explantaten der Sorte Riesling 28%, an den tetraploiden
Explantaten der Sorte Portugieser 65% mehr Kallus gebildet als an den betreffen-
den diploiden Explantaten.

Das hohere Frischgewicht der Kalli von tetraploiden Explantaten kann auf
den hoheren Wassergehalt der Zellen zurilickgefiihrt werden. Es konnte kein Unter-
schied im Trockengewicht der Kalli von di- und tetraploiden Explantaten der Sorte
Portugieser festgestellt werden. Die durchschnittliche Lénge der Kalluszellen von
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tetraploiden Explantaten war gegeniiber denen von diploiden Explantaten nahezu
verdoppelt, wiahrend die Breite der Zellen gleich war. Dadurch war der L&ngen/
Breitenindex bei den Kalluszellen der tetraploiden Explantate von 1,9 auf 3,3 er-
hoht. Das durchschnittliche Volumen der Kalluszellen der tetraploiden Explantate
war verdoppelt.

Die erhohte Kallusbildung an den tetraploiden Explantaten mufl zu einem ge-
wissen Teil auf Polyploidisierungen zurlickgeflihrt werden, die in beiden Kallus-
typen festgestellt werden konnte. Obwohl diese Polyploidisierungen in den Kalli
der di- und tetraploiden Explantate gleich hdufig auftraten, wirkte sich die dadurch
bedingte sekundire Vergroflerung der Zellen in den Kalli der tetraploiden Ex-
plantate starker aus als in den Kalli der diploiden Explantate.
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