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(54) Verfahren zur virusfreien vegetativen Vermehrung und Erhaltung von Kamille-Hochleistungspflanzen

{57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur pathogenfreien Vermehrung und Erhaltung von Matricaria
chamomilla-Hochleistungspflanzen in vitro, das {iber eine lange Zeit einen innerhalb der Population gleichmaéfig
hohen und in seiner Zusammensetzung konstanten Gehalt an pharmazeutisch wichtigen Verbindungen bewirkt. Dazu
werden aus Meristemen, Meristemanlagen bzw. SproRspitzen, Stengelstiicken, Seitenknospen oder Bliiten mit
Meristemen oder Meristemanlagen unter sterilen Bedingungen auf Gblichen Nahrmedien, die Cytokinine und/oder
Auxine enthalten kénnen, Sprosse und Meristemgewebe angezogen, diese von den Ausgangsexplantaten
abgetrennt, weiter vermehrt und vereinzelt und auf Nahrldsung ohne Phytohormone zur Bewurzelung gebracht. Die
so erhaltenen Pflanzen werden isoliert, in Gesteinsmehl pikiert und unter Folietunnel an Gewachshaus- bzw.
Freilandbedingungen adaptiert. Die Pflanzen dienen entweder der weiteren vegetativen Vermehrung oder der
Saatgutgewinnung. Zur Erhaltung des genetisch hochwertigen Ausgangsmaterials werden sterile Pflanzen bei
minimalen Entwicklungsbedingungen oder sterile Meristeme bei Ultratieftemperaturen konserviert und bei Bedarf
rekultiviert.
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Erfindungsanspruch:

1. Verfahren zur virusfreien vegetativen Vermehrung und Erhaltung von Kamille-
Hochleistungspflanzen durch Verklonung meristematischer Gewebe in vitro in einem fir
Gewebekulturen Ublichen Nahrmedium, dadurch gekennzeichnet, dal? man aus den Pflanzen
Meristeme oder Meristemanlagen bzw. Sprof3spitzen, Stengelstiicke, Seitenknospen oder Bliten
mit Meristemen oder Meristemanlagen gewinnt, diese sterilisiertund auf einem Cytokinine
enthaltenden Nahrmedium bis zur Neubildung von Sprossen und Meristemgewebe kultiviert, diese
von den Ausgangsexplantaten abtrennt, vereinzelt und in an sich bekannter Weise auf einem
Cytokinine enthaltenden Nahrmedium vermehrt, anschlieBend auf MS-Medium mit fehlendem
Cytokinin-Gehalt bis zur Bewurzelung kultiviert, die so erhaltenen Pflanzen isoliert, durch Pikierenin
Gesteinsmehl unter Folietunneln an Gewéachshaus- bzw. Freilandbedingungen adaptiert und sterile
Pflanzen bei minimalen Entwickiungsbedingungen oder sterile Meristeme in Anwesenheit von

- Kryoprotektoren bei Temperaturen von unter —100°C konserviert.

2. Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, dald man flr die Adaptationsphase Gesteinsmehi
aus Aluminiumsilikaten mit einer KorngréRe von 0,5-3mm, vorzugsweise 1-2mm, wie z.B. das
Aluminiumsilikatmehl Perlit, anwendet.

3. Verfahren zur Konservierung von Hochleistungspflanzen nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet,
daf in vitro angezogene Pflanzen im sterilen Zustand bei 0 bis 4°C und 500-1000 Lux auf einem
hormonfreien mit Agar oder Gesteinsmehl aus Aluminiumsilikaten, vorzugsweise Perlit,
verfestigtem Nahrmedium verschlossen, d.h. bei einer relativen Luftfeuchtigkeit nahe 100%
aufbewahrt werden, '

4. Verfahren zur Konservierung von Hochleistungspflanzen nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet,
daf in vitro angezogene Meristeme nach Kryoprotektorbehandlung entweder sehrlangsam (ca. 0,5
bis 5°C/min) auf —100°C oder sehr schnell durch Eintauchen in flissigen Stickstoff eingefroren und
-dann in oder Uiber fliissigen Stickstoff gelagert, bei Bedarf mdglichst schnell wieder aufgetaut und
auf einem geeigneten Nahrboden weiter kultiviert werden.

5. Verfahren nach Punkt4, dadurch gekennzeichnet, daf? die Pflanzen vor Entnahme der Meristeme fur
Zeiten bis zu vier Wochen bei Temperaturen von 4°C aufbewahrt werden.

6. Verfahren nach Punkt 1 und 4, dadurch gekennzeichnet, daR als Kryoprotektoren Mischungen von
5-10% Dimethylsulfoxid und 90-95% Wasser oder von 5-10% Dimethylsulfoxid, 5-10% Glycerol
sowie 5—10% Saccharose und 70-85% Wasser eingesetzt werden.

7. Verfahren nach Punkt 4, dadurch gekennzeichnet, dald zur Einleitung der Konservierung die
Kryoprotektoren bis zu 48 Stunden auf die Meristeme einwirken.

8. Verfahren nach Punkt 4, dadurch gekennzeichnet, da das Auftauen durch Erwérmen mit Wasser
von etwa 40°C erfolgt.

9. Verfahren nach Punkt 4, dadurch gekennzeichnet, daR® der Kryoprotektor nach dem Auftauen aus
den Meristemen langsam in das umgebende Medium diffundiert und durch Austausch des
Mediums entfernt wird.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Das zur Gewinnung von pharmazeutisch wichtigen Verbindungen benutzte Pflanzenmaterial von Matricaria chamomilla wird
unter Feldbedingungen in verschiedenen Landern angebaut. Die Erfindung ermdglicht die Gewinnung von gesundem und
einheitlichem Pflanzenmaterial aus ausgelesenen Hochleistungspflanzen.

Charakteristik der bekannten technischen Lésungen

Durch aufwendige Screeningverfahren ausgelesene Exemplare von Matricaria chamomilla mit hohem Gehalt an
pharmazeutisch wichtigen Verbindungen, gutem Wachstum, Resistenz gegenlber Schadlingen, Krankheiten und ungtinstigen
Umweltbedingungen werden gegenwirtig durch Saatgut generativ vermehrt. Das Verfahren beglinstigt jedoch die Ubertragung

. von Krankheiten, insbesondere Virosen, von der Mutter- auf die Tochterpflanzen und ist hinsichtlich der erzielbaren
Vermehrungsraten nur wenig produktiv. Auch die Regeneration von Kamille-Pflanzen aus Zellkulturen hat sich nicht bewahrt, da
das Verfahren zu aufwendig ist und ein heterogenes Pflanzenmaterial erhalten wird.
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Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist die effektive Nutzung von Kamille-Hochleistungspflanzen fiir die Pflanzenvermehrung bei gleichzeitiger
qualitativer Verbesserung der hergesteliten Tochterpflanzen und einer betrachthchen Senkung des fiir die Vermehrung
notwendigen Aufwandes.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Die Aufgabe der Erfindung bestand darin, die Mange! der bisher bekannten Verfahren zur Erhaltung und Vermehrung von

hochwertigen Kamille-Pflanzen zu tiberwinden und ein Verfahren zu entwickeln, welches

— die Erhaltung des genetischen Materials einmal ausgelesener Kamille-Hochleistungspflanzen fiir einen langen Zeitraum tiber
das natiirliche Lebensalter hinaus ermdglicht.

— die vegetative Vermehrung dieser Pflanzen in einer sehr hohen Zah! und mit praktischer Eignung far den Feldanbau erlaubt,
wobei die erhaltenen Tochterpflanzen einen Klon mit gleichmafig hohem und in seiner Zusammensetzung einheitlichen
Gehalt an pharmazeutisch wichtigen Verbindungen biiden.

Durch Anbau geeigneter pathogenfreier Klone in Mischung kann in der Folge ein Hybndsaatgut erhalten werden, aus dem sich

Pflanzen entwickeln, die durch Heterosiseffekt dem verklonten Ausgangsmaterial in den genannten Merkmalen noch {berlegen

ist. '

Es wurde ein Verfahren zur virusfreien vegetativen Vermehrung und Erhaltung genetisch hochwertiger Individuen von Kamille

gefunden, wonach meristematische Gewebe unter sterilen Bedingungen auf ein cytokininhaltiges Medium {ibertragen und bis

zur Bildung von Sprossen oder neuem Meristemgewebe kultiviert werden. Diese Neubildungen werden von den

Ausgangsexplantaten abgetrennt, vereinzelt und in an sich bekannter Weise vermehrt, wobei der Vermehrungszyklus sich nach

Bedarf wiederholen kann. Die Bewurzelung der Sprosse erfolgt unter ebenfalls sterilen Bedingungen durch Kultivierung auf

Bewurzelungsmedium. Die so erhaltenen Pflanzen werden isoliert, aus dem sterilen Mllleu in Gesteinsmehl Giberfihrtund unter

Folietunneln an Gewachshaus- bzw. Freilandbedingungen adaptxert -

Die pathogenfreien Pflanzen knnen wiederum wie oben beschrieben vegetativ vermehrt oder zur Saatgutgewinnung

herangezogen werden. Die Erhaltung des Materials erfolgt durch Konservierung entweder in Form von sterilen Pflanzen als

Arbeitskonserven oder in Form von sterilen Meristemen als Langzeitdepot.

Als Ausgangsmaterial fiir die Sterilkuitur dienen erfindungsgemé&R Meristeme oder Merlstemanlagen bzw. Sprof3spitzen,

Stengelstiicke, Seitenknospen oder Bliiten mit Meristemen oder Meristemanlagen. Zur Bildung bzw. Vermehrung von Sprossen

oder Meristemen wird fiir das erfindungsgemaRe Verfahren bevorzugt das Kulturmedium nach Murashige und Skoog (MS-

Medium, Tabelle 1) in modifizierter Zusammensetzung verwendet.

Zur Bewurzelung werden die angezogenen Sprosse erfindungsgemaf auf hormonfreies MS-Medium Gberfiihrt. Das fur die

Adaption an Freiland- oder Gewachshausbedingungen verwendete Gesteinsmehl aus Aluminiumsilikaten wird mit 1%iger

handelsiiblicher Wopil®-N&hrldsung durchfeuchtet.

Zur Konservierung des Materials werden nach dem erfindungsgemaRen Verfahren entweder die sterilen Pflanzen auf einem

wuchsstofffreien Substrat bei 0 bis 4°C und 500—1000 Lux aufbewahrt oder die sterilen Meristeme nach Vorbehandlung mit

Kryoprotektoren, insbesondere Mischungen von Dimethylsulfoxid und Wasser oder Dimethylsulfoxid, mehrwertigen Alkoholen,

vorzugsweise Glyzerol, sowie Saccharose mit Wasser langsam oder sehr schnell Temperaturen von unter —100°C ausgesetzt, in

diesem Bereich gelagert und zur Rekuitivierung schnell aufgetaut

Das erfindungsgemaRe Verfahren ermdglicht somit die — Erhaltung von genetisch wertvollem Zuchtmaterial von Kamille-Arten

{iber einen langen Zeitraum, flihrt zu pathologenfreien, genetisch einheitlichen Pflanzen (Klonen) mit hoher Vitalitat und

qualitativ sowie quantitativ einheitlichem Gehalt an pharmazeutisch wichtigen Verbindungen und gewéhrleistet die

reproduzierbare Vermehrung dieses Pflanzenmaterials Uber lange Zeitrdume, in beliebiger Menge und unabhéngig von den
natiirlichen Vegetationsbedingungen. Nach dem erfindungsgemaBen Verfahren konnen hierbei unter produktionsmaRigen

Bedingungen ausgehend von einer Kamille-Hochleistungspflanze mehrere zehntausend virusfreie Tochterpflanzen mit

untereinander gleichen Eigenschaften erhalten werden. ’

Die Erfindung wird nachstehend anhand der Ausfiihrungsbeispiele ndher erldutert:

Ausfithrungsbeispiele

Beispiel 1

(Anzucht pathogenfreier Sprosse)

Sprofispitzen (Meristeme und nachstliegende Blattprimordien), GroRe 0,3~0,5mm, werden am SprofRende oder aus den
Blattachseln sterilisierter Knospen von Pflanzen entnommen. Die SproRspitzen werden auf einem Nahrboden zur Entwicklung
gebracht, der neben den Salzen der Tabelle 1 0,02-0,05mg Benzyladenin, 610mg Kaliumdihydrogenphosphat und 8g Agar pro
Liter enthalt. '
Die Kultivation erfolgt bei 22°C bei einer 16stiindigen Belichtung, die durch 8stindige Dunkelperioden unterbrochen wird. Nach ‘
4 Wochen bilden sich virusfreie Sprosse und es entwickeln sich an den Blattachseln neue Sprospitzen.

Beispiel 2

{Vermehrung steriler Sprosse)

Nach Beispiel 1 erhaltene Sprosse werden in einem Nahrmedium, das neben den Salzen der Tabelle 1 0,05mg Benzyladenin,
610mg Kaliumdihydrogenphosphat und 8g Agar pro Liter enthalt, im Hell-Dunkel-Wechsel, wie in Beispiel 1 beschrieben,
kultiviert (1 SproR auf 60 ml Medium in 100 mi Becherglas). Innerhalb von vier Wochen bilden sich 10-20 Tochtersprosse, die
vereinzelt werden und entweder zur weiteren Vermehrung benutzt oder zu Pflanzen regeneriert werden.
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Beispiel 3

(Bewurzelung steriler Sprosse)

Nach Beispiel 2 erhaltene Sprosse werden auf einem phytohormonfreien MS-Medium (Tabelle 1) kultiviert. Innerhalb von etwa
3 Wochen hat sich eine fir die Uberfiihrung aus dem sterilen Milieu ausreichende Wurzeimasse gebildet.

Beispiel 4

{Anpassung der steril vermehrten Pflanzen an Freitandbedingungen)

Die nach Beispiel 3 hergestellten sterilen Pflanzen werden in Gesteinsmehl, das mit 1%iger handelsiiblicher Wopil®-
Nahrsalzlosung durchfeuchtet ist, pikiert und unter Folietunnel kultiviert. Durch sich standig verlangernde Liftungszeiten wird
die Luftfeuchtigkeit unter den Folietunneln vermindert, bis die Pflanzen an Gewéchshausbedingungen und spéter an
Freilandbedingungen adaptiert sind.

Beispiel 5

(Konservierung von virusfreien sterilen Mutterpflanzen)

Nach Beispiel 4 hergestellte sterile Pflanzen werden auf einem hormonfreien, zur Verfestigung mit Agar oder Gesteinsmehl aus
Aluminiumsilikaten miteiner KorngréRe von 1-2mm (z. B. Perlit) versetzten Medium bei 0 bis 4°C und einer Beleuchtung von ca.
500 Lux aufbewahrt. Die Sprosse dieser Pflanzen kdnnen flr einen Zeitraum bis zu 12 Monaten zur erneuten Vermehrung nach
Beispiel 3 herangezogen werden.

Beispiel 6

{Konservierung von Meristemen)

Sterile Meristeme, die nach Beispiel 2 oder 3erhalten wurden, werden mit Kryoprotektoren in Form von Mischungen aus 5-10%
Dimethylsulfoxid und 90~-95% Wasser oder aus 5-10% Dimethylsulfoxid, 5-10% Glycerol und 5-10% Saccharose und 70-85%
Wasser versetzt und nach 12stiindiger Einwirkung dieser Kryoprotektoren entweder sofort in fliissigen Stickstoff iberfiihrt oder
langsam (0,5 bis 1°C/min) auf etwa —100°C abgekiihlt und danach in flissigen Stickstoff (iberfliihrt. Die Meristemne werden in
oder Uber flissigem Stickstoff beliebig lange gelagert. Bei Bedarf werden die Meristeme im Wasserbad bei +40°C schnell
aufgetaut und wie in Beispiel 2 beschrieben kultiviert. Die sich entwickelnden Sprosse kénnen nach Belsplel 3 zur weiteren
Vermehrung benutzt werden.

Tabelle 1
Modifiziertes Nahrmedium nach MURASHIGE und SKOOG (Physiol. Plant. 15 [1962] 479-497)

CaCl,-6H,0 661,0
KH,PO4 170,0
Na,EDTA-2H,0 : 37,3
H3BO; ) 6,2
MnSQ, 15,1
ZnS0,4-7H,0 8,6
KJ 0,83
NazM_004 -2 Hzo 0,25
NH4NO; 1650,0

" KNO3 1800,0
MgS0,-7H,0 370,0
FeS0,4-7H,0 : 50,0 -
Thiamin 0,5
Pyridoxin 0,5 -
Nicotinsdureamid ' 1,0
m-Inosit 100,0

Saccharose 30000,0
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