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Langzeitlagerung alter Kartoffelsorten durch Kryokonservierung
der Meristeme in fliissigem Stickstoff

ANGELIKA SCHAFER-MENUHR, HEINZ-MARTIN SCHUMACHER und GUNDA MIX-WAGNER

Institut fir Pflanzenbau

1 Einleimng

Der Erhalt pflanzengenetischer Ressourcen erfordert Lage-
rungsbedingungen, die garantieren, daB das Material in allen
Eigenschaften iiber viele Jahrzehnte hinweg stabil bleibt.

Schwieriger als die Aufbewahrung von Saatgut samenver-

mehrbarer Pflanzenarten ist die Erhaltung vegetativ vermehr-
ter Arten, Zu denen die Kulturfformen der Kartoffel gehoren.
Kartoffelsorten werden traditionell in Form von Knollen und
in zunehmendem Mafie, wie im Institut fiir Pflanzenbau, als in
vitro Sammlung erhalten (M i x - Wa gner, 1990; Mix-
WagnerundSeidewitz, 1991). Obwohl die in vitro Kul-
turen bis zu zwei Jahre gelagert werden kénnen, besteht
immer noch die Gefahr, da Sorten durch Sekundirinfektio-
nen oder groRe Teile der Sammlung durch technische Defek-
te der Kultur- oder Lagerriume verloren gehen koénnen. Da
die Lagerung als in vitro Pflanzen trotz aller Vereinfachung
noch sehr arbeitsintensiv ist, sucht man nach Alternativen.

Gerade fiir die Langzeitlagerung wire eine Lagerung in
flissigem Stickstoff (Kryokonservierung) ideal. Einmal einge-
froren wire nur noch ein gelegentliches Auffillen der Tanks
mit flissigem Stickstoff notwendig. Fir eine breite Anwen-
dung im Bereich Lagerung pflanzengenetischer' Ressourcen
von Kartoffeln war die Methode bisher jedoch noch nicht so
weit entwickelt, da8 sie routinemisig angewendet werden
konnte.

Bisherige Einfrierarbeiten an Kanoffeln wurden entweder
mit einigen wenigen Sorten oder Genotypen durchgefiihrt
oder es wurde versucht, eine Methode fiir die eine oder
andere Sorte zu optimieren (Ba jaj, 1978; 1981; Benson et
al, 1989; FabreundDereuddre, 1990; Grout und
Henshaw,1978;Hardingetal,199]1; Henshawet
al, 1985;Schnabel-Preikstasetal,1992; Towill,
1981a; 1983; 1990). Ein breiteres Spektrum an Sorten und Spe-
zies wurde nur von T ow i1l (1981b; 1984) bearbeitet.

Im Rahmen eines gemeinsamen Projekts von Institut fir
Pflanzenbau (FAL) und DSM-Deutsche Sammlung von Mikro-
organismen und Zellkulturen GmbH soll eine leicht handhab-
bare Methode ausgearbeitet werden, die routinemifig ange-
wendet werden kann. Dazu wurden bereits beschriebene Me-
thoden getestet und eine Methode so weit modifiziert, dag sie
fur eine in vitro Sammlung alter Kartoffelsorten einsetzbar ist.
In dieser Arbeit wird die Kryokonservierung von 62 Sorten
aus der in vitro Sammlung des Institut fir Pflanzenbau be-
schrieben.
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2 Material und Methoden

. 2.1 Nihrmedien

MS Medium: das Medium enthilt die Makro- und Mikro-
nihrstoffe und Vitamine des Murashige und Skoog
Medijum (1962) und 30 g/l Saccharose. Der pH-Wert ist bei
allen Medien 6,8.

MS(1) Medium: das Medium enthilt die Makro- und Mikro-
nihrstoffe des MS Mediums, 20 g/l Saccharose und 8 g/l Agar.

MS(2) Medium: MS Medium (s. oben) mit zusitzlich 8 g/l
Agar. ’

MSTo Medium: MS Medium (s. oben) mit den Phytohormo-
nen nach T o w i11(1983) Zeatinribosid 0,5 mg/l, Gibberellin-
sdure 3 (GA3) 0,2 mg/l und Indolessigsiure (IAA) 0,5 mg/l.
Das Medium wird sterilfiltriert.

MSA Medium: MS Medium (s. oben) mit den Phytohormo-
nen 6-Benzyladenin (BA) 1 mg/1 und 1AA 0,5 mg/l. Das
Medium wird sterilfiltriert.

MSB Medium: MS Medium (s. oben) mit den Phytohormo-
nen Zeatinribosid 0,5 mg/l und GA3 0,2 mg/l. Das Medium
wird sterilfiltriert.

Agarose: 1% Low Melting Agarose in MS Medium (s. oben).

Frostschutzmittel: 10 % DMSO (9 ml MSTo + 1 ml Dime-
thylsulfoxid). Die Losung wird jeweils frisch angesetzt und
sterilfiltriert.

2.2 Pflanzenmaterial

Pflanzen aus der in vitro Sammlung des Instituts fiir Pflan-
zenbau wurden in Phytokammem ausgepflanzt. Zum Zeit-
punkt der Knollenbildung wurden aus Achselknospen von
Stengelabschnitten neue in vitro Kulturen angelegt. Dazu
wurden die Stengelabschnitte 10-20 min (je nach Dicke) in
2 % Calciumhypochloridlosung sterilisiert. Zur besseren Be-
netzung war-der Losung ein Tropfen Tween 80 zugesetzt
worden. Die Stengelabschnitte wurden mit sterilem Wasser
gewaschen. Gewebestiicke, die Knospen enthielten, wurden
herausgeschnitten und auf MS(1) Medium in Petrischalen
gelegt. Sie wurden unter 12 h Licht bei 20-23°C kultiviert.
Sobald sich Sprosse entwickelt hatten, wurden sie vom ur-
spriinglichen Explantat abgetrennt und auf neue Petrischalen
umgesetzt. In vitro Pflanzen, die frei von sichtbaren Kontami-
nationen waren, wurden liber Nodiensegmente weiter ver-
mehrt. 10-15 Nodiensegmente wurden in ein 12 cm hohes
Twist off Glas mit MS(1) Medium gesetzt, Um guten Luftaus-












Um die Zellschiden zu verkleinem, wird in den meisten
Fillen ein Frostschutzmittel zugesetzt, das in die Zellen ein-
tritt. Fiir Kartoffelmeristeme wird bei vielen Arbeitsgruppen
Dimethylsulfoxid (DMSO) bis zu einer Konzentration von
10 % eingesetzt. Die Inkubationszeit fiir das Frostschutzmittel
variiert von 30 min bis 1 h, meistens bei Zimmertemperatur,
manchmal in Eis.

Fir Kartoffelmeristeme werden die unterschiedlichsten Ein-
friermethoden verwendet.

- Kontrolliertes langsames Einfrieren bis -30° oder -40°C,
danach Einfrieren der Rohrchen in flissigem Stickstoff. Die
Eisbildung erfolgt erst im extemen Medium und entwissert
die Zellen so weit, da sich beim Einfrieren in fliissigem

Stickstoff in den Zellen keine Eiskristalle bilden. Diese Me-

thode ist gunstig fir pflanzliche Zellkulturen, die grofle va-
kuolisierte Zellen haben. Sie wurde von Ben s o n et al.
(1989, Hardingetal. (1991), Hensha w et al. (1985)
und T o w i1l (1981a; 1983) fir Kartoffelmeristeme einge-
setzt.

- Schnelles Einfrieren, indem die Proben direkt in ﬂi.‘xssigén
Stickstoff getaucht werden. Es bilden sich sehr kleine Eis-
kristalle, die in vielen Fillen die Zellstrukturen nicht zersto-
ren. Der limitierende Faktor ist die Gréfe der Probe.
Schnell oder ultraschnell wurden Kartoffelmeristeme bei
Bajaj(1978; 1981),Bensonetal. (1989), Grou t und
Henshaw (1978 und Hard in g et al. (1991) eingefro-
ren.

- Beim Vitrifizieren wird das Gewebe mit Losungen getriinkt, '

die bei tiefen Temperaturen so viskos werden, daf sie zu
einem metastabilen Glas erstarren ohne Eiskristalle zu
bilden. Ein Nachteil ist die Toxiditit von einigen der Vitrifi-
zierungskomponenten. Mit dem Vitrifizierungsverfahren
wurdenvonSchnabel-Preikstasetal (1992) Kar-
toffelmeristeme eingefroren.

- Bei einer anderen Methode wird das Gewebe in Alginatku-
geln eingebettet, die nach Inkubation in hochmelarer
Zuckerosung durch Trocknen teilweise entwissert und
dann schnell oder langsam eingefroren werden. Fabre
und D ere uddre (1990) haben mit dieser Methode Kar-
toffelmeristeme eingefroren.

Das Anwachsmedium nach dem Auftauen war meistens ein
MS Medium mit niedriger oder moderaten Konzentration an
Phytohormonen. Die Kultur erfolgte bei Standardbedingun-
gen.

3.3 Auswahl einer Basismethode

Um eine Entscheidung fillen zu konnen, welche von den
beschriebenen Methoden sich am besten fiir eine Routineme-
thode eignet, wurden die Methoden in Ansitzen getestet.
Wichtigste Kriterien waren neben der Pflanzenregeneration
nach dem Auftauen, der hohe Probendurchsatz und die Feh-
leranfilligkeit. Die Versuche wurden mit mehreren Sorten
durchgefiihrt.

Beim kontrollierten Einfrieren waren in diesem Labor
sowohl unter den in der Literatur beschriebenen Bedingun-
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gen und auch bei Modifikationen die Uberlebensraten zu nie-
drig. Der Probendurchsatz ist bei dieser Technik sehr hoch.
Bedingt durch einen Tag Vorinkubation kann bei einer Finf-
tagewoche an 4 Tagen eingefroren werden. Die Fehleranfil-
ligkeit ist klein, da die Meristeme in den Kryorshrchen einge-
froren werden und die Medien und Lésungen aus dem glei-
chen Grundmedium hergestellt werden. Ein Nachteil ist der
verhiitnismiRig hohe Preis des Einfriergerits.

Beim ultraschnellen Einfrieren wurden bei Be nson et al.
(198D und Groutund H e n s h a w (1978) die Meristeme

. auf Spitzen von Injektionsnadeln direkt in fliissigen Stickstoff

getaucht. Die Meristeme konnen so auch ultraschnell in fliissi-
gem Medium aufgetaut werden. Fiir Vorversuche ist die Me-
thode leicht durchzufithren und fithrte bei einigen Sorten zu
hoher Pflanzenregeneration nach dem Auftauen. Fiir eine
routineméiffige Anwendung eignet sich die Methode nicht, da
es fur die Vielzahl der Injektionsnadeln kein tibersichtliches
Lagerungssystem gibt. Eine Modifikation ist die in dieser
Arbeit vorgestellte Tropfchenmethode. Um die Proben spiter
ubersichtlich lagern zu kénnen, werden die Meristeme in 2.5
pl groBe Tropfchen Frostschutzmittel auf Aluminiumfolie
(Karth a et al,, 1982) direkt in fliissigem Stickstoff eingefro-
ren. Die Folien kénnen in vorgekiihlten Kryordhrchen tiber-
sichtlich gelagert werden. Die Pflanzenregenerationsrate war
bei einigen Sorten hoch und bei vielen Sorten ausreichend.
Der Probendurchsatz ist sehr hoch. Auch bei dieser Methode
kann an 4 Tagen der Woche eingefroren werden. Die Fehler-
anfilligkeit ist klein, wenn man nur Meristeme einer Sorte
gleichzeitig einfriert. Die Losungen sind einfach herzustellen.
Das Uberfihren der Meristeme in die Tropfchen erfordert
etwas Geschick.

Die Vitrifizierungsmethode nach Schnabel - Preik-
stas et al. (1992) erfordert einen weiteren Tag Vorinkubation
in Saccharoselésung. Die Pflanzenregenerationsraten waren
bei einigen Sorten-hoch. Bei schiechter reagierenden Sorten
lagen die Werte niedriger als die, die mit der Tropfchenme-
thode erzielt wurden. Der Probendurchsatz ist geringer. Es
kann nur an 3 Tagen der Woche eingefroren werden. Die
Fehleranfilligkeit ist grofer. Da die Vitrifizierungslésung nur
20 min einwirken soll, sind bei einer grofen Anzahl einzufrie-
render Meristeme mehrere Inkubationsansitze notig. Die Vi-
trifizierungsldsung ist nicht so einfach herzustellen wie die
DMSO Losung.

Die Alginatmethode wird inzwischen erfolgreich fir ver-
schiedene Pflanzenarten eingesetzt. Fiir Kartoffeln haben sie
FabreundDereuddre (1990) angewendet. Obwohl in
diesem Labor mehrere Sorten getestet wurden, konnten nach
dem Auftauen keine Pflanzen erhalten werden. Um zu positi-
ven Ergebnissen zu kommen, migten noch grundsitzliche
methodische Arbeiten durchgefihrt werden, so zum Beispiel
zum Trocknen der Perlen. Der Probendurchsatz kann hoch
sein. Da es bei der 7tidgigen Inkubation in einigen Fillen Kon-
taminationen gab, reduzierte sich der Probendurchsatz. Im
Prinzip kann an 4 Tagen der Woche eingefroren werden,
jedoch jeweils um eine Woche verschoben. Bei Urlaub,
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Auch wenn in einem Glas bis zu 15 Pflanzen
) . . wachsen konnen, kann die Grofle des Kultur-
Versuchs- 5 Pflanzen/GefiR 10 Pflanzen/Gefif8 raums ein limitierender Faktor sein. Je nach
nummer Sorte brauchen die Pflanzen 3-7 Wochen bis sje
die Hohe von 10 cm erreicht haben. Wenn rou-
Gesamt % Pflanzen % | Gesamt % Pflanzen % tinemiiRig eingefroren wird, werden pro Woche
mindestens 40 Gliser benotigt. Es mus8 also
1 60 40 65 57 mindestens eine gut beleuchtei Fliche von 1.5
2 N 87 40 34 m? vorhanden sein, sicherer wire die doppelte
3 10 10 9 44 Fliche. Obwohl die Kulturfliche bei den hier
4 35 25 40 40 dargestellten Versuchen nicht der limitierende
> 87 >3 87 47 Faktor ist, wurde' tberpriift, ob die Methode
auch fur Meristeme aus Nodien einsetzbar ist,
Durc.h- denn bei der Hohe der Pflanzen kénnten aus
schnm 57 43 56 44 einer Pflanze bis zu 5 nodale Meristeme pripa-

riert werden.

Gesamt %: % Callus + Pflanzenbildung; Pflanzen %: % Pflanzenbildung

Wie Tabelle 2 zeigt, ist die Methode zwar

Tabelle 1: Einflug der Pflanzendichte auf die Uberlebensrate von S.

tuberosum, Sorte 'Ulster Glade'

Spitzen Nodien Faktor
Amigo 25% 6% 4
Hansa 20 % 4 % 5
Pommerant 60 % 8% 8
U. Glade 94 % 18 % 5

Tabelle 2: Vergleich der Pflanzenregeneration von Meri-
stemen aus Sprofspitzen und Nodien nach
dem Einfrieren

Pflanzen herangezogen werden, sind starke Schwankungen
von Versuch zu Versuch nicht mehr aufgetreten.

auch auf nodale Meristeme anwendbar, jedoch
ist die Pflanzenregenerationsrate niedriger als
bei apikalen Meristemen. Der Faktor zeigt ganz
klar, da es unwirtschaftlich ist, mit dieser Me-
thode nodale Meristeme einzufrieren, da pro Pflanze weniger
nodale Meristeme das Einfrieren iiberleben, als wenn von
vombherein apikale Meristeme eingefroren werden.

3.4.2 Bestimmung der optimalen Einwirkungszeit fir die
Frostschutzlosung

Als zu Beginn der Experimente starke Schwankungen von
Versuch zu Versuch auftraten, die sich auch in dem in Tabelle
1 dargestellten Versuch mit der Sorte 'Ulster Glade' reprodu-
zieren lieRen, lag die Vermutung nahe, daf die Einwirkungs-
zeit fur die DMSO _Losung nicht fiir alle Meristemgrofien opti-
mal ist. Es gibt in der Literatur keine Hinweise, wie schnell
das DMSO in das Zellsystem eindringt und in welchem Stadi-
um der Frostschutz optimal ist. In der Literatur variient die In-
kubationszeit zwischen 30 min und 1 h. Towill (1981a)
schreibt, daf eine 1-3stiindige In-
kubation bei Zimmertemperatur

nicht toxisch ist und 1983, daR

10 min 1h 2h 3h 4h 17h schon 10 sec Einwirkungszeit fir

eine hohe Uberlebensrate ausrei-

Adagin 0 30 70 70 nb. n.b. chend war. Mikroskopische Arbei-

Aura n.b. n.b. 97 n.b. n.b. 30 ten von T o w il (1981b) und

Gatcinskii n.b. 100 100 100 n.b. n.b. Groutund He nshaw(1980)

MPI 50.140/5 n.b. 100 92 100 nb. n.b. zeigten, daff im Meristem nur

R-10 10 90 70 80 90 10 einige wenige Zellen das Einfrie-

Rys 10 70 80 100 n.b. n.b. ren Uberlebten. Da die meisten Ar-

______ = e s 2 e e e o = e = = — | Deitsgruppen kleinere Meristeme

Durch- als hier beschrieben verwendeten,

schnitt 7 78 85 90 (C0) 20 wurden unter sonst beibehaltenen

Standardbedingungen verschiede-

Angegeben ist die Uberlebensrate = Callus + Pflanzenbildung in %; n.b. = nicht be-| ne Inkubationszeiten bei verschie-
stimmt denen Sorten getestet.

In Tabelle 3 sind die Uberle-

Tabelle 3: Einflug der Linge der DMSO Behandlung auf dic Uberlebensrate
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bensraten der Meristeme, die un-
terschiedlich lange Zeiten mit 10 %
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iger DMSO Losung behandelt worden waren, nach dem Ein-
frieren dargestellt. Tabelle 3 zeigt klar, daB8 kurze Inkubations-
zeiten (10 min) nicht ausreichend sind und eine Inkubation
uber Nacht (17 h) zu lang ist. Die Werte fir 1-3 h - bis auf
eine Ausnahme - bzw. auch der Wert fiir 4 h bei einem Ver-
such sind bei allen Versuchen vergleichbar hoch und liegen
innerhalb der iiblichen Schwankungsbreite. Ob bei der Sorte
'Adagin' der Wert fur 1 h Inkubation ein Ausreifer ist, wurde
nicht weiter untersucht. Durch diese Experimente mit ver-
schiedenen Sorten wird Kklar, daR es fir die DMSO Behand-
lung ein breites Optimum gibt. Als Folgerung daraus ist es ge-
rechtfertigt, 100-200 Meristeme nach einer Inkubationszeit
von 2 h portionsweise einzufrieren, woflr je nach Sorte 20 bis
45 min erforderlich sind.

3.4.3 Versuche, die Pflanzenregeneration zu optimieren

Bis jetzt gelingt es noch nicht, die Meristeme so einzufrie-
ren, daB sie nach dem Auftauen wie die uneingefroren Meri-
steme weiterwachsen. Wenn es stimmt, da nur wenige
Zellen innerhalb des Vegetationskegels das Einfrieren tiberle-
ben, ist es notwendig, daf diese Giberlebenden Zellen durch
Phytohommone zur Zellteilung und Sprofibildung angeregt
werden mussen. Diese Stimulation sollte schnell und gezielt
erfolgen, weil verhindert werden muR, das sich die Zellen
durch zu lange Kulturdauer verindem.

Das hier verwendete MSTo Medium liefert fiir einige Sorten
gute Pflanzenregenerationsraten, ist aber fir einige Sorten
_nicht optimal. Dariiber hinaus hat das MSTo Medium eine
Konzentration und Kombination von Phytohormonen, die die
Callusbildung fordert. Dieser Callus tritt bei den meisten
Sorten nur als Primércallus auf, d.h. er wichst im Laufe der
Kultur nicht weiter. Es besteht aber trotzdem die Gefahr, da
genetische Verinderungen durch somaklonale Variation auf-
treten kénnen.

Henshaw et al. (1985) verwendeten ein Medium mit sehr
geringer Konzentration an Phytohormonen (0.001 mg/1 Naph-
thylessigsdure, 0,01 mg/l BA, 5 mg/l GA3, wihrend das MSTo
eine sehr viel hdhere Konzentration an Auxinen und Cytoki-
ninen enthilt. In mehreren Experimenten wurden die beiden
Medien verglichen.

Auf dem Medium von Henshaw et al. (1985) entwickel-
ten sich die Sprosse ohne Primircallusbildung, jedoch war die
Regenerationsrate sehr niedrig. Auch mit dem MSTo Medium
entwickelten sich Pflanzen ohne Callusbildung, in der Regel
jedoch zuerst Callus. Die Anzahl der spontan gebildeten
Sprosse war auf beiden Medien etwa gleich hoch. Zusitzlich
zu den sofort regenerierten Pflanzen entwickelten sich auf
dem MSTo Pflanzen aus den Primircalli. Die Eigenschaft, aus -
einem einmal angelegten Callus eine Pflanze zu regenerieren,
war sortenabhingig. Calli, die Anthocyane produzierten,
wurden nach kurzer Zeit braun und differenzierten sich nicht
weiter. Das Braunwerden von Calli kann manchmal durch
einen Zusatz von Aktivkohle zum Medium verhindert
werden. Allerdings ist dabei zu beachten, dag Aktivkohle Vi-
tamine und Phytohormone binden kann.

In einer Serie von Versuchen wurde die Aktivkohle nur der
Agarose zugesetzt, in der die Meristeme eingebettet waren.
Das umgebende Medium enthielt keine Aktivkohle, so da
noch Nihrstoffe. und Phytohormone verfiigbar waren. In
diesen Versuchen wurde in einem Teil des Versuchsansatzes
das MSTo Medium durch MSA Medium ersetzt, das 1 mg/l BA
und O,5 mg/l IAA enthielt. Die Ergebnisse sind nicht tabella-
risch dargestellt, denn es wurden keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den 4 Varianten festgestellt, weder bei den
Uberlebensraten, noch bei der Pflanzenbildung oder dem
Phinotyp der regenerierten Pflanzen. Sorten, bei denen sich
mit dem MSTo Medium keine oder nur schlecht Pflanzen bil-
deten, wurden nicht durch den Aktivkohlezusatz und/oder
das andere Medium positiv beeinflufit.

Der Versuchsansatz wurde ab-

Die Werte sind in %.angegeben.

" MSB = frisches MSB Medium; MSTo = bleibt unverindert.

Behandlungsstufen: AK = Aktivkohlemedium; fr. MSTo = frisches MSTo Medium; fr.

geindert. Die Ergebnisse sind in

Uberlebens- Pflanzenbildung Tabelle 4 dargestellt. Die Meriste-

Sorte rate AK fr. MSTo fr. MSB MSTo me wurden nach dem tblichen
Protokoll eingefroren und nach

CF-69-1 100 0 0 10 0 dem Auftauen in MSTo kultiviert.
MPI BH 17 83 0 0 38 0 Nach 2 Wochen wurde die Uberle-
Paarsput 85 0 22 63 25 bensrate (Callus + Pflanzen) be-
Peconic 88 0 0 29 14 stimmt. Die Calli wurden auf 4
Rys 91 0 14 57 42 Versuchsglieder aufgeteilt. Bis zu
U. Glade 75 13 38 86 86 diesem Zeitpunkt schon gebildete
Varmas 100 10 30 70 50 Pflanzen wurden nicht weiterkulti-
viert. Ein Viertel der Calli wurde

auf Aktivkohlemedium umgesetzt.
Dazu wurde der Boden von 3 cm
Petrischalen mit 1,5 ml Agarose,
der 2 % Aktivkohle zugesetzt war,

Tabelle 4: Einfluf eines Medienwechsels nach 14 Tagen Kulturdauver auf die
Pflanzenbildungsrate von eingefrorenen Meristemen
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ausgegossen. Die Calli wurden auf
die Agarose gesetzt. Auf die Agaro-
se wurde MSTo Medium pipettiert.
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Bei dem zweiten Versuchsglied wurde das MSTo Medium
gegen 1 ml frisches MSTo Medium ausgetauscht. Beim 3. Ver-
suchsglied wurde das MSTo Medium gegen 1 ml MSB Me-
dium ausgetauscht. Das MSB Medium ist wie das MSTo
Medium zusammengesetzt, enthilt aber kein IAA. Das vierte
Versuchsglied blieb unverindert.

Die Uberlebensrate nach 14 Tagen Kulturdauer ist bei allen
getesteten Sorten hoch. Vereinzelt trat nach 2 Wochen Kultur-
dauer Pflanzenbildung auf. Wenn die Calli auf Aktivkohleme-
dium umgesetzt wurden, bildete sich nur bei den Sorten

'Ulster Glade' und 'Varmas' eine Pflanze. Wurde das MSTo .

Medium gegen frisches MSTo Medium ausgetauscht, war die
Pflanzenbildungsrate etwas hoher als auf dem Aktivkohleme-

dium, jedoch geringer, als wenn das Medium nicht ausge-

tauscht worden war (4. Versuchsglied). Bei Sorten, die eine
niedrige Pflanzenbildungsrate auf dem MSTo Medium haben,
konnten mehr Pflanzen erhalten werden, wenn das Medium
nach 2 Wochen gegen ein Medium ohne Auxine ausgetauscht
wurde (3. Versuchsglied). Bei 'CF-69-1' wurde so zum 1. Mal
eine Pflanze regeneriert. Bei der Sorte 'Paarsput' wurde eine
signifikante Steigerung erhalten. Bei Sorten, die auf dem
MSTo Medium gut Pflanzen regenerieren, wird keine Steige-
rung erzielt, wenn das Medium gegen auxinfreies Medium
ausgetauscht wird. Entsprechende Versuche mit anderen Hor-
monzusammensetzungen werden zur Zeit durchgefithrt.

Vom arbeitstechnischen Standpunkt aus gesehen ist es - bis
ein optimaleres Medium gefunden wurde - fiir Routinearbei-
ten glinstiger, die Anzucht nach dem Auftauen zuniichst auf
dem MSTo Medium durchzufiihren. In Fillen, wenn keine
Pflanzen oder erst sehr spit Pflanzen gebildet werden, kann
man versuchen, Pflanzen zu bekommen, indem man das
Medium nach 2 Wochen gegen ein auxinfreies Medium aus-
tauscht.

3.5 Einfrierversuche mit 62 Sorten

In Abbildung 9 sind die Sorten aufgelistet, die bis jetzt mit
der Tropfchenmethode eingefroren wurden. Die Versuche
wurden nach dem angegebenen Protokoll durchgefihrt. Die
Sorten wurden zwar zufillig ausgewihlt, jedoch wurden nur
gesunde Pflanzen fir die Meristemgewinnung in Kultur ge-
nommen und nur solche weitervermehrt, die in vitro gut
wuchsen. Fir das Einfrieren wurden nur die Meristeme ver-
wendet, die nach der Vorinkubation nicht vollstindig braun
waren. Wenn nur die Schnittstelle braun war, was bei man-
chen Sorten hiufiger vorkam, wurden sie dennoch eingefro-
ren. Wenn die Meristeme in der GroRe variierten, wurden sie
gleichmiigig auf die Folien verteilt. Nach dem Auftauen
wurden die Meristeme kultiviert und lediglich beobachtet.
Das Medium wurde nicht ausgetauscht, auch dann nicht,
wenn Petrischalen aus welchen Griinden auch immer aus-
trockneten. Pflanzen, die ausgepflanzt wurden, unterlagen
der tiblichen Gewichshausroutine. Die angegebenen Werte
sind in der Regel Durchschnittswerte aus 3 Versuchen. Bei le-
diglich 5 Sorten wurde der Durchschnitt aus 2 Versuchen er-
mittelt.
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Wie Abbildung 9 zeigt, ist die Uberlebensrate (Callus +
Pflanzenbildung) nach dem Einfrieren mit der Tropfchenme-
thode hoch. Von den 62 Sorten haben 37 Sorten eine Uberle-
bensrate von mindestens 75 % und insgesamt 58 Sorten eine
Uberlebensrate von mindestens 50 %. 3 Sorten liegen iiber
40 %. Nur eine Sorte (Judika’) hat eine sehr niedrige Uberle-
bensrate von 13 %.

Die Regeneration von Pflanzen nach dem Einfrieren ist ge-
ringer. Von den 62 Sorten haben 13 Sorten eine Pflanzenbil-
dungsrate von durchschnittlich 50 %. Weitere 24 Sorten
bilden durchschnittlich mindestens zu 25 % Pflanzen (Bereich
25-50 % ). Weitere 18 Sorten regenerieren mindestens 1 Pflan-
ze pro aufgetautem Kryordhschen (Bereich 10-25 % ). Nur 7
Sorten haben eine sehr geringe Pflanzenregenerationsrate.

Bei der Kryokonservierung spielen zwei Faktoren eine we-
sentliche Rolle, das ist einmal der Einfriervorgang selbst und
zum anderen der sich daran anschlieBende Regenerationsvor-
gang. Von der Seite des Einfrierens her ermoglicht die ver-
wendete Methode, bis auf die Ausnahme "Judika', das Uberle-
ben von wenigstens einigen Zellen oder Zellverbinden von
einem breiten Spektrum verschiedener Kartoffelsorten, wie
durch die hohen Uberlebensraten dokumentiert ist. Der
zweite Schritt, die Regeneration, ist dagegen sortenabhiingi-
ger. Es ist ohne Zweifel moglich, bei vielen Sorten die Pflan-
Zenregenerationsrate allein dadurch zu steigemn, da man in
fast ausgetrocknete Pertrischalen wieder Medium nachfiillt.
Dies ist aber nur eine mehr rechnerische ProzenterhShung. In
der Praxis wird es eher so ablaufen, da man die ersten Pflan-
zen vermehit und weiter verwendet und nicht abwartet bis
sich auch aus den letzten Calli Pflanzen entwickeln. Von
Sorten mit geringer Pflanzenregenerationsrate auf dem MSTo
Medium kann man eventuell mehr Pflanzen erhalten, wenn
man entweder Medien mit anderen Phytohormonkombinatio-
nen und -konzentrationen einsetzt oder indem man nach
einer Kulturdauer von zwei Wochen das Medium gegen ein
Medium mit weniger Auxinen austauscht (s. Punkt 3.4.3).

Vom praktischen Standpunkt aus gesehen hat sich im Ver-
lauf der Versuche 'folgende Routine entwickelt. 15-20 Sorten
werden auf eine Stirke von 150-200 in vitro Pflanzen ver-
mehrt. Von den Sorten werden in 3 Ansitzen Meristeme pri-
pariert, d.h. ca. 30 Rohrchen mit 12 Meristemen. Von jedem
Ansatz wird ein Réhrchen kultiviert, so da man bei der nich- ‘
sten Priparation schon eine Vorstelluhg davon hat, wie gut
die Sorte das Einfrieren tiberlebt, wie hoch in etwa die zu er-
wartende Pflanzenregeneration. ist und ob es sich vielleicht
um problematische Sorten handelt, die z.B. Anthocyane
bilden. Bei Sorten, die verhiltnismiBig schnell Pflanzen
bilden, wird der Vorgang noch 2mal wiederholt, bei Sorten,
die nicht gut regenerieren 4mal. So ist gewihrleistet, da8 von
den Sorten Pflanzen nach dem Auftauen erhalten werden.












trogen. The 'droplet' method of K a r t h a et al. (1982) was
modified for an application in a collection of plant genetic re-
sources. With this method apical meristems are placed in
small droplets of cryoprotectant (10 % dimethylsulfoxide in
medium) supported by an aluminium foil. The foils are
plunged directly in liquid nitrogen. For a cleardy arranged
storage system the foils are transferred to precooled cryo vials
which are stored in liquid nitrogen containers. The method is
simple, does not require expensive equipment and has a fair-
ly high passage of samples.

In the meantime a spectrum of 62 varieties has been frozen. .

The survival rate (callus + plant production) of meristems is
high after freezing in liquid nitrogen. 37 varieties have a survi-
val rate of at least 75 % and all together 58 varieties have a
survival rate of at least 50 %. The regeneration of plants after
freezing is lower, but still 13 varieties have a rate of at least
50 % and further 24 varieties are in the range 25-50 %. Further
18 varieties regenerate at least 1 plant per thawed cryo vial.
Only 7 varieties have a much too low regeneration rate. The
yvield of plants could possibly be raised by using other regen-
eration media.

57 varieties have been planted out. 40 of them have been
harvested in the meantime. Tubers of 22 varieties have been
harvested a second time. Differences of the phenotype when
compared to conirol plants were extremely rare.
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