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Einsatz von In-vitro-Techniken bei Industrie- und Energiepflanzen 

. GUNDAMIX-WAGNER 

Institut für Pflanzenbau 

1. EJnleitung 

In-vitro-Techniken gewinnen zunehmend für die Pflanzen
züchtung an Bedeutung. Die In-vitro-Vermehrung leistungs
starker Genotypen ist inzwischen integrierter Bestandteil 
klassischer Züchtungsarbeit geworden. In diesen Bereich fällt 
auch die Produktion virusfreier Pflanzen und die In-vitro
Langzeiterhaltung vegetativ vermehrbarer Arten. Besonderes 
Interesse haben Pflanzenzüchter bei der Hybridzüchtung an 
Inzuchtlinien, die durch Antherenkultur erstellt werden 
können. Ferner bieten die In-vitro-Techniken die Möglichkeit, · 
neues Basismaterial für die Pflanzenzüchtung zu schaffen, das 
durch konventionelle Kreuzung nicht zu erhalten ist. Beispie
le hierfür sind die Embryokultur und die Protoplastenkultur. 

Die Einbindung der neuen Methoden in die klassischen 
Züchtungsprogramme eröffnet der Pflanzenzüchtung neue 
Möglichkeiten, um auf die Anforderungen des Marktes zu rea
gieren (Mix et al., 1988a). 

In dem vorliegenden Beitrag sollen zusammenfassend die 
bisherigen In-vitro-Arbeiten des Institutes an Industrie- und 
Energiepflanzen dargestellt und damit aufgezeigt werden, in
wieweit In-vitro-Methoden helfen können, den züchterischen 
Fortschritt bei diesen Artengruppen zu beschleunigen. 

2. Stärkepßanzen 

2.1 Kartoffel (Solanum tuberosum L.) 

Um die Wettbewerbsfähigkeit der Kartoffel zur Erzeugung 
von Stärke zu verbessern, ist es notwendig, das genetisch de
terminierte Ertragspotential voll auszuschöpfen, ohne bei dem 
Anbau den Aufwand an Produktionsmitteln zu erhöhen. Dazu 
ist es erforderlich, ein anderes Ausgangsmaterial für die züch
terische Selektionsarbeit zu schaffen, denn zur Realisierung 
dieses Zieles wäre unter anderem eine Reduktion der übermä
ßigen Krautentwicklung von Wichtigkeit. Hierbei bietet sich 
der Rückgriff auf Gene für Großblättrigkeit bei geringem 
Grünmassewuchs im Wildmaterial an. Wildarten besitzen aber 
oft einen anderen Chromosomensatz als die Kulturform und 
sind deshalb miteinander nur schwer kreuzbar. Solche natürli
chen Barrieren lassen sich mit den In-vitro-Techniken über
winden. 

2.1.1 Erzeugung haploider Pflanzen 

Mit Hilfe der Antherenkultur ist es möglich, den Chromoso
mensatz der Kulturform und/oder der Wildarten durch Erstel
lung von Haploiden zu halbieren (Mix, 1982b). 

48 autotetraploide Kartoffelgenotypen wurden im Freiland 
angebaut und dienten als Antherenspenderpflanzen. Anthe
ren, deren Mikrosporen sich im Einkernstadium befanden, 
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wurden auf kallusinduzierende Nährböden aufgelegt. Zusätze 
zum Grundnährboden waren Auxine, Cytokinine, Saccharose 
und Kokosnußmilch in unterschiedlichen Konzentrationen. 
Bezieht man die gebildeten Kalli auf die angesetzten Anthe
ren jedes Genotypen, fällt die geringe Kallusbildungsrate, die 
max. bei 2 % lag, auf. 

Von 11 Genotypen waren Mikrosporen befähigt Pflanzen 
zu regenerieren, wobei die Zusammensetzung der Nährbö
den keinen entscheidenden Einfluß auf das Wachstum zu 
haben schien. Bei der Sproßinduktion könnte Benzylamino
purin, Zeatin und Kokosnußmilch .im Nährboden einen positi
ven Einfluß auf die Regeneration haben ( M i x , 1982a, 
1983b). 

Daneben wurden Antheren von 16 verschiedenen knollen
tragenden Wildkartoffeln auf kallusinduzierende Nährböden 
aufgelegt. Nur 9 Wildarten waren befähigt, Kallus unter-
schiedlicher Intensität zu bilden. Aus S. gandari//assii- und S. 
microdontum Mikrosporen konnten haploide Pflanzen ent
wickelt werden (Mix, 1982d). 

Ein weiterer Weg zur Erstellung von dihaploiden Kartoffel
pflanzen ist die Kreuzung S. tu~rosum mit der Wildform S. 
phureja. Dabei entsteht eine geringe Anzahl diploider Pflan
zen, die aufgrund eines Farbgenmarker~. bereits im Särnlings
stadium erkannt werden können. Nach Uberprüfung der Ploi
diestufe aufgrund der Anzahl der Spaltöffnungen pro Blatt 
standen einige hundert Diploide zur Verfügung ( M i x , 
1983c), die an die Pflanzenzüchtung abgegeben wurden. 

2.1.2 Vegetative Vermehrung 

Bei Pflanzenarten, die vegetativ vermehrt werden, bietet 
sich die Vermehrung in vitro an, um gesundes Material in 
großer Zahl herstellen zu können. 

Die Abbildung 1 stellt einen solchen Vermehrungsvorgang, 
ausgehend von Nodien mit Achselknospen, dar. Der intakte 
Sproß wird in Nodien zerlegt. Diese werden auf einen defi
nierten Nährboderi (Makro- und Mikronährstoffe sowie Sac
charose) gesetzt, auf dem sich nach vier bis acht Wochen aus 
der Achselknospe ein Pflänzchen entwickelt hat, das wiede
rum geteilt werden kann, bis die gewünschte Pflanzenzahl er
reicht ist. Diese können im 4 - 6-Blattstadium eingetopft 
werden und wachsen im Gewächshaus oder im Feld zu voll
entwickelten Pflanzen heran. Die Methode ist heute Stand der 
Technik. Sie wird hier nur der Vollständigkeit halber mit auf
geführt. 

Auch Kartoffelknollen können als Ausgangsgewebe für 
eine Pflanzenproduktion eingesetzt werden, wie Mix und 
S h i (1983d) zeigen konnten. 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der vegetativen Vermehrung 2.1.3 Langzeiterhaltung von In
vitro-Kartoffelpflanzen 

Vegetative Vermehrung_ 
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Abbildung 2: Die Kartoffelsorte "Leo" unter Langzeiter
haltungsbedingungen 
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Die Langzeiterhaltung von gene
tischem Material mit Hilfe der In
vitro-Kultur bedeutet für die nur ve
getativ vermehrbaren Arten, wie 
z.B. Kartoffel und Topinambur, 
eine entscheidende Verbesserung 
zum Feldanbau, der eine Gesun
derhaltung des Materials fast un
möglich macht und überdies einen 
jährlichen, arbeitsaufwendigen 
Anbau erfordert . 

Eine vollständige Nutzung der 
Vorteile einer In-vitro-Langzeit
erhaltung hängt aber von vielen 
Faktoren ab, die in zwei Über
sichtsartikeln dargestellt wurden 
(Mix und Dambroth, 1989; 
Mix,1990). 

Ausgegangen wird für die Lang
zeiterhaltung in vitro von einer ge
sunden Pflanze. Diese wird seg
mentiert wie bei einer Vermehrung. 
Es werden jeweils 10 Pflanzen 
einer Sorte in 10 Reagenzgläser, die 

mit Nährlösung gefüllt sind, in die Langzeiterhaltungsbedin
gungen überführt. Nach etwa zweijähriger Kulturdauer, diese 
ist sortenbedingt, bei 10° C und einer niedrigen Lichtintensi
tät in einem 16 hffag müssen die Pflanzen wieder neu seg
mentiert und auf frischen Nährboden gesetzt werden (Abbil
dung 2). Nach einer 4wöchigen Zwischenkulturzeit bei 20° C 
etfolgt wieder die weitere Erhaltung unter reduzierten Wachs
tumsbedingungen (Mix, 198la,b; 1982c; 1983a; 1984). 

2.1.4 Induktion von Mikroknollen 

Als eine Methode zur mittelfristigen Erhaltung von Kartof
fel-Genmaterial, aber auch zur Erzeugung von In-vitro
Pflanzgut, wurde in den letzten Jahren die Induktion von In
vitro-Knollen (Mikroknollen) an Blattachselknospen von Kar
toffelsprossen eingeführt. 

Entsprechende Arbeiten am Institut zur Induktion und La
gerfähigkeit von in vitro erzeugten Mikroknollen, die von hi
stologischen Untersuchungen begleitet wurden, führten zu 
folgenden Ergebnissen: 

Bei sechs Kartoffelsorten konnten auf drei verschiedenen 
Induktionsnährböden in Abhängigkeit von der Sorte zwi
schen 0,5 und 1,4 Knollen pro Pflänzchen induziert werden, 
die im Mittel 1,9 bis 4,5 mm groß waren. Nach dreizehnmona
tiger In-vitro-Erhaltung zeigten ruhende Mikroknollen vitale 
Endknospen und von der Knollenperipherie zum -Zentrum 
zunehmende Zell- und Stärkekorngrößen. Durch histologi
sche Untersuchungen des Stärkespeicherparenchyms können 
frühzeitig Hinweise auf die voraussichtliche Lagerfähigkeit 
von Mikroknollen gewonnen werden (Menge - Har t -
mann, 1992). 

2.1.5 Selektion salzverträglicher Pflanzen 

Die am Institut vorhandene Sammlung alter Kartoffelsorten 
- die Sammlung enthält zur Zeit 786 alte Kartoffelsorten, die 
aus vielen Ländern zusammengetragen wurden (Mix -
Wagner, Seidewitz, 1991b) - bedarf der vielfältigen 
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Evaluierung auf besondere Eigenschaften. Auch dazu sind In- Abbildung 3: Entwicklung von In-vitro-Mikroknollen 
vitro-Techniken geeignet. Ein Beispiel hierfür ist die Testung 
von Genotypen auf ihre Salzverträglichkeit. Formen mit einer 
höhen Salzverträglichkeit sind in weiten Gebieten der Erde 
die einzige Möglichkeit, Nahrungs- und Futtennittel zu produ-
zieren, um so den besonders hier herrschenden Hungersnö-
ten zu begegnen. 

Die Testung von zwei Sorten und drei Wildarten auf Salz
verträglichkeit gaben die ersten Hinweise, daß mit Hilfe einer 
In-vitro-Behandlung nach kurzer Zeit die Möglichkeit besteht, 
das Pflanzenmaterial auf seine Salzverträglichkeit hin einzu
ordnen. 

Die Achselknospen der Versuchspflanzen wurden auf Nähr
böden, die vier verschiedene Salzkonzentrationen enthielten, 
ausgelegt. Nach 6wöchiger Kulturdauer wurden die regene
rierten Pflänzchen anhand von 9 ausgewählten Merkmalen 
(z.B. Anzahl der Sprosse, Längenwachstum der Sprosse) be
wertet. 

Die Ergebnisse der In-vitro-Testung konnten sehr deutlich . 
zeigen, daß "Frühbote" eine salzverträgliche und "Hansa" eine 
sehr salzempfindliche Sorte sein muß (Arslan et al., 1987). 
Diese Ergebnisse wurden zum Anlaß genommen, ein größe
res Sortiment von 86 Solanumgenotypen zu testen. Dabei 
wurden neben den Wachstumsparametern die Gehalte an Sal
zionen untersucht. 

Das Wachstum der Pflanzen, gemessen in Sproßlänge und 
Trockenmasse, war von der Fähigkeit abhängig, bei hohem 
Salzangebot weniger Na+ und Cl- im Sproß zu akkumulieren. 
Die untersuchten Solanum-Arten wiesen sowohl in vitro als 
auch in vivo ein unterschiedliches Vermögen auf, die Akku
mulation von Na+ und Cl- im Sproß zu verhindern. 

Von den untersuchten Genotypen zeigten sechs Wildfor
men eine hohe Salzverträglichkeit, wogegen die Kultursorten 
niedrige Salzverträglichkei-
ten aufwiesen. · Die Ergeb
nisse deuten darauf hin, 
daß die Wild- und Primitiv
formen von Solanum-Arten 
ein genetisches Potential für 
die Entwicklung von salz-

Abbildung 4: Einfluß des Salzangebotes auf die Länge des gebildeten Hauptsprosses 
relatlv zur Kontrolle ohne NaCI-Zufuhr bei 15 Kartoffel-Genotypen 
(x abgestorbene Pflanzen) 

verträglichen Kartoffelsor-

Sproßlänge (%) 
ten besitzen ( E l h a g et al., 
1991, Elhag 1992) und 
damit eine gute züchteri
sche Basis für dieses Merk-
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mal besteht. 

3. Zuckerstoffllefernde 
Pflanzen 

Die wichigste zuckerlie
femde Pflanze in Europa ist 

die Zuckerrübe (Beta vul
garis L.). Die weniger be
kannten Kulturarten Topi
nambur (Helianthus tubero
sus L.) und Zichorie '( Ci
cborium intybus L.) 
können aber auch als 
zuckerstoffliefernde Pflan
zen genutzt werden. Ihre 
Speichersubstanz Inulin lie
fert Zucker in Form von 
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Abbildung 5: Eine Topinamburpflanze mit neu ent
wickelten Pflanzen an den Stolonen 

flüssiger Fructose (Fruchtzucker), dessen Süßkraft bis zu 1,4 
mal so groß ist wie die von Saccharose. 

Die besondere Eignung von Zucker für die chemische Indu
strie gründet sich vor allem auf seine hohe Reinheit ( Fr e s e , 
1993). Topinambur und Zichorien sind auch aus Gründen der 
Fruchtfolgegestaltung interessante . Kulturen für die Gewin
nung von Zuckerstoffen. Gleiches gilt für die hier nicht zu be-
handelnde Zuckerhifse (Sorghum), denn der Einsatz von In
vitro-Techniken ist bei dieser Art nicht so vordringlich. 

3.1 Topinambur (Helianthus tuberosus L.). 

Die aus Nordamerika stammende Knollenfrucht hat seit 
ihrem Auftreten in Europa nur eine sporadische züchterische 
Bearbeitung erfahren. 

Besonders vordringlich durch Züchtung zu verbessernde Ei
genschaften sind neben der Erhöhung des Ertrages an total 
fermentierbaren Zuckern die Reduktion der übermäßigen 
Kraut- und Längenentwicklung, die Vorverlegung des Knol
lenansatzzeitpunktes sowie die Vollernteeignung (Schi t
t e n h e l m, 1989). 

Um wertvolles genetisches Material von Topinambur über 
längere Zeiträume in Form von Pflanzen zu erhalten, bestand 
auch bei dieser Kultur das Interesse, ein Verfahren zur In
vitro-Erhaltung zu entwickeln. 

Als Versuchsmaterial für die vegetative Vermehrung in vitro 
dienten 20 Topinamburgenotypen. Von im Freiland aufge
wachsenen Pflanzen wurden Nodien und Sproßspitzen ent
nommen. Der Nährboden für die Sproßspitzen enthielt neben 
den Makro- und Mikronährstoffen auch Saccharose und Gib
berellin. Dem· Nährboden für die Nodien wurde noch zusätz
lich Benzylaminopurin zugesetzt. 

Die Kulturen der verschiedenen Gewebeteile befanden sich 
in einem Kulturraum bei 22° C und einer Tageslänge von 12h. 

Bei allen 20 Topinamburgenotypen konnten mit unter
schiedlichem Erfolg aus Nodien und Sproßspitzen Pflanzen re
generiert werden. Bis sich aus Sproßspitzen und Nodien gut 
ausgebildete Pflanzen gebildet hatten, vergingen im allgemei
nen 4-6 Wochen. 
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Für die Langzeiterhaltung von Topinamburpflanzen erwie
sen sich Reagenzgläser als wenig geeignet, da nur die Sproß. 
spitzen zur Weitervermehrung verwendet werden konnten. In 
größeren Kulturgefäßen hingegen bildeten die In-vitro
Pflanzen Stolonen, aus denen sich wieder mehrere neue 
Pflanzen entwickelten (Abbildung 5). 

Die gewonnenen Ergebnisse lassen den Schluß zu, daß die 
In-vitro-Pflanzen bei 20° C für ein Jahr, bevor sie wieder ver
mehrt werden müssen, im gleichen Gefäß erhalten werden 
können und dann wiedervermehrt werden müssen (Mix 
und S chit te nhe Im, 1988). 

Außer für eine Langzeiterhaltung ließe sich ein solches 
System sich selbst vermehrender In-vitro-Pflanzen möglicher
weise auch zur schnellen Vermehrung von Zuchtmaterial 
nutzen. Endgültige Aussagen bedürfen jedoch noch weiterer 
Untersuchungen. 

3 . 2 Zichorie ( Cichorium intybus L.) 

Die Wurzelzichorie ist zur Erzeugung von Inulin und Fruc
tose geeignet. 

Bei der Zichorie ist die Erhöhung der Erträge besonders 
wichtig, damit sie als leistungsfähige Industriepflanze in die 
landwirtschaftlichen Nutzungssysteme eingeführt werden 
kann. Die erheblichen Ertr~gsreserven lassen sich durch das 
Polycrossverfahren nutzbar machen, doch bedarf es hierbei 
einer Erhaltung der Klonteile (Fr es e , 1993). Aus diesem 
Grund wurden Arbeiten zur In-vitro-Vermehrung von Zicho
rien durchgeführt. 

3.2.1 In-vitro-Vermehrung von Zichorien 

Bei der Suche nach geeignetem Ausgangsgewebe für eine 
vegetative Vermehrung und anschließender Langzeiterhal
tung in vitro hat sich das Blattrippengewebe als sehr regene
rationsfähig erwiesen. 

Pflanzen der Sorte "Fredonia" dienten als Versuchsmaterial, 
deren Blattrippen segmentiert und auf verschiedene Nährbö
den aufgelegt wurden. Die· Einzelpflanzen zeigten ein sehr 
unterschiedliches Verhalten bezogen auf die Kallus- und/oder 
Adventivknospenbildung, aber im allgemeinen fiel die relativ 
hohe Kallus- wie Adventivknospenbildung (10-20 Pflanzen/ 
Segment) auf. Nach dem Umsetzen der zur Pflanzenbildung 
angeregten Segmente entwickelten sich auf den sproßindu
zierenden Nährböden Pflänzchen von unterschiedlicher . 
Anzahl. Bei einigen Sprossen traten Schwierigkeiten bei der 
Wurzelbildung auf, jedoch konnte durch eine lOtägige Be
handlung mit Indolpropinsäure bei fast allen Sprossen eine 
gute Wurzelentwicklung induziert werden. 

Ein Teil der bewurzelten Pflanzen wurde in Erde gepflanzt 
und in den allgemeinen Züchtungsablauf mit eingeschlossen. 

3.2.2 In-vitro-Langzeiterhaltung von Zichorienpflanzen 

An einem Teil der bei den Untersuchungen zur In-vitro
Vermehrung von Zichorien regenerierten Pflanzen wurde 
weiter geprüft, inwieweit es möglich ist, dieses ln-vitro
Material über einen längeren Zeitraum in vitro zu erhalten. 
Damit könnte dem Züchter eine Methode angeboten werden, 
die es ihm erlaubt, das Zuchtmaterial gewissermaßen auf 
Abruf aufzubewahren, ohne einen Feldanbau durchführen zu 
müssen (Mix , 1985a). 
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Die Langzeiterhaltung der Pflanzen erfolgte in 1,51 fassen
den Kulturgefäßen, die Perlite als Festigungssubstrat enthiel
ten. Die Nährlösung, in der die Pflanzen aufwuchsen, setzten 
sich aus den Malcro- und Mikronährstoffen sowie 10 g/1 Sac

. charose zusammen. Die Umweltbedingungen waren bei der 
Anzucht der In-vitro-Pflanzen und der Langzeiterhaltung 20° 
C bei einem 12 h-Tag, denn bei Tag/Nachttemperaturen von 
18° C bzw. 16° C war eine verstärkte Schosserbildung zu be
obachten. Eine Erhaltung bei tieferen Temperaturen (Kartof
fel/ 10° C) scheidet bei Zichorienmaterial aus, da unter diesen 
Bedingungen eine Vernalisation der Pflanzen induziert wird. 

Die bisher gewonnenen Beobachtungen lassen darauf 
schließen, daß die Pflanzen mindestens zwei Jahre in dem 
gleichen Kulturgefäß verbleiben können ( M i x und Fr e s e , 
1988b). 

4. Ölpflanzen 

Die Verwendung pflanzlicher Öle für industrielle Zwecke 
hat eine lange Tradition. Nach dem 2. Weltkrieg ging jedoch 
der Einsatz pflanzlicher Öle in der chemischen Industrie deut
lich zurück und dementsprechend sank das Interesse an den 
für die Erzeugung pflanzlicher Öle geeigneten Pflanzen. Le
diglich der Raps nahm hierbei eine Sonderstellung ein. Er . 
wurde weiter pflanzenzüchterisch und anbautechnisch fort
entwickelt, während die übrigen Arten auf dem Stand nach 
dem 2. Weltkrieg verharrten. Mit dem nun wieder gestiegenen 
Interesse an pflanzlichen Ölen mit unterschiedlichen Qualitä
ten begann auch wieder das Interesse an den alten, schon fast 
vergessenen Ölpflanzenarten ~ steigen. Um sie wieder an 
das heute für eine Wettbewerbsfähigkeit notwendige Ertrags
niveau heranzuführen, sind erhebliche pflanzenzüchterische 
Anstrengungen erforderlich. Um dieses Ziel in möglichst 
kurzer Zeit zu erreichen, können auch die In-vitro-Methoden 
einen Beitrag leisten. 

4.1 Cruziferen 

Die Hauptfettsäure im Samenöl der Cruziferen ist die ein
fach ungesättigte, langkettige Erucasäure. Sie wird bisher aus 
den Rapssamen gewonnen. Aus anbautechnischen Gründen 
und zur Auflockerung der Fruchtfolgen wäre aber auch der 
Anbau anderer Arten aus dieser Familie von Interesse. Um 
ihren züchterischen Fortschritt zu beschleunigen, wurden Un
tersuchungen zur Erzeugung haploider Pflanzen als Basis für 
die HybridZOchtung bei dem Weißen Senf (Sinapis alba), der 
Crambe ( Crambe abyssinica) und Sareptasenf (Brassica 
juncea) am Institut begonnen. 

Jeweils 8 Genotypen von B. juncea, S. alba und C. abyssi
nica wurden im Gewächshaus als Spenderpflanzen der Mi
krosporen herangezogen. Nach Abnahme der Knospen erfolg
te eine Behandlung von unterschiedlichen Temperaturen. 
Dieser Streß versetzte die Mikrosporen in eine teilungsfreudi
ge Phase. 

Die Grundnährböden, die während der Kulturdauer einge
setzt wurden, bestanden aus Makro- und Mikronährstoffen 
sowie Vitaminen. Folgende Hormone wie Benzylaminopurin, 
2,40 und 1-Naphthylessj.gsäure wurden ausgetestet. Der Sac
charosegehalt der verschiedenen Nährböden lag zwischen 10-
100 g/1. 

Im Gegensatz zur Antherenkultur, bei der jede Anthere se
parat auf dem Nährboden liegt, werden bei der Mikrosporen
kultur viele Knospen zusammen für einen Kulturansatz verar
beitet. 
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Die durchgeführten Untersuchungen zeigten, daß sich von 
allen drei Cruziferenarten Mikrosporen isolieren und in 
Kultur nehmen lassen. Bereits nach wenigen Tagen zeigten 
die ersten Mikrosporen eine Teilungsaktivität. Diese war be
deutend intensiver, wenn die isolierten Mikrosporen einige 
Stunden mit S° C behandelt wurden. Die Crambegenotypen 
reagierten am stärksten auf diese S° C-Behandlung. 

Die ersten Auswertungen machten deutlich, daß eine 2,4D
Behandlung der Knospen einen positiven Effekt auf die 
Anzahl der gebildeten Embryonen bei Crambe abyssinica 
und Sinapis alba im Vergleich zur Kontrolle hatte. Bei den 
B.juncea-Genotypen konnte kein Einfluß von 2,4D auf die 
Embryobildung beobachtet werden .. 

Ein Sinapis alba Genotyp entwickelte aus Mikrosporen auf 
einem Nährboden mit 0,5 mg/1 BAP und 0,5 mg/1 NES einige 
Embryonen, die zu kleinen Pflanzen heranwuchsen (Mi X -
Wagner, 1991a). 

4. 2 Sonnen.blumen (Helianthus annuus L.) 

Die Sonnenblume besitzt ein interessantes Fettsäuremuster. 
Es können sowohl Formen mit hohem Ölsäure- als auch Li
nolsäuregehalt im Samenöl entwickelt werden. 

Die geringe Kälteverträglichkeit der Sonnenblume erfordert 
ein den hiesigen Witterungsverhältnissen angepaßtes Sorti-

. ment. Beim Aufbau von kältetoleranten und frühreifen Popu
lationen muß auf Wildformen, die eine gewisse Kältetoleranz 
besitzen, zurückgegriffen werden. Sie sind jedoch mit den 
Kulturformen nur schwer kreuzbar, so daß versucht werden 
muß, diese Barrieren mit Hilfe der In-vitro-Techniken zu 
überwinden. 

4.2.1 Vegetative Vermehrung von Sonnenblumen 

Für die Untersuchungen zur vegetativen Vermehrung in 
vitro dienten zwei Sonnenblumengenotypen. Die sterile An
zucht der Versuchspflanzen wurde in Anlehnung an die be
schriebene Methode durchgeführt (Mix und Knopp, 
1986). Der Grundnährboden für eine In-vitro-Sproßinduktion 
aus Achsellmospen basierte auf einem Nährboden, der mit 
Saccharose und einem Cytokininzusatz (BAP) versetzt war. 

Nur aus wenigen Nodien (2-5 %) der beiden Gen<:>typen · 
konnten aus den Achsellmospen, wenn vorher nicht die 
Sproßspitzen der Ausgangspflanzen entfernt wurden, Pflan
zen regeneriert werden. Die Entfernung der Sproßspitzen_ 
einige Tage vor dem Kultivieren der Nodien induzierte eine 
Erhöhung der Regeneration ganzer Pflanzen aus Achsellmo
spen. 

Im 12 h-Tag und bei niedriger BAP-Konzentration war bei 
beiden Genotypen eine gesteigerte Sproßbildung als in Dun
kelheit und bei höherer BAP-Konzentration im Nährboden zu 
beobachten. 

Bei den regenerierten Pflanzen aus Achsellmospen konnte 
ein frühes Knospenansetzen und Blühen am gestauchten 
Sproß verzeichnet werden. Von den kultivierten Nodien 
beider Genotypen bildeten 80 % der sich entwickelten Spros
se direkt Wurzeln. Die restlichen 20 % der Sprosse mußten 
auf einen wurzelinduzierenden Nährboden gesetzt werden, 
um Wurzeln zu bilden. 
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Entnahme von Sonnenblumenan- Alle Sorten zeigten auf diesem 
theren Nährboden eine K.allusbildung, al

lerdings mit sehr unterschiedlicher 
Intensität. Bezogen auf die ange
setzten Antheren, erreichte die 
Sorte "Inra" mit 80 % die höchste 
und die Sorte '1aszberenyi" mit 15 
% die niedrigste K.allusbildungsrate 
von den acht ausgewählten Sorten. 

1 " i 
t t t f 

1 
' IJ 0 
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Antheren 

Nur auf dem sproßinduzierenden 
Nährboden versetzt mit Saccharose 
und Benzylarninopurin konnten 
die aus dem Antherenkallus ent
wickelten Embryonen der Sorte 
"Inra" und "Luciole" zur Sproß- und -
Wurzelbildung angeregt werden. 
Nach etwa 8-wöchiger Kultur bilde
ten sechs Embryonen der Sorte 
"Inra" je ein Pflänzchen. Zwei 
Pflanzen waren haploid. Es konn
ten 17 Chromosomen in den Wur
zelspitzenzellen geZählt werden. 
Die Sorte "Luciole" entwickelte aus 
einem Embryo eine ganze Pflanze, 
die einen haploiden Chromoso
mensatz aufwies. 

4.2.2 Erzeugung haeloider Pflanzen Die regenerierten Pflanzen entwickelten sich sehr schnell 
unter den In-vitro-Bedingungen, bildeten im 3.-4. l3lattsta
dium schon Blüten und b\ieben dann im Wachstum stehen. 
Nur eine haploide Pflanze der Sorte "Inra" konnte sich zu 
einer normal großen Pflanze nach Überführung in Erde ent
wickeln (Mix, 1985b). 

Zur Erreichung des Zieles Frühreife, Kältetoleranz mit 
einem hohen Ölgehalt zu kombinieren, bedarf es einer 
großen Variation, um Selektionen vornehmen zu können. Die 
Antherenkultur diente dazu, haploide Pflanzen für diesen 
Zweck zu erstellen. 

Antheren von acht Sonnenblumensorten wurden auf einen 
kallusinduzierenden Nährboden aufgelegt (Abbildung 6). 

4.3 Mohn (Papaver somniferum L.) 

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Antheren.kultur 

Das Sameoöl von Mohn enthält Linolsäure. Züchterische 
Anstrengungen wurden unternom
men, um den gewünschten Inhalts
stoff und das niedrige Ertragsnive
au auf ein höheres Niveau zu brin
gen. Zur Unterstützung der züchte
rischen Arbeiten wurde die Anthe
renkultur zur Erstellung von Haplo
iden mit einbezogen . 
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Gewinnung HAPLOIDER 
.Beispiel.; Antherenkultur 

---(Ir"::~ Pollen 

Anthere 

diploide 
Ausgangspflanze 

\ 
haploider 

Kallus 
haploide 

Pflänzchen 
haploide 
Pflanze 

Für die Versuche wurden elf Her
künfte im Gewächshau.s und im 
Feld angebaut. Nach Sterilisation 
der ganzen Knospen erfolgte das 
Auflegen der Antheren auf Nährbö
den, die neben Makro- und Mikro-
nährstoffen auch Auxine, Cytokini
ne und Vitamine enthielten. 

Sieben bis neun Wochen nach 
Beginn der Antherenkultur durch
brach an einigen Antheren fester, 
weißer Kallus die Antherenwand. 
Aus sechs Herkünften und insge
samt 210 Antherenkalli wurden 548 
Pflanzen regeneriert. Die Kallusbil
dungsrate der Sorte "Soma" lag in 
Abhängigkeit von dem verwende
ten Nährboden zwischen 0-3,4 %. 
Die vier Nährböden mit den höch-
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sten Kallusbildungsraten enthielten Abbildung 8: Schematische Darstellung der Embryokultur 
alle eine Kombination der Auxine 
2,4D, 1-Naphthylessigsäure und/ 
oder Indolessigsäure sowie als Cy

. tokinin Benzylaminopurin. 

Die Abbildung 7 gibt eine sche
matische Darstellung der Antheren
kultur wieder. 

Der überwiegende Teil der regene
rierten Pflanzen war diploid. Nur 
sieben Prozent erwiesen sich als 
haploid. Alle Haploide ließen sich 
auf die Kalli aus Antheren von vier 
Knospen der Sorte "Soma" zurück
führen. 

Viele der aus Antheren entstan
denen diploiden Pflanzen einer 
Herkunft zeigten morphologische 
Abweichungen von der Spender
pflanze, vor allem in der Blattform 
und Z.ahnung. Die haploiden 
Mahnpflanzen unterschieden sich 
in der Wüchsigkeit und im Habitus 
nicht eindeutig von den diploiden 
Pflanzen ( E l b e rn , 1984). 

s. Eiweißliefernde Pflanzen 

5 . 1 Lup i ne 

X 

Lupinen fanden bisher wenig Beachtung, obwohl der hohe 
Proteingehalt ihrer Samen und die gute Proteinqualität für 
eine Nutzung dieser Leguminose sprechen würden. Eine der 
Hauptursachen für den geringen Anbauumfang liegt in dem 
niedrigen Flächenertrag. Die Verbesserung der Ertragsleistung 
ist das wichtigste Ziel in der Lupinenzüchtung. Die Verwirkli
chung dieses Zieles wird durch die stark ausgeprägten Kreu
zungsbarrieren zwischen den Lupinenarten behindert 
(Sator, 1983a, Sc häf e r-Men uhr, 1989c und 1990). 

5.1.1 Vegetative Vermehrung 

Auch bei Lupinen ist eine schnelle Vermehrung von Interes
~. um Genotypen mit positiver Merkmalsausprägung schnell 
zur Verfügung zu haben. Bei der Anwendung von anderen In
vitro-Techniken, wie z.B. der Protoplastenfusion ist es von 
Wichtigkeit, In-vitro-Material in ausreichender Menge bereit
stellen zu können (Schäfer-Menu hr, 1985). 

Versuche zur Regeneration von Pflanzen aus verschiedenen 
Gewebeteilen wie z.B. Blättern, Stengeln und Embryonen 
wurden mit einigen Lupinenarten durchgeführt. Aus halbier-
ten Embryonen von L. polypbyllus und L. bartwegii konnte 
Vielfachsproßbildung erreicht werden. Bei den Sorten der 
Gelben Lupine bildeten sich nur Einzelsprosse. Die Sprosse 
von L. luteus, L. bartwegii und L. polyphyllus konnten mit un
terschiedlichen Erfolgsraten bewurzelt werden ( S a t o r , 
1985b,c). 

Die Sproßentwicklung aus Hypokotyl, Blättern und Blatt
stengeln war stark abhängig von der Lupinenart und der Nähr
bodenzusammensetzung. Nur eine Pflanze wurde aus dem 
Hypokotyl von L. polyphyllus regeneriert. Wenige Sprosse 
konnten auf den Blattsegmenten von L. luteus und L. hartweg
ii induz~rt werden ( Sa t o r , 1985d) 
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5.1.2 Erzeugung haploider Pflanzen 

Erste Versuche, aus Lupinus polyphyllus Mikrosporen (An
therenkultur) haploide Pflanzen für den Züchtungsfortschritt 
zu erstellen, wurden bereits 1982 (Sator et al.) vorgenommen. 
Eine Regeneration von haploiden Pflanzen konnte bei L. poly
phyllus induziert werden. Es zeigte sich sehr deutlich, daß die 
Anwesenheit von 2,40 und Kinetin im Nährboden einen ent
scheidenden Einfluß auf die Kallusbildung aller getesteten Lu
pinenarten hatte (Sa t o r et al., 1983b, Sa t o r, 1985a) 

5.1.3 Erzeugung von Arthybriden mittels Embryokultur 

Die Barrieren, Arthybride zu erstellen, können durch die 
Kultur von abortiven Embryonen und der Protoplastenfusion 
überwunden werden. 

Eine Bestäubung an einer intakten Pflanze mit anschließen
der ln-vitro-Embryokultur wird beispielhaft in Abbildung 8 
dargestellt. 

Kurz bevor der Embryo sein Wachstum auf der Pflanze ein
stellt, wird er unter sterilen Bedingungen herauspräpariert. Je 
nach Entwicklungsstadium des Embryos wird er auf einen 
Nährboden aufgelegt, der Mineralstoffe, Wachsturnsregulato
ren und Vitamine in unterschiedlichen Konzentrationen und 
Kombinationen enthält. Die Pflanze, die aus dem isolierten 
Embryo entsteht, ist ein Arthybrid. 

Abortive Embryonen aus Kreuzungen Lupinus mutabilis x 
Lupinus hartwegii konnten in vitro zu Pflanzen regeneriert 
werden, wenn die Embryonen aus noch vitalen Hülsen iso
liert wurden. Für den Kulturerfolg ist ein Phytohormonzusatz 
zu Beginn der Kultur von ausschlaggebender Bedeutung 
(Sch äf er - Menu hr et al., 1988a, S chäf er - Men uhr et 
al., 1989f). 

Ein zusätzliches Ziel der Arbeiten war die Lokalisierung der 
Kreuzungsbarrieren in vivo verschiedener Lupinen-Art
kreuzungen. Histologische Untersuchungen ergaben bei der 
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Abbildung 9: Hybridpflanze: Lupinus mutabilis x Lupi
nus hartwegli 

Kreuzung L. bartwegiix L. mutabilisEmbryonen im Kotyledo
nen-Stadium sowie zelluläres Endosperm. Bei der reziproken 
Kombination L. mutabilis x L. harlwegii endete die Embry
oentwicklung am Ausgang des Globular-Stadiums, unmittel
bar vor dem Erscheinen der Kotyledonen-Primordien. Die 
Kreuzung L. luteus x L. hartwegii führte nur zu einer begrenz
ten Embryoentwicklung bis zum frühen Globular-Stadium. 
Wurde L. hartwegii als Mutter verwendet, konnte nicht einmal 
Pollenkeimung beobachtet werden (Busmann et al., 1991, 
1992). 

5.1.4 Erzeugung von Arthybriden mittels Protoplastenfusion 

Ein weiterer Weg, der Inkompatibilität bei der Lupine zu be
gegnen, ist die Protoplastenfusion. 

Die Arbeitsschritte für die Isolation und Reinigung der Pro
toplasten konnten soweit optimiert werden, daß Lupinenpro
toplasten von Altweltarten und amerikanischen Arten in hoher 
Ausbeute und Reinheit hergestellt werden können ( Sc h ä -
fer-Menuhr, 1987a). 

Durch Screening zahlreicher Nährböden konnten Zusam
mensetzungen gefunden werden, in denen Lupinenprotopla
sten Zellwände regenerieren, sich teilen und schließlich 
Kallus bildeten ( Sc hä f e r-Men uhr et al., 1987b). 

Die aus somatischen Pflanzenzellen gewonnenen Protopla
sten werden mit Hilfe der Elektrofusion miteinander ver
schmolzen. Die Elektrofusionen wurden mit Blattprotoplasten 
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aus den Hybriden L. mutabilis x L. hartwegii als dem einen 
Fusionspartner und Protoplasten .aus Zellkulturen von L. poly
pyllus als dem anderen Fusionspartner durchgeführt. · 

Da es nicht nur für die Gewinnung von Protoplasten aus 
Zellkulturen dieser Lupinenarten, sondern auch für den Fu
sionserfolg entscheidend ist, daß Protoplasten aus der expo
nentiellen Wachstumsphase eingesetzt werden, wurde das 
Wachstumsverhalten der Zellsuspensionskulturen von L. bar1-
wegii, L. angustifolius und L. polypbyllus untersucht. Nach 6 
Tagen Kultur ist die stationäre Phase erreicht, in der der Zu
wachs an Frischgewicht und Sinkvolumen stagniert und das 
Trockengewicht leicht abnimmt. Bei beiden Lupinenarten ist 
die Verdoppelungszeit für das Frischgewicht von der Konzen
tration des Inokulums abhängig ( S c h ä f e r - M e n u h r , 
1988b, Schä fe r-M en uhr, 1989d; Sc hä f e r-Men uhr 
et al., 1989e). 

Die daraus folgenden Fusionsansätze wurden in hoher Zell
konzentration in Petrischalen getropft, mit Agarose verdichtet 
und mit flüssiger Nährlösung umschwemmt. Drei Wochen 
alte Kalli wurden auf Regenerationsnährböden umgesetzt. 
Nach mehrfachem Transfer auf unterschiedlich zusammenge
setzten Nährböden bildeten einige Kalli embryogene Struktu
ren aus, die Sprosse bildeten (Abbildung 9). Sprosse aus 102 
verschiedenen Kalli aus Fusionsansätzen konnten bewurzelt 
werden ( Sc hä f er-Menu h r, 1989a). 

Die Züchtungsarbeiten sind mit klassischen Mitteln sehr zeit
aufwendig, doch ein erster Zeitgewinn hat der Einsatz der 
Zell- und Gewebekulturen in der Züchtung gebracht, wie 
anhand der "Bestandesaufnahme" der In-vitro-Arbeiten, die 
im Institut für Pflanzenbau durchgeführt wurden, gezeigt 
werden konnte. 

An einzelnen Zellen läßt sich bereits in großen Populatio
nen auf die erwünschten Merkmale selektieren. Haploide er
lauben schnelleres Auffinden aller Eigenschaften und die so
matische Fusion verhilft zu einer effizienteren Kombination 
komplexer Genome (Schäfer-Menu hr, 1988c). 

Zusammenfassung 

Durch den Anbau von Industriepflanzen für industriell
technische Verwendung könnten für landwirtschaftliche Ka
pazitäten neue Verwertungsbereiche eröffnet werden. Dazu 
bedarf es der Züchtung von Sorten der Arten, die den Anfor
derungen des Marktes entsprechen. 

Für die landwirtschaftliche Pflanzenzüchtung gewinnen In
vitro-Techniken, die über die Anwendung von Meristemkultu
ren hinausgehen, zunehmendes Interesse. 

Dieser Beitrag stellt alle Ergebnisse der In-vitro-Arbeiten, 
die bisher die klassischen Züchtungsarbeiten im Bereich In
dustriepflanzenanbau im Institut für Pflanzenbau unterstützt 
haben, zusammen. 

Utillzation of In-vitro-techniques of industrial and 
energy plants 

By the cultivation of industrial plants for technical applica
tion in industry, new areas for agricultural raw material could 
be offered. 

For that purpose there is still a need for breeding varieties 
of those species which meet the appropriate demand of the 
market. 
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For the agricultural plant breeding those In-vitro-techniques 
which are beyond the application of meristem culture are gai
ning an increasing interest. 

This contribution is a summary of results of the In-vitro
. investigations which have supported the conventional bree

ding work in the field of industrial plant production in the In
stitute of Crop Science. 
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