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(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur pathogenfreien Vermehrung und Erhaltung von
Rauwolfia-Hochleistungspflanzen in vitro, das iiber eine lange Zeit einen innerhalb der Population gleichmaRig hohen
und in seiner Zusammensetzung konstanten Alkaloidgehalt bewirkt. Dazu werden nach einer intermittierenden
Temperatur- und Lichteinwirkung, die zur Eliminierung von Viren und anderen pathogenen Mikroorganismen aus den
meristematischen Geweben fihrt, aus Meristemen, Meristemanlagen bzw. SproRspitzen, Stengelsticken,
Seitenknospen oder Bliten mit Meristemen oder Meristemanlagen unter sterilen Bedingungen auf Gblichen
Nahrmedien, die Cytokinine und/oder Auxine enthalten kdnnen, Sprosse und Meristemgewebe angezogen, diese von
den Ausgangsexplantaten abgetrennt, weiter vermehrt und vereinzelt und auf Nahrlésung mit Gesteinsmehl aus
Aluminiumsilikat bestimmter KorngréRe zur Bewurzelung gebracht. Die so erhaltenen Pflanzen werden isoliert, in
Gesteinsmehi pikiert und unter Folietunnel an Gewéachshaus- bzw. Freilandbedingungen adaptiert. Die Pflanzen
werden durch serologische Nachweisverfahren auf ihre Virusfreiheit getestet. Zu diesem Zwecke werden
hochspezifische Antiseren hergestellt und die serologischen Nachweisverfahren fiir Routineuntersuchungen mit
hoher Nachweissicherheit angewendet. 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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Patentanspruch:

1.

10.

Verfahren zur virusfreien vegetativen Vermehrung und Erhaltung von Rauwolfia-
Hochleistungspflanzen durch Verklonung meristematischer Gewebe in vitro in einem fur
Gewebekulturen Gblichen Ndhrmedium, dadurch gekennzeichnet, da man die Ausgangspflanzen
intermittierenden Temperatur- und Lichteinwirkungen unterwirft, aus den Pflanzen Meristeme
oder Meristemanlagen bzw. SproRspitzen, Stengelstlicke, Seitenknospen oder Bliiten mit
Meristemen oder Meristemanlagen gewinnt, diese sterilisiert und auf einem Cytokinine und ggf.
Auxine enthaltenden Nahrmedium bis zur Neubildu ng von Sprossen und Meristemgewebe
kultiviert, diese von den Ausgangsexplantaten abtrennt, vereinzelt und in an sich bekannter Weise
auf einem Cytokinine und ggf. Auxine enthaltenden Nahrmedium vermehrt, anschlieRend in
auxinhaltiger Losung badet und bis zur Bewurzelung auf Gesteinsmehl mit hormonfreier
Nahrldsung mit verringertem Stickstoff- und Zuckergehalt kultiviert, die so erhaltenen Pflanzen
isoliert, durch Pikieren in Gesteinsmehl unter Folietunneln an Gewaéchshaus- bzw.
Freilandbedingungen adaptiert sowie auf Pathogenfreiheit priift und sterile Pflanzen bei
minimalen Entwicklungsbedingungen oder sterile Meristeme in Anwesenheit von
Kryoprotektoren bei Temperaturen von unter —100°C konserviert.

. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf die Temperatur- und Lichteinwirkung

Uber einen Zeitraum von 4-10, vorzugsweise 6-8 Wochen intermittierend 16 Stunden mit 37°C
und 5000 Lux und 8 Stunden mit 24°C und Dunkelheit erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dald man fir die Bewurzelungs- und
Adaptationsphase Gesteinsmehl aus Aluminiumsilikaten mit einer KorngréRe von 0,5-3mm,
vorzugsweise 1-2mm, wie z.B. das Aluminiumsilikatmehl Perlit®, anwendet.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR die Gewachshauspflanzen mit
hochempfindlichen Nachweisverfahren auf der Basis eines spezifischen serologischen Tests
mittels Antiseren auf ihre Virusfreiheit getestet werden.

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

Verfahren zur Konservierung von Hochleistungspflanzen nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, daB in vitro angezogene Meristeme nach Kryoprotektorbehandlung entweder
sehr langsam (ca. 0,5 bis 5°C/min) auf ~100°C oder sehr schnell durch Eintauchen in flissigen
Stickstoff eingefroren und dann in oder lber flissigen Stickstoff gelagert, bei Bedarf méglichst
schnell wieder aufgetaut und auf einem geeigneten Nahrboden weiter kultiviert werden.
Verfahren nach den Anspriichen 1 und 6, dadurch gekennzeichnet, daf als Kryoprotektoren
Mischungen von 5-10% Dimethylsulfoxid und 90-94% Wasser oder von 5-10% Dimethylsulfoxid,
5-10% Glycerol sowie 5-10% Saccharose und 70-85% Wasser eingesetzt werden,

Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB zur Einleitung der Konservieru ng die
Kryoprotektoren bis zu 48 Stunden auf die Meristeme einwirken.

. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daR das Auftauen durch Erwdrmen mit

Wasser von etwa 40°C erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 6, 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 Alkaloiden fiir die Arzneimittelproduktion benutzte Pflanzenmaterial von Rauwolfia serpentina,
Rauwolfia vomitoria, Rauwolfia tetraphylla u. a. Rauwolfia-Arten wird in Pla ntagen der tropischen und subtropischen Linder
angebaut. Die Erfindung erméglicht die Gewinnung von gesundem und einheitfichem Pflanzenmaterial aus ausgelesenen
Hochleistungspflanzen.
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Charakteristika der bekannten technischen Lésungen

Durch aufwendige Screeningverfahren ausgelesene Exemplare von Rauwolfia serpentina, Rauwolfia vomitoria, Rauwolfia
tetraphylla u.a. Rauwolfia-Arten mit hohem Alkaloidgehalt, gutem Wachstum, Resistenz gegeniiber Schadlingen, Krankheiten
und unginstigen Umweltbedingungen werden gegenwartig durch Stecklinge oder WurzelschoBlinge vegetativ vermehrt. Das
Verfahren beglnstigt jedoch die Ubertragung von Krankheiten, insbesondere Virosen, von der Mutter- auf die Tochterpflanzen
und ist hinsichtlich der erzielbaren Vermehrungsarten nur wenig produktiv. Auch die Regeneration von Rauwolfia-Pflanzen aus
Zelikulturen hat sich nicht bewéhrt, da das Verfahren zu aufwendig ist und ein heterogenes Pflanzenmaterial erhalten wird.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist die effektive Nutzung von Rauwolfia-Hochleistungspflanzen fir die Pflanzenvermehrung bei gleichzeitiger
qualitativer Verbesserung der hergesteliten Tochterpflanzen und einer betrachtlichen Senkung des fur die Vermehrung
notwendigen Aufwandes.

Darlegung des Wesens der Erfindung

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

hochwertigem Rauwolfiapflanzenmaterial zu Giberwinden und ein Verfahren zu entwickeln, welches

— die Erhaltung des genetischen Materials einmal ausgelesener Rauwolfia-Hochleistungspflanzen flir einen langen Zeitraum
Uber das natlrliche Lebensalter hinaus ermaglicht,

— die vegetative Vermehrung dieser Pflanzen in einer sehr hohen Zahi und mit praktischer Eignung fiir den Feldanbau erlaubt,
wobei die erhaltenen Tochterpflanzen einen Klon mit gleichmaRig hohem und in seiner Zusammensetzung einheitlichen
Alkaloidgehalt bilden und

— die Eliminierung von Viren und pathogenen Bakterien sowie die Priifung auf Pathogenfreiheit bei den Klonpflanzen gestattet.

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

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

sind.

Eswurde ein Verfahren zur virusfreien vegetativen Vermehrung und Erhaltung genetisch hochwertiger Individuen von Rauwolfia

gefunden, wonach die Pflanzen flir eine bestimmte Zeit intermittierenden Temperatur- und Lichteinwirkungen ausgesetzt

werden, um vorhandene Viren aus den Meristemen und Meristemanlagen praktisch zu eliminieren. Danach werden
meristematische Gewebe unter sterilen Bedingungen auf ein cytokinin- und ggf. auxinhaltiges Medium (bertragen und bis zur

Bildung von Sprossen oder neuem Meristemgewebe kultiviert. 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 Kuitivierung auf Gesteinsmehl und

Bewurzelungsmedium. Die so erhaltenen Pflanzen werden isoliert, aus dem sterilen Milieu in Gesteinsmeh! GberfGhrt und unter

Folietunneln an Gewachshaus- baw. Freilandbedingungen adaptiert. Im folgenden wird die Pathogenfreiheit der Pflanzen durch

empfindliche Nachweisverfahren Giberpriift. Die pathogenfreien Pflanzen kénnen 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.

Fir das erfindungsgemaBe Verfahren wird die Virusfreiheit erzielt, indem die Pflanzen 4 bis 10 Wochen intermittierend

16 Stunden etwa 37°C sowie etwa 5000 Lux und 8 Stunden etwa 24°C sowie Dunkelheit ausgesetzt werden.

Als Ausgangsmaterial fiir die Sterilkultur dienen erfindungsgema® Meristeme oder Meristemanlagen bzw. SproBspitzen,

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 originaler oder z.B. durch Zusatz verschiedener Cytokinine und Auxine modifizierter Zusammensetzung

verwendet. Zur Bewurzelung werden die angezogenen Sprosse erfindungsgemal kurzzeitig (1 Stunde} in einer auxinhaltigen

sterilen L&sung gebadet und anschlieRend in Becherglasern mit Gesteinsmehl aus Aluminiumsilikaten einer Korngrée von
0,5~-3mm und einer Nahrlésung mit verringerter Stickstoff- und Zuckerkonzentration {iberfiihrt. Das fiir die Adaptation nach der
in-vitro-Phase verwendete Gesteinsmehl entspricht dem fir die Bewurzelung angewandten. Der Nachweis der Virusfreiheit
erfolgt erfindungsgemiR durch spezifische Testungen auf serologischer Basis. Zur Konservierung des Materials werden nach
dem erfindungsgemaRen Verfahren entweder die sterilen Pflanzen auf einem wuchsstoffreien Substrat bei 0 bis 4°C und 500 bis

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

Rekultivierung schnell aufgetaut.

Das erfindungsgeméfe Verfahren erméglicht somit die Erhaltung von genetisch wertvollem Zuchtmaterial von Rauwolfia-Arten

{iber einen langen Zeitraum, fiihrt zu pathogenfreien, genetisch einheitlichen Pfianzen (Klonen) mit hoher Vitalitat und qualitativ

sowie quantitativ einheitlichem Alkaloidgehalt und gewahrleistet die reproduzierbare Vermehrung dieses Pflanzenmaterials

tiber lange Zeitrdume, in beliebiger Menge und unabhéngig von den natirlichen Vegetationsbedingungen. Nach dem
erfindungsgemaRen Verfahren kénnen hierbei unter produktionsméRigen Bedingungen ausgehend von einer Rauwolfia-

Hochleistungspflanze mehrere zehntausend virusfreie Tochterpflanzen mit untereinander gleichen Eigenschaften erhalten

werden.

Die Erfindung wird nachstehend anhand der Ausflihrungsbeispiele ndher erldutert:
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Ausfiihrungsbeispiele

Beispiel 1

Virusfreimachung von Meristemen

Rauwoifia-Pflanzen werden fiir 8-10 Wochen téglich fiir 16 Stunden einer Temperatur von ca. 37°C ausgesetzt und gleichzeitig
mitweilem Licht von ca. 5000 Lux bestrahlt. Sie werden zwischen den einzelnen Wirmebehandlungen jeweils 8 Stunden beica.
24°C im Dunkeln aufbewahrt.

Beispiel 2

Anzucht pathogenfreier Sprosse

SproBspitzen (Meristeme und nichstliegende Blattprimordien), GréRe 0,3-0,5 mm, werden am Sprofende oder aus den
Blattachseln sterilisierter Knospen von gemiR Beispiel 1 behandelten Pflanzen entnommen. Die SproBspitzen werden auf einem
Néhrboden zur Entwicklung gebracht, der neben den Salzen der Tabelle 1, 0,5 mg Thiamin, 100mg Inositol, 30g Saccharose,
5mg Benzyladenin und 8g Agar sowie 2,259 pankreatisches Pepton, 0,1g Glucose, 0,2g Dikaliumhydrogenphosphat und 0,3g
NaCl pro Liter enthélt. Die Kultivation erfolgt bei 25°C bei einer 16stiindigen Belichtung, die durch 8stiindige Dunkelperioden
unterbrochenwird. Nach 4 Wochen bilden sich virusfreie Sprosse und es entwickeln sich an den Blattachseln neue SproRspitzen.

Beispiel 3

Vermehrung steriler Sprosse

Nach Beispiel 2 erhaltene Sprosse werden in einem Nihrmedium, das neben den Salzen der Tabelle 1,0,5mg Thiamin, 100mg
Inositol, 30g Saccharose, 2-5mg Benzyladenin und 8g Agar pro Liter enthalt, im Hell-Dunkel-Wechsel, wie in Beispiel 1
beschrieben, kultiviert (1 SproR auf 25ml Medium in 100-ml- Becherglas). Innerhalb von vier Wochen bilden sich stwa

10 Tochtersprosse, die vereinzelt werden und entweder zur weiteren Vermehrung benutzt oder zu Pflanzen regeneriert werden.

Beispiel 4

Bewurzelung steriler Sprosse

Nach Beispiel 3 erhaltene Sprosse werden 1 Stunde in einer sterilen Lésung, die 25 mg/l Naphthylessigsaure, 3mg/}
Benzyladenin, 19/l Wopil® und 309/l Saccharose enthiit, gebadet. Die weitere Kultivation erfolgt in einem Medium, das neben
den Salzen nach Tabelle 1, 0,5mg Thiamin, 100 mg Inositol und 30g Saccharose sowie zur Férderung der Wurzelbildung einen
aufein Viertel verringerten Stickstoffgehalt und auf die Halfte gesenkten Zuckergehaltund Gesteinsmehl aus Aluminiumsilikaten
mit einer KorngréRe von 1-2mm, z.B. Perlit®, enthilt. Dabei soliten die Sprosse basal ca. 3-5mm eingeritzt werden.

Innerhalb von etwa 4-6 Wochen hat sich eine fiir die Uberfihrung aus dem sterilen Milieu ausreichende Wurzelmasse gebildet.

Beispiel 5

Anpassung der steril vermehrten Pflanzen an Freilandbedingungen und Uberpriifung der Virusfreiheit

Die nach Beispiel 4 hergesteliten sterilen Pflanzen werden in Gesteinsmehl, das dem in Beispiel 4 entspricht, pikiert und unter
Folietunneln kultiviert. Durch sich stindig verlangernde Liiftungszeiten wird die Luftfeuchtigkeit unter den Folietunneln
vermindert, bis die Pflanzen an Gewichshausbedingungen und spiter an Freilandbedingungen adaptiert sind.

Die Gewdchshauspflanzen werden mit hochempfindlichen Nachweisverfahren aufihre Virusfreiheit getestet. Zu diesem Zwecke
werden die auf Rauwolfia-Pflanzen vorkommenden Viren isoliert.

Diese Viren werden fur die Antigengewinnung nach dem Verfahren von Leiser und Richter (Arch. Phytopathol. und
Pflanzenschutz 14 [1978], S.337-350) gereinigt. Nach Aufstellen eines Immunisierungsschemas werden von Kaninchen
Antiseren gewonnen. Als hochempfindlicher, spezifischer Test wird der Agargel-Doppeldiffusionstest angewendet, der sich fir
Routineliberprifungen besonders eignet.

Beispiel 6

Konservierung von virusfreien sterilen Mutterpflanzen

Nach Beispiel 4 hergestellte sterile Pflanzen werden auf einem hormonfreien, zur Verfestigung mit Agar oder Gesteinsmehl aus
Aluminiumsilikaten mit einer 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 kénnen fiir einen Zeitraum bis zu 12 Monaten zur erneuten Vermehrung
nach Beispiel 3 herangezogen werden.

Beispiel 7

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 sowie 5-10% Saccharose und 70-85%
Wasser versetzt und nach 12stiindiger Einwirkung dieser Kryoprotektoren entweder sofort in flissigen Stickstoff berflihrt oder
langsam (0,5 bis 1°C/min auf etwa —100°C abgekiihlt und danachin fliissigen Stickstoff iiberfiihrt. Die Meristeme werden in oder
uber fiissigem 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 Beispiel 3 zur weiteren Vermehrung
benutzt werden.
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Tabelle 1
Modifiziertes Nahrmedium nach MURASHIGE und SKOOG (Physiol. Plant. 15 [1962] 479—497)

mg/l
CaC|2>6H20 661,0
KH,PO, 170,0
Na,EDTA-2H,0 37.3
H3BO; 6,2
MnSO, 15,1
ZnS0,-7H,0 8,6
KJ 0,83
NazM004'2 H20 0,25
NH4NO; 1650,0
KNO; 1900,0
MgS0,-7H,0 370,0
FeSO,- 7 H,0 50,0
Thiamin 0,5
Pyridoxin 05
Nicotinsaureamid 1,0
m-Inosit 100,0
Saccharose 30000,0

Aminosduregemisch 10,0ml
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