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Einleitung 

Bei Kartoffeln werden Gewebekulturtechniken u.a. erfolg- . 
reich zur schnellen Vermehrung, Eliminierung von Pathoge
nen und Langzeitlagerung genetischer Ressourcen angewen
det. Bei der letztgenannten Nutzung werden chemische 
Wachsturnshemmer eingesetzt, die die Zeiten zwischen den 
Subkulturen der in vitro-Pflänzchen und somit die Lagerungs
dauer verlängern sollen oder eine Wachstumsdepression wird 
durch niedrige Inkubationstemperaturen erzielt. 

Als weitere Methode zur mittelfristigen Lagerung von Kar
toffel-Genmaterial wurde in den letzten Jahren die Induktion 
von in vitro-Knollen (Mikroknollen) an Blattachselknospen 
von Kartoffelsprossen eingeführt ( D o d d s , 1988; C h a n -
d r a et al., 1988; Li z a r r a g a et al., 1989). Die Lagerungs
dauer solcher in vitro-Knollen läßt sich möglicherweise in Zu
kunft durch veränderte Kulturbedingungen auf 4 bis 5 Jahre 
ausdehnen, ohne daß eine Subkultur durchgeführt werden 
muß (Lizzaraga etal., 1989). 

Mikroknollen können darüber hinaus für zwei weitere An
wendungen genutzt werden: 1.) zum Verteilen von viru~
freiem Genmaterial, wie es beispielsweise durch das Internati
onal Potato Center (CIP) in Peru praktiziert wird und 2.) 
werden solche Knollen innerhalb von Saatguterzeugungspro
grammen als zusätzliche Komponente zu Standard-Methoden 
der schnellen Vermehrung eingesetzt. 

Da über die Histologie und Stärkeeinlagerung, sowie deren 
möglichen Einfluß auf die Länge der Lagerfähigkeit von in 
vitro-Knollen derzeit noch wenig bekannt ist, wurden in vitro
Knollen im Rahmen von Arbeiten zur Knolleninduktion und 
Lagerfähigkeit mikroskopisch untersucht. 

Material und Methoden 

Im Gewächshaus angezogenen Pflanzen der Kartoffelsorten 
Christa, Heia, Ukama (sehr frühe Sorten), Granola, Grata und 
Hansa (mittelfrühe Sorten) wurden nodale Sproßsegmente 
entnommen und mit 1 % Calciumhypochlorid oberflächen
sterilisiert. Mit diesen Segmenten wurde in vitro auf MS
Medium (Mur a s h i g e und S k o o g , 1962) mit 3 % Saccha
rose und O 8 % Agar eine schnelle Vermehrung durchgeführt 
(modifiziert nach Rose 11 et al., 1987). Dazu wurden die 
Pflanzen unter 16stündiger Belichtung bei einer Lichtintensität 
von 2000 Lux und 25°C kultiviert. Sobald sich aus den noda
len Sproßsegmenten nach mehrmaligem Umsetzen auf fri
sches Nährmedium hinreichend viele, etwa 4 Wochen alte 
Pflänzchen mit mindestens vier Nodien entwickelt hatten, 
wurden sie auf drei gerschiedene Knollen-I~duktionsmed!en 
überführt. Diese basierten auf MS-Grundmedium und enthiel
ten folgende Zusätze: 

1.) 5mg/I 6-Benzylaminopurin (BAP) und 500mg/I Chloro
cholinchlorid (CCC; modifiz. nach T o v a r et al., 1985), 
2.) 2mg/l BAP, 2mg/l 1-Naphthylessigsäure (NAA) sowie 100 
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mg/1 CCC und 3.) 2mg/I NAA und 2mg/I BAP (modifiziert 
nach Rose II et al., 1987). Alle Induktionsmedien enthiel
ten 0,8 % Agar und 8 % Saccharose und wurden vor dem ~u
toklavieren (121°C, 15 Min.) auf einen pH-Wert von 5,7 em
gestellt. 

In einem ersten Versuchsansatz wurden pro zylindrischem 
350ml-Kulturgefäß jeweils fünf, in einem zweiten Ansatz bis 
zu 12 Pflänzchen bei 20 - 22°C im Dauerdunkel induziert. 

Die induzierten Mikroknollen wurden nach 8 Wochen ge
erntet und ihre Zahl pro Pflanze sowie ihr Durchmesser ermit
telt. Anschließend wurden die Mikroknollen bei 4°C in vitro 
eingelagert und die Dauer ihrer Lagerfähigkeit, d.h. die mit 
dem Ende der Keimruhe einsetzende Keimentwicklung, re
gelmäßig überprüft. 

Nach 13 Monaten Lagerung wurden jeweils 5 bis 6 Mikro
knollen der Sorten Granola und Ukama, die auf Medium 2 
und 3 (zweiter Versuchsansatz) induziert worden waren, für 
rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen präpariert. 
Hierzu wurden Längsscheiben der Knöllchen für 16 Stunden 
mit phosphat-gepuffertem Glutaraldehyd-Formaldehyd 
(Karn o vs k y, 1965) fixiert, nach Entwässerung in Aceton 
ansteigender Konzentration mit einem Kritisch-Punkt
Trockner getrocknet und nach frischem Anschneiden mit 
einer Rasierklinge mit Gold besputtert. 

Zur Isolierung der Stärkekörner wurden Knöllchen beider 
Sorten homogenisiert, mit Wasser aufgeschlämmt, durch eine 
dreifache Lage Nylongewebe filtriert und mehrfach gewa
schen. Das Sediment wurde durch mehrfaches Zentrifugieren 
gereinigt und schließlich luftgetrocknet. Zur Größenbestim
mung der isolierten Stärkekörner wurden auf rasterelektro
nenmikroskopischen Fotos (REM ISI-60) jeweils 500 Körn
chen je Probe vermessen. 

Ergebnisse und Diskussion 

Die sechs untersuchten Kartoffelsorten reagierten unter
schiedlich auf die K n o 11 e n i n du k t i o n . Die höchsten In
duktionsraten wurden bei der Sorte Heia mit 1,4 Mikroknol
len pro Pflänzchen unter Zusatz von BAP und CCC beobach
tet (Medium 1), bei Ukama mit jeweils einer Knolle pro 
Pflänzchen sowohl auf Medium 2 mit BAP, NAA und CCC als 
auch auf Medium 3 mit NAA und BAP, sowie bei Granola mit 
1,2 Mikroknollen auf Medium 3 CTabelle 1). In einem identi
schen Ansatz mit bis zu 12 Pflänzchen pro Kulturgefäß, bestä
tigte sich diese Tendenz weitgehend Cfabelle 1, Werte in 
Klammern). Die niedrigste Induktionsrate wies die Sorte 
Grata auf. Auf keinem der Medien entwickelten sich mehr als 
0,5 Knöllchen pro Pflanze CTabelle 1). Die Anzahl der indu
zierten Knollen wird offensichtlich weniger durch das Induk
tionsmedium, sondern weitgehend durch den Genotyp be
stimmt (vgl. Chandra etal., 1991). 

Grata hatte nicht nur die wenigsten, sondern mit 1,9 mm 
Durchmesser auch die kleinsten Knollen Cfabelle 1, Grata auf 
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Medium 1). Die größten Knollen wies mit 4,5mm die Sorte 
Ukama auf Medium 3 mit BAP und NAA auf. Überwiegend 
waren die auf Medium 3 induzierten Knollen bei den unter
suchten Sorten etwas größer als die der anderen Medien. 

Während der in vitro-Einlagerung bei 4°C zeigte sich, daß 
sich die Knollen der beiden Induktionsansätze in der Dauer 
ihrer Lagerfähigkeit unterschieden. Nach 11 Monaten waren 
die Mikroknollen des ersten Induktionsansatzes mit 5 Pflan
zen pro Kulturgefäß bei den sehr frühen Sorten Christa, Heia 
und Ukama nahezu alle stark gekeimt, d.h. die Einzelkeime 
waren bis zu 30mm lang. Dagegen wiesen z.B. bei der mittel
frühen Sorte Granola nur etwa 50 % der Knöllchen 7 bis 
15mm lange Keime auf. Die Mikroknollen des Induktionsan
satzes mit 12 Pflanzen pro Kulturgefäß befanden sich hinge
gen auch nach 13monatiger Lagerung noch weitgehend in 
Keimruhe. T o v a r et al. (1985) nehmen an, daß Umweltbe
dingungen während der Induktionsphase - wie hier mögli
cherweise die höhere Anzahl Pflanzen pro Kulturgefäß - eine 
kritische Rolle für die Dauer der Keimruhe spielen können. 

Sorte/Be- Pro Pflänzchen Durchmesser der 
handlung gebild.Mikro- Mikroknollen 

knollen (mm) 

Bei den · rastere l e k tron e n mikroskopischen 
U n t e r s u c h u n g e n solcher ruhender Mikroknollen der 
sehr frühen Sorte Ukama und der mittelfrühen Sorte Granola, 
die auf Medium 2 mit BAP, NAA und CCC bzw. Medium 3 mit 
BAP und NAA induziert worden waren, erschienen die End
knospen (Abbildungen 1 a, b) vital und das Periderm turges
zent (Abbildungen 1 b, 2). Während Granola nur wenige, 
schwach in das Periderm eingesenkte Lentizellen (L, Abbil
dung 2) besaß, lagen sie bei Ukama meist über das Periderm 
erhöht (Abbildungen 3 a, b) und in etwas größerer Dichte 
vor. Ein Längsschnitt durch eine 3,5 mm lange Mikroknolle 
von Ukama zeigt, wie bei in vivo-Kartoffeln, ein 8 bis 
12schichtiges, gut ausgebildetes, etwa 100 bis 170 µm dickes 
Periderm (P, Abbildungen 4, 5), das das stärkespeichernde 
Parenchym allseits umgibt (v~l. Harr i s, 1982). 

Auch die Struktur der Speicherparenchymzellen gleicht der
jenigen von in vivo-Kartoffelknollen (vgl. Reeve et al., 
1970), d.h. ihre Größe nimmt vom Nabelende (N) zum Mark 
(M) hin bis zu etwa 100 µm zu und zur Kronenseite (K) hin 
wieder ab (Abbildungen 4 bis 7). Von der Rinde (R) zum 

Durchmesser der 
Stärkekörner 
(pm) 

Mark hin werden die Zellen eben
falls kontinuierlich größer, nur in 
unmittelbarer Umgebung des Leit
gewebes ist das Parenchym sehr 
kleinzellig (LG, Abbildungen 4 und 

---------------· ·- 5). 

- · 

Christa 1 

2 
3 

Hela 1 

2 

3 

Ukama 1 

2 

3 

Granola 1 

2 

3 

Grata 1 

2 

3 

Hansa 1 

2 

3 

1 = Medium 
2 = Medium 
3 = Medium 

0,8 (0,9) 3,3; n=20 (3,2; 
n=36) 

0,5 ( - ) 2,5; n=l2 ( - ) 
0,8 ( - ) 3,6; n=l9 ( - ) 

1,4 (0,6) 3,3; n=28 (3,2; 
n=l9) 

0,8 (0,6) 2,4; n=16 (3,0; 
n=25) 

0,6 (0,8) 4,0; n=ll (3,4; 
n=31) 

0,7 (0,9) 3,1; n=l5 (3 ,6; 
n=30) 

1,0 (1,2) 4,1; n=21 (4,2; 
n=50) 

1,0 (0,9) 4,5; n=33 (3,8; 
n=46) 

0,8 (0,7) 2,7; n=19 (2,5; 
n=39 

0,7 ( 0, 5) 2,8; n=l8 (2,8; 
n=34) 

1,2 (0,9) 2,8; n=28 ( 3, 6; 
n=44) 

0,5 (0,4) 1,9; n=l2 (1,8; 
n=25) 

0,3 (0,2) 2,1; n=ll (2,B; 
n=5) 

0,5 (0,2) 2,8; n=l3 (2,7; 
n=6) 

0,9 (0,4) 2,9; n=l8 (2,4; 
n=16) 

0,5 (O, 3) 2,8; n=l2 (3,1; 
n=l5) 

0,7 (0,4) 3,4; n=l7 (2,6; 
n=ll) - --·~·~- -- ------

1: 5 mg/l BAP, 500 mg/1 CCC 

x=5,8; s=3,6; 
max. 20,0 
min. 1,1 
x=6,3; s=3,0; 
max. 20,3 
min. 1,1 

x=6 , B; s=3,9; 
max. 25,0 
min. 1,1 
x=6,7; s=3,7; 
max. 20,0 
min. 1,7 

2: 2 mg/1 BAP, 2 mg/1 NAA , 100 mg/1 CCC 
3: 2 mg/1 BAP, 2 mg/1 NAA 

Tabelle 1: Anzahl und Größe pro Pflänzchen gebildeter Mikroknollen von sechs 
Kartoffelsorten sowie Durchmesser der Stärkekörner von Ukama
und Granola-Mikroknollen 

Größenunterschiede wurden 
auch bei den Stärkekörnern dieser 
Zellen beobachtet. Im Nabel- und 
Kronenbereich (Abbildung 6) sind 
sie kleiner als in den zentralen 
Matkzellen (Abbildung 7). Von der 
Rinde zum Mark nimmt ihre Größe 
von außen nach innen kontinuier
lich bis zu einem durchschnittli
chen Durchmesser von 20 µm zu. 
Eine Ausnahme bilden die zahlrei
chen kleinen Körner im mit dem 
Leitgewebe assoziierten kleinzelli
gen Speicherparenchym (Abbil
dung 5). · 

Die Packungsdichte der Stärke
körner war in Zellen der Mikroknol
len von Ukama auf Medium 3 
(BAP- und NAA-Zusatz) am höch
sten, insbesondere in den Zellen 
des Kronenendes (Abbildungen 4, 
5). In den auf Medium 2 (mit BAP, 
NAA und CCC) induzierten Knollen 
von Ukama war die Packurigsdichte 
insgesamt etwas geringer. Deutlich 
weniger Stärke als die Knollen von 
Ukama enthielten die von Granola 
und am wenigsten wiederum die 
auf Medium 2 induzierten Knollen. 
Bei diesen war das Nabelende 
nahezu stärkefrei. 

Da sich die Medien 2 und 3 nur 
im Zusatz von CCC unterschieden, 
verursachte diese Komponente 
möglicherweise eine verringerte 
Stärkeeinlagerung und verbunden 
damit eine verminderte Lagerfähig
keit. 
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Der unterschiedliche Stärkegehalt der Knollen von Granola 
und Ukama könnte dadurch bedingt sein, daß die Stärkeeinla
gerung zum Zeitpunkt der Ernte bei der mittelfrühen Sorte 
Granola noch nicht abgeschlossen war. Nach Untersuchun
gen von Ho r i (1954) setzt die Stärkebildung nämlich im 
Apex der Kartoffelknolle, sowie in der Nähe von Knospen 
und zu beiden Seiten des Leitgeweberings ein. Sie schreitet 
dann graduell im Innern· von Rinde und Markzellen fort, so 
daß das Nabelende erst zuletzt erreicht wird. 

Die Möglichkeit, daß die Stärke des Nabelendes nach 13 
Monaten bereits abgebaut worden war, ist unwahrscheinlich, 
da bei keiner der untersuchten Mikroknollen eine deutliche 
Keimbildung eingesetzt hatte. Auch eine vollständige Verat
mung dieser Stärke während der Lagerung dürfte nicht in Be
tracht kommen, da nach Untersuchungen von St r u i k und 
L o m m e n (1990) bei Miniknollen innerhalb eines Jahres nur 
10 % der Trockenmasse durch Veratmung verloren gehen. 
Darüber hinaus wiesen die zur Bestimmung der mittleren 
Korngröße i s o I i e rt e n S t ä r k e k ö r n e r keine auf einen 
Abbau hinweisenden Korrosionen auf. Sie zeigten nach An
färben mit verdünntem Jodjodkalium die für Kartoffelstärke 
typische Blaufärbung und konzentrische Schichtung um ein 
exzentrisches Hilum (Abbildung 8) sowie im polarisierten 
Licht das charakteristische Malteserkreuz (Abbildung 9). 

Die Größenunterschiede zwischen Stärkekörnern von in 
vivo-Kartoffeln, die zwischen 5 und 100 µm, im Mittel 38 µm 
groß sind, und in vitro-Knollen sind beträchtlich, wie Abbil-

dung 10 a und b es 
exemplarisch für 
die Sorte Grata zei
gen. 

Die Größenbe-
stimmung der iso
lierten Stärkekömer 
von Granola und 
Ukama ergab mittle
re Durchmesser von 
5,8 µm für Ukama 
auf Medium 2 (mit 
BAP, NAA und 
CCC) bis zu 6,8 µm 
für Granola auf 
demselben Medium 
mit Minimalwerten 
von 1,1 µm und Ma
ximalwerten von 25 
µm (fabelle 1). Wie 
bei in vivo-Kar
toffeln zeigte die 
Stärke der unter
suchten Mikroknol
len eine relativ 
weite Verteilung der 
Korngröße (Abbil
dung 11, Ukama 
und Abbildung 12, 
Granola), und die 
kleinsten Körner er
schienen weitge
hend rund, größere 
zunehmend oval. 

Abbildung la: Außenaufsicht auf eine Mikroknolle von Granola (Medium 2; K = Kronenende, N • Nabelende, A ~ 
Auge; Abbildung 1 b: vergrößerter Ausschnitt des Kronenendes; Abbildung 2: Periderm einer Mikroknolle von Gra
nola (Medium 2) mit schwach eingesenkter Lentizelle (L); Abbildungen 3 a und 3 b: Lentizellen (L) von Ukama (Me
dium 3) 
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Abbildung 4: Medianer Längsschnitt durch eine Mikroknolle von Ukama (Medium 3; P • Periderm, LG • Leitge
webe, M • Mark, R „ Rinde) 

Abbildung 5: Ausschnitt aus Abbildung 4, Kronenende mit kleinzelllgem Parenchym in der Umgebung des Leitge
webes (LG) 

Abbildung 6: Kleinzelllges Parenchym mit kleinen runden Stärkekörnern aus dem Rindenbereich des Kronen
endes 

Abbildung 7: . Gt"oßzelliges Parenchym mit größeren ovalen Stärkekörnern aus dem zentralen Markbereich 
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Abbildung 8: MitJodjodkalium angefärbte isolierte Stärke von Ukama (Medium 3) 
Abbildung 9: Stärke von HeJa (Medium 1) im poJarisierten Licht 

Abbildung 10a: Stärke von Grata von im Feld angebauten Knollen 
Abbildung 10b: Stärke von Grata von Mikroknollen 

Abbildung 11: Isolierte Stärke aus Mikroknollen von Ukama (Medium 3) 
Abbildung 12: Isolierte Stärke aus Mikroknollen von GranoJa (Medium 3) 
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Die Histologie der hier unter
suchten Mikroknollen ent
spricht offensichtlich weitge
hend derjenigen von in vivo
Kartoffelknollen, sowie der von 
Solanum-Arten aus den Series 
Commersonia, Acaulia und Tu
berosa-wild ( S c h i t t e n h e l m 
und Menge, 1992). Auch bei 
der vergleichenden Analyse von 
in vitro- und im Feld erzeugten 
Knollen in Bezug auf Form und 
Farbe der Knollen und bei der 
Elektrophorese von Knollenpro
teinen ergaben sich gute Über
einstimmungen (Tovar et al., 
1985). 

Solche histologischen Unter
suchungen von Mikroknollen 
können dazu dienen, anhand 
der Zell- und Stärkestruktur be
reits zu einem frühen Zeitpunkt 
Aussagen über ihre vorraus
sichtliche Lagerfähigkeit zu tref
fen und Kultur- und Induk
tionsbedingungen in Richtung 
auf die angestrebte Lagerdauer 
von 4 bis 5 Jahren zu optimie
ren. 

Zusammenfassung 

In vitro-Knollen (Mikroknol
len) können zur Erhaltung des 
genetischen Potentials der Kar
toffel eingesetzt werden. Ihre 
Lagerfähigkeit ist derzeitig je
doch noch relativ kurz (ca. 2 
Jahre). Daher wurden Untersu
chungen zur Induktion und La
gerfähigkeit gemacht, sowie hi
stologische Parameter von Mi
kroknollen analysiert. Bei sechs 
Kartoffelsorten konnten auf clrei 
verschiedenen Induktionsme
dien in Abhängigkeit von der 
Sorte zwischen 0,5 bis 1,4 Knol
len pro Pflänzchen induziert 
werden, die im Mittel 1,9 bis 4,5 
mm groß waren. 

Nach . dreizehnmonatiger in 
vitro-Einlagerung zeigten ruhen
de Mikroknollen von zwei 
exemplarisch untersuchten Sor
ten vitale Endknospen und eine 
in vive-Kartoffeln vergleichbare 
Gewebestruktur mit von der 
Knollenperipherie zum -Zen
trum zunehmenden Zell- und 
Stärkekomgrößen. Die Pak
kungsdichte der Stärkekömer in 
den Zellen variierte in Abhän
gigkeit vom Induktionsmedium 
und zwischen einer sehr früh 
bzw. mittelfrüh reifenden Kar
toffelsorte. 
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Die Stärkekömer waren im Mittel 5,8 bis 6,8 µm groß (bei 2 
Sorten) und erschienen wie miniaturisierte in vivo
Kartoffestärkekörner. 

Durch histologische Untersuchungen des Stärkespei
cherparenchyms können frühzeitig Hinweise auf die voraus
sichtliche Lagerfähigkeit von Mikroknollen gewonnen 
werden. 

Histological investlgatlons on mlcrotubers of potatoes 

In vitro tubers (microtubers) can be used for the conserva
tion of potato germplasm. Nevertheless, at the present time 
their storing ability is rather short (about 2 years). For that rea
son investigations were done with respect to the induction 
and storing ability as weil as histological parameters of micro
tubers. With six potato varieties there was on three media an 
induction of 0,5 to 1,4 microtubers per plantlet having average 
diat'neters of 1,9 to 4,5 mm depending on the variety. 

After 13 months of storing in vitro, dormant microtubers of 
two varieties, which were studied exemplarily, showed vital 
bud ends and a tissue structure comparable to in vivo pota
toes with increasing cell and starch granule size from the pe
riphery to the center of the tuber. The packing density of the 
starch grains in the cells varied depending on the induction 
medium and between a very early and a medium early varie
ty. Starch grains had an average diameter of 5,8 to 6,8 µm 
(two varieties) and looked like deminished starch grains of in 
vivo potatoes. 

Histological investigations of the starch storing tissue can 
give early indications on the presumable storing ability of the 
microtubers. 
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