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(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur vegetativen Erzeugung und Depothaltung genetisch identischer
Nachkommen von Einzelpflanzen verschiedener Getreidearten und ihrer Hybriden unter Sterilbedingungen. Die
Kombination mehrerer Verfahrensschritte und die Einbeziehung eines Wachstumisregulators schaffen
Vorsussetzungen, um Linien und einzelne Genotypen unter definie-*en Umweltbedingungen kostenginstig und
effektiv in groBerem Umfang zu vermehren und langfristig ohne Manipulation zu deponieren. Hohe
Vermehrungsraten und Ausschaltung von Krankheiten ersparen eino teure Mutterpflenzenhaltung unter naturlichen
Bedingungen. Durch das Verfahren kann fiir Forschung und Pflanzenziichtung wiuchsiges, gesundes und
kostengiinstiges Ausgangsmaterial beraitgestellt werden.
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Erfindungsanspriiche:

1. Verfahren zur Erzeugung und Depothaltung genetisch identischer Nachkommen von
Getreidegenotypen, dadurch gekennzeichnet, da3 Sterilkulturen aus Karyopsen oder Nodien
angelegt werden oder Pflanzen varwendet werden, die in vitro durch Antheren-, Protoplasten- oder
Embryokultur entstanden sind.

2. Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daRl durch Wachstumsregulatoren, die Athylen
abgeben, im Langtag bei Temperaturen von 20 bis 25°C eine vegetative Vermehrung induziert wird.

3. Verfahren nach Punkt 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dafd vegetative Sprofteile ode Pflanzen
nach Behandlung mit dem Wachstumsregulator in einem Kihlraum bei Temperaturen nahe dem
Gefrierpunkt ohne weitere Manipulation auf engstem Raum fiir mehr als 1 Jahr deponiert werden
konnen.

Anwendungsgeblet der Erfindung

Die Erfindung betrifft eine Konibination von Verfahrensschritten zur vegetativen Erhaltung und Vermehrung wertvoller
Genotypen und neuartiger Art- und Gattungsbastarde von Getreidearten, insbesondere von Roggen, Gerste, Triticale und Hafer
unter sterilan Anzuchtbedingungaen fiir die Durchfihrung reproduzierbarer physiologischer und genetischer Analysen und als
Voraussetzung fir effektive Zuchtfortschritte.

Charoekteristik der bekannten technischen Ldsungen

Eine genetisch identische Reproduktion von bestimmten Genotypen der Getreidearten, vor allem von wertvollen heterozygoten
allogamen Formen, ist Voraussetzung fir die Losung von Aufgaben in der Hybridziichtung, der Krankheitsresistenz- und der
Trockentoleranzprifung. Erzwungene Selbsthestdubung erfordert nicnt nur einen hohen Aufwand an Arbeitskraften, Arbeitszeit
und Material, sie fiihrt in der Mehrzahl zu Inzuchtdepressionen, die sich r..unteilig auf die Fertilitat und das Wachstum
auswirken,

Durch vegetative Vermehrung, als Klonung bezeichnet, kann eine genetisch stabile Reproduktion realisiert werden. Klonungen
sind an vernalisierten Pflanzen im Fraeiland nur unter Kurztagsbedingungen im Herbst und Frihjahr méglich. Die kinstliche
Verlangerung der Kurztagsperiode (Miller, H.W., Vasel, H. 1978, Arch. Zichtungsforschung 8, 161-176) ist mit einem hohen
Arbeitsaufwand verbunden, zum anderen ist die Klonungsrate wechselnd und nicht eifektiv genug. Eine verbesserte Methode
wurde fir die vegetative Vermehrung von Winterroggen durch Verwendung eines Hydroponikgewéachshausas entwickelt
{Schlenker, U., 1986, Arch. Zichtungsforschung 16, 169-174). Sie erlaubt eine Vermehrungsrate von 1:160 in 6 Monaten unter
Langtagbedingungen bei Temperaturen Giber 15°C. Grenzen sind dieser Mathads durch die Kapazitdt der Gewachshausfliche,
die wiederholte aufwendige Bekamptung von Krankheiten urid Schadiingen und durch den relativ hohen Arbeitsaufwand bei der
Pflege der Pflatizen und der Wartung der Hydroponikaniage geset:t.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, uurch Kombination von In-vitro-Anzucht, In-vitro-Verklonung unter Einbeziehung von
Wachstumsregulatoren und In-vitro-Lengzeitiagerung ausgewdhite Genotypen von Getreidearten und ikiren Hybriden sicher
und effektiv in groBen Mengen zu reproduzieren und zu erhalten.

Durch Wegfall von Krankheits- und Schadlingsbekdmpfung, geringen Pflatzbedarf, hoher Produktivitat und Depothaltung ohne
Manipuiation verringern sich Arbeitsaufwend und Kosten gegeniber herkémmlichen Verfahren im Freiland und Gewachshaus.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Das Verfahren 16st das Problem der vegetativen Vermehrung und Erhaltung bei verschiedenen Geatreidearten und ihren
Bastarden, wie 2. B. Roggen, Gerste, Triticale, Hafer.

Erfindungsgemaf werden Anzucht, Verklonung und Depothaltung der Getreideformen unter sterilan Bedingungen in
klimatisierten Rdumen vorgenommen.

Sterilkulturen kénnen von Karyopsen, basalen Teilstiicken von Seitenbetrieban bestockter Getreidepflanzen, die sich in der
vegetativen Wachstumephase befinden, von Nodien odar durch Verwendung von in-vitro-Pflinzchen aus der Antheren-,
Protoplasten-, und Embryokultur etabliert werden. Karyopsen, Nodien und basale Teilsticke sind vor der Kultivierung mit einem
geeigneten Desinfoktionsmittel — ohne Schddig:ing der eigenen Vitalitdt — keimfrei zu gestalten.

Durch Kultivierung in fliissigem oder auf festem Néhrmedium werden die Pllanzenteile zur Entwicklung angeregt und bilden
kleine Pflanzen.

Die Pflanzchen werden danach im jungen Zustand auf ein Ndhrmedium mit bekannter Zusammensetzung gebracht, dem ein
Wachstumsregulator auf der Basis von 2-Chlordthanphosphonséure zugefihrt wird. Die Pflanzen werden dadurch zum
Austreiben beraeits angelegter Seitenknospen und zur Neubildung von Knospen angeregt. Bei entstandenen multiplen Pflanzen
warden die Triebe voneinandar getrennt und in ein auxinhaltiges Fliissigmedium Oberfiihrt, welches das SproBwachstum und
die Wurzelbildung fordert. Durch die Nachwirkung des vorher applizierten Wachstumsregulators entstehen weitere Sprosse. Sie
kénnen ych Bewurzelung entweder in Erde verpflanzt oder einem neuen Vermehrungszyklus ausgesetzt werden. Die Sprosse
kénnen zur Depothaltung in einem Kihiraum bei diffuser Dauarbeleuchtung iiber Monate ain Jahr und mehr gelagert werden.
lhr Einbau in einen nouen Vermehrungszyklus ist jederzeit méglich.
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Ausfahrungsheispiel

Etablierung von Steritkulturen aus Karyopsen

Winterroggen-Karyopsen werden durch geeignete Desinfektionsmittel wie Sublimat und Natiiumhypochlorit
oberflachensterilisiert uad nach mehrmaligem Waschen mit sterilem Wasser zur Keimung auf einem einfach
zusammengesatzten Ndhrmedium im Dunklen bei Temperaturen zwischen 20 bis 25°C plaziert.

Das Nahrmedium braucht nur aus Agar und Saccharose zu bestehen. Die Keimpflanzen bzw. die aus den Knospen
ausgewaschenen Triebe werden zur Frderung des Wachstums fiir eine bestimmte Zeit {etwa 10...30 Tage) auf hormonfreies
Néhrmedium Gberfihrt, wie das Medium nach Murashige und Skoog.

Etablierung von Steritkulturen aus Nodien vegetativer Plianzen

Von Winterrogenpflanzen kénnen Nodien isolieri werden und nach Behandlung mit einem Desinfektionsmittel in Sterilkultur
uberfuhrt werden.

Bei unvernalisierten Jungpflanzen empfiehit sich vorher eine Behandlung mit Gibberellinsdure mit einer Konzentration von etia
100mg/l,um vorhandene SproBBknospen zu aktivieren urd sie vor einer Degeneration zu schitzen. Pro Ausgangspflanze stehen
dadurch fir die Etablierung von Sterilkulturen etwa 20 Ex jlantate zur Verfiigung, die nach Oberfléchensterilisation auf
Nahrmedium Gbartragen werden, dem ein Auxin und gugebenenfalls ein Zytokinin zugesetzt wird. Danach werden siv etwa

7 Tage auf flissigem Néhrmeclium ohne Wuchsstoffe kultiviert.

Verklonung

Sterile Jungpflanzen von Karyopsen bzw. aus Nodien entwickeite Sprosse oder Pflanzen aus der Antheren-, Protoplasten- und
Embryokultur werden in flissigern Nahrmedium nach Murashige und Skoog auf einer geeigneten Trigerschicht, wie z.B.
Filterpupier, plaziert und zur Anregung der SproBbildungsrate mit einer Wachstumsregulatorlésung auf der Basis von
2-Chlorathanphosphonsiure, wie 2.B. Flordimex oder Camposan (0,01 Vol.-%) durch Bespriihen der Sprosse oder durch
Einbringen der Wachstumsregulstoriésung in das Ndhrmedium behandelt.

Nach etwa 28 Tagen {15...40 Tage) Kulturdauor bei einer Temperatur zwischen 20 und 25°C entstehen unter
Langtagbedingungen durchschnittlich 10~20 Sprosse pro Explantat bzw. eintriebiger Ausgangspflanze.

Tabelle 1
Anzahl der Sprosse nach 35 Tagen Einwirkzeit von Flordimex bei der W-Roggensorte ,Esto”
Flordimex Anzahl der Sprosse
Vol.-% im Durchschnitt
0 7.0
0,002 12,2
0,01 24,2
0,02 28,2
01 40,0
Tabelle 2
Anzaht der Sprosse nach verschieden langer Einwirkzeit von Camposan bei 3 verschiedenen W-Roggensorten
W-Roggen Camposan SproBanzahl nach
Sorte Vol.-% 14d 21d 28d
Dankowskie 0 3,0 30 37
Ziote 0,01 5.4 9,6 13,3
0,02 6.8 8,0 10,1
Jonos 0 1,7 29 53
0,01 2,7 8,2 16,0
0,02 25 10,0 168
S$1.7770 0 11 1,2 6,6
0,01 53 65 21,6
0,02 37 89 17,0

Danach werden sie voneinander getrennt und die Einzelsprosse etwa 14 Tage (10...30 Tage) auf Murashige-Skoog-Medium
ohne odor mit Zuaatz von Auxin weiterkultiviert.

Es entstehen weitere Sprossa, die sich bewurzeln. Dieser Vermehrungszyklus kann beliebig 2ft wiederholt werden. In 6...8
Monaten werden von einer Ausgengspflanze je nach Genotyp bis zu 100000 Pflanzen erzeugt, die mit dem Ausgangstyp
genetisch identisch sind.

Die Verpflanzung in Erde ist problemlos und gelingt mit einer Sicherheit von nahezu 100 %.

Depouthaltung :

Sprosse von Pflanzen, dia mit Camposan bzw. Flordimex bahandelt wurden, werden in kleinen KulturgefdBen, wie 2.B.
Reagenzgléser, Tablatter- oder Blutzuckerrdhrchen, auf Filterpapier gegeben, das in ein fliissiges Nahrmedium, Medium nach
Murashige-Skoog, taucht,

Die KulturgetaRe mit diesen Sprossen werden in einem Kahiraum mit diffusem Licht geringer Lichtstérke frostfrei bei etwa
2...4°C aufgestelit.

Fir eine Pflanzenvermehrung in der GrdBenordnung von 8000 bis 10000 Pflanzen sind fir die Deponierung des
Ausgangsmaterials nur 0,2m? Kihlraumfiache erforderlich. Far die Verklonung werden die kahigelagerten Sprosse bzw.
Pfianzen zuniichst aut frischem flussigem Nahrmedium, dem zur Unterdriickung der generativen Entwicklung ein Auxin
2ugesetzt wird, im Klimaraum bei etwa 20...26°C im Langtag kultiviert. Danach kann der Vermeh;ungszyklus einsetzen, bei dem
durch chioréthanphosphonssurehialtig: Préiparate die genorative Entwicklung unterdriickt und eine vermehrte
Selientriebbildung induziert wird.
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