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Abkiirzungen

% LS Ndhrmedium nach Linsmaier und Skoog (1965), halbkonzentriert
PAS photosynthetisch aktive Strahlung

PPF photosynthetic photon flux; photosynthetisch aktive Strahlung
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1. Einleitung und Problemstellung

Pappeln, lat. Populus sp., zahlen zur Familie der Salicaceae. Aufgrund hoher Hybridi-
sierungsraten ist eine systematische Einteilung dieser Gattung schwierig - laut der
jungsten Klassifikation umfasst Populus 29 Arten. Es handelt sich bei Pappeln um
schnell wachsende Baume, die (iber die nordliche Hemisphéare weit verbreitet sind.
Sie sind sowohl im nérdlichen Nadelwaldgiirtel als auch in Auwaldern zu finden.
Aufgrund ihres Uppigen Wachstums, der groRBen Anpassungsfahigkeit an ihre
Umgebung und der zahlreichen Verwendung in der Holz- und Papierindustrie
zahlen Vertreter der Gattung Populus mit zu den bedeutendsten Holzgewachsen
(Hamzeh et al., 2004). Uberdies sind Pappeln vielversprechende erneuerbare
Energietrager der Zukunft. In dieser Eigenschaft werden sie zur
Elektrizitatserzeugung und in Biomassetechnologien verwendet (Djomo et al.,

2011).

Ein ganz anderer Aspekt sind die antioxidativen und antiinflammatorischen sowie
die Herz und Leber schiitzenden Wirkungen von Extrakten aus Populus nigra
Blitenknospen, welche in einer Studie von Debbache-Benaida et al. (2013)
bestatigt wurden. In der Traditionellen Chinesischen Medizin werden die
mannlichen Pappelbliten bei Diarrho und entziindlichen Erkrankungen verwendet.
Antiinflammatorische und analgetische Wirkungen eines wassrigen Extraktes aus
Pappelbliten wurden bereits bestatigt (Xu et al., 2014). Kirzlich haben Wang et al.
(2014) in Untersuchungen von Extrakten aus chinesischem Propolis und Extrakten
von Pappelknopsen (Populus x canadensis Moench) festgestellt, dass beide Extrakte
gleiche chemische Komponenten wie zB. Quercetin, Kaempferol, Galangin, Phenol-
sauren aufweisen, als freie Radikalfanger wirken und antiinflammatorische Eigen-
schaften besitzen. Dadurch kdnnten Extrakte aus Pappelknospen ein potentieller
Ersatz fir Propolis, das nur begrenzt zur Verfigung steht, zur Vorbeugung und

Behandlung von entzlindlichen Erkrankungen sein.



Aufgrund der steigenden wirtschaftlichen und wissenschaftlichen Bedeutung von
Pappeln werden sie im Rahmen der verschiedensten Forschungsgebiete untersucht.
Mithilfe der in vitro-Kultivierung kénnen das ganze Jahr iber genetisch identische
Pflanzen zur Aufzucht oder zu Forschungszwecken kloniert werden. Im Bereich der
Vermehrung ist die in vitro-Kultivierung eine der wichtigsten Techniken (Miiller et
al., 2013). Die grofite Herausforderung auf diesem Gebiet ist die Optimierung der

Protokolle fiir Holzpflanzen wie zum Beispiel der Pappel (McCown, 1997).

Bei der konventionellen in vitro-Kultivierung wird dem Nahrmedium Saccharose als
Kohlenstoffquelle zugesetzt. Weitere Kennzeichen fiir diese Art der Vermehrung
sind eine hohe relative Luftfeuchte, eine hohe Ethylen-Konzentration im Gasraum,
niedrige Lichtintensitdten, limitierte Bellftung und damit verbunden eine geringe
CO,-Konzentration im Kulturgefal® wahrend der Lichtperiode. Durch diese groRen
Unterschiede zu ex vitro-Bedingungen ergeben sich einige Nachteile wie zum
Beispiel nicht funktionsfahige Stomata, geringer Chlorophyllgehalt der Blatter, eine
geringe Bewurzelungsrate und manchmal groRe Verluste bei der Akklimatisierung.
Um diese Probleme zu l6sen, wurde die photoautotrophe in vitro-Kultivierung

etabliert (Kozai, 2005).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit kam die photoautotrophe in vitro-Kultivierung

zur Anwendung, die im Folgenden naher erlautert wird.

Photoautotrophe in vitro-Kultivierung

Mit Hilfe der photoautotrophen Gewebekultur konnen grofle Mengen qualitativ
hochwertiger, genetisch identischer Pflanzen kultiviert werden, die hohe Photosyn-
these- und Wachstumsraten aufweisen und frei von Krankheitserregern sind
(Kubota, 2001). Bislang wurden etwa 50 Pflanzenarten, darunter auch einige
pharmazeutisch bedeutende Species wie z.B. Hypericum perforatum,

photoautotroph vermehrt (Xiao et al., 2011).



Die photoautotrophe in vitro-Kultivierung ermoglicht im Gegensatz zur
konventionellen Methode eine wesentliche Vereinfachung des Kultursystems. Wie
in Abbildung 1 zu sehen ist, wird in der konventionellen Gewebekultur der
Kulturablauf in vier Schritte eingeteilt. Durch die Verwendung von Explantaten mit
einem Blatt, die bereits fahig sind, Photosynthese zu betreiben, werden die Schritte
der Vermehrung und Bewurzelung im Rahmen der photoautotrophen in vitro-
Kultivierung auf einen Schritt reduziert. Da die Pflanzen in einer &hnlichen
Umgebung wie ex vitro wachsen, kann auch meist auf den Akklimatisierungsschritt

verzichtet werden (Kubota, 2001).

Photoautotrophe in vitro- Kultivierung
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Abbildung 1 Gegeniiberstellung der Kulturabldufe bei photoautotropher und konventioneller in
vitro-Kultivierung (modifiziert nach Kozai und Kubota, 2005b)

Das wichtigste Kennzeichen der photoautotrophen in vitro-Kultivierung ist die Ver-
wendung eines saccharosefreien Nahrmediums. Erstmals ist es Kozai et al. (1988) in
ihren Versuchen mit Solanum tuberosum gelungen, Pflanzen auf zuckerfreiem
Nahrmedium zu vermehren. Die Photosynthese ist hier der einzige Weg zur
Energiegewinnung. Um diese zu ermdglichen, sind eine gute Bellftung der Gefalle,

eine erhohte CO,-Zufuhr und eine starke Lichtquelle mit einer Lichtintensitat von



100-300 pmol-m?2s™® PPF (photosynthetic photon flux; photosynthetisch aktive
Strahlung) oder hoéher essentiell (Kubota, 2001).

Weil keine Saccharose im Nahrmedium vorhanden ist, missen sich die Explantate
ohne exogene Zufuhr organischer Nahrstoffe entwickeln. Der grofle Vorteil von
saccharosefreiem Medium ist, dass weniger Kontaminationen mit Mikroorganismen

auftreten (Kubota, 2001).

Die meisten chlorophyllhaltigen Pflanzen konnen photoautotroph wachsen. Dazu ist
es aber notwendig, die Lichtintensitat als auch die CO,-Konzentration im Kultur-
gefall zu erhohen. Denn ldsst man nur die Saccharose im Nahrmedium weg, ware
keine Steigerung des Wachstums moglich (Xiao et al., 2011). Lucchesini et al. (2006)
haben bei Versuchen mit Myrtus communis gezeigt, dass ein zu geringes CO,-
Angebot wahrend der Lichtperiode die Photosyntheserate deutlich senkt. Bei
konventionellen Gewebekulturen sind ein linearer Anstieg der CO,-Konzentration
wahrend der Dunkelperiode und ein schneller Abfall mit Einsetzen der Lichtperiode
zu bemerken. Diese Beobachtung bestatigt, dass die Pflanzen in vitro
Photosynthese betreiben konnen. Allerdings miuissen die Pflanzen bei
konventioneller in vitro-Kultivierung aufgrund des geringen CO,-Gehaltes im
Kulturgefal® auch die Saccharose im Nahrmedium als Energiequelle niitzen. Unter
photoautotrophen Bedingungen ist deshalb eine gute Beliiftung der KulturgefaRe
erforderlich. um eine hohere CO,-Konzentration aufrechtzuerhalten (Kubota, 2001).
Die verbesserte Bellftung unter keimfreien Bedingungen ist dabei eine der groRen

technologischen Herausforderungen (Xiao et al., 2011).

Ein luftdichtes VerschlieRen der Kulturgefae ist nicht moglich, da zwischen Gefald
und Verschluss, Dichtungsbandern und dergleichen immer kleine Spalten und
Fugen bleiben, durch die ein natirlicher Luftaustausch moglich ist (Kubota, 2001).
Die  natlrliche Belliftung der GefaBe hangt von  Druck- und
Temperaturunterschieden, Gasgradienten innerhalb und aullerhalb des
KulturgefaBes und von der Geschwindigkeit ab, mit der sich die Luft auRerhalb der

KulturgefalRe bewegt (Xiao et al., 2011).



Eine forcierte Belliftung der KulturgefaBe kann beispielsweise durch die Verwen-
dung von Deckeln mit gasdurchldssigen Filtern erreicht werden (Kubota, 2001).
Dadurch wird die CO,-Konzentration im GefalR erhéht und die relative Luftfeuchte
gesenkt. Eine weitere Moglichkeit stellt die Verwendung von Luftpumpen dar, die
durch einen luftdurchldassigen Membranfilter ein definiertes Gasgemisch direkt in
das Kulturgefal} leiten (Xiao et al., 2011). Xiao und Kozai (2004) etablierten ein
System zur photoautotrophen in vitro-Kultivierung von Zantedeschia elliottiana. Sie
verwendeten fir ihre Versuche groBe KulturgefaRe mit forcierter Belliftung und
erhohtem CO,-Angebot. Im Vergleich zur konventionellen in vitro-Vermehrung von
Z. elliottiana war bei der photoautotrophen Kultivierung die Kulturdauer um die
Halfte kiirzer, es Gberlebten wesentlich mehr Pflanzen den Akklimatisierungsschritt
und die Produktionskosten konnten um fast die Halfte gesenkt werden.

Um die CO,-Konzentration im Kulturgefdl® zu erhohen, kénnen auch chemische

Substanzen verwendet werden (Hazarika et al., 2003).

Der zweite wichtige Faktor fiir die Photosynthese in vitro ist eine hohe
Lichtintensitat. Laut Kozai und Kubota (2005a) ist der Wellenlangenbereich von 400-
700 nm von Bedeutung, da in diesem Bereich Photosynthese betrieben wird. Daher
wird Strahlung innerhalb dieser Wellenlangen auch als photosynthetisch aktive
Strahlung (PAS) bezeichnet. Weil bei der photoautotrophen in vitro-Kultivierung
kein Zucker im N&hrmedium vorhanden ist, ist die Pflanze auf Licht als
Energiequelle angewiesen, um organische Stoffe zu produzieren, die sie spater fur
zelluldre Prozesse verwenden kann. Deshalb werden bei dieser Art der Kultivierung
viel hohere Lichtstdrken verwendet als bei der konventionellen Methode (Afreen,
2005). Zhang et al. (2009) kultivierten eine in der Traditionellen Chinesischen
Medizin verwendete Pflanze, Momordica grosvenori, sowohl unter photoau-
totrophen als auch konventionellen Bedingungen. Bei den photoautotrophen
Kulturen wurden Lichtstdrken von 25-200 uM-m™s™ PPF verwendet. Dabei konnte
gezeigt werden, dass bei hoheren Lichtintensitaten auch das Frischgewicht der
Pflanzen steigt. Aulerdem konnen sich bei hoheren Lichtstirken photoautotroph

kultivierte Pflanzen ex vitro besser an das natlrliche Sonnenlicht anpassen.
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Zusammenfassend seien an dieser Stelle kurz die wichtigsten Vorteile der
photoautotrophen in vitro-Kultur gegenliber der konventionellen Vorgangsweise
erwahnt:
+ verbesserte Wachstumsraten unter hohen Lichtintensitdten und hohen CO,-
Konzentrationen (Hazarika et al., 2003)
+ weniger physiologische oder morphologische Fehlbildungen (Hazarika et al.,
2003)
+ groRere Kulturgefalle konnen verwendet werden (Hazarika et al., 2003)
+ bessere Bewurzelung und leichtere Akklimatisation (Hazarika et al., 2003)
+ weniger Kontamination mit Mikroorganismen wegen Verwendung eines
Nahrmediums ohne Saccharose (Kubota, 2001)
+ hohe Uberlebensrate ex vitro aufgrund funktionsfihiger Stomata (Kubota,
2001)
+ erhohte jahrliche Pflanzenproduktion (Xiao et al., 2011)

+ reduzierte Laborkosten (Xiao et al., 2011)

Nichtsdestotrotz erfordert die Aufrechterhaltung der entsprechenden in vitro-
Bedingungen grolles technisches Fachwissen und die Anwendung komplexer
Techniken. Fortschritte in der photoautotrophen in vitro-Kultivierung sind nur dann
moglich, wenn der Zusammenhang zwischen der Pflanzenphysiologie in vitro, den
Kulturbedingungen, der ex vitro Umwelt und den KulturgefaBen verstanden wird.
Hohe Kosten fiir Beleuchtung, CO,-Anreicherung und Kihlung werden oft als
Nachteil der photoautotrophen in vitro-Gewebekultur angesehen (Kozai und

Kubota, 2005b).

Schnur (2013) konnte in ihren Versuchen mit dem Pappel-Hybrid 741 zeigen, dass
eine Lichtintensitdt von 100 uM-m™s™ PPF eine groRere Blattfliche, héheres Frisch-
gewicht sowie eine héhere Nodien- und Blattzahl zur Folge hatte als eine Strahlung
von 40 uM-m*stPPF. Weiters konnten bei einer besseren Beluftung der
KulturgefalBe durch die Verwendung von Verschliissen mit 2 Bohrungen Blattflache,
Frischgewicht und Chlorophyligehalt gesteigert werden. Die Auswirkungen von

verschiedenen Zuckerkonzentrationen im Medium waren nicht so stark ausgepragt.



Gindler (Diplomarbeit in Vorbereitung) konnte in ihrer Arbeit ebenfalls nachweisen,
dass der Pappel-Hybrid 741 bei einer besseren Beliliftung der KulturgefaRe durch
Verwendung eines Membrandeckels ein besseres Wachstum zeigt. Eine erhdhte
Lichtintensitdt von 100 pM-m™2s™ PPF hatte ein héheres Frischgewicht sowie
grolRere Blatter zur Folge. Die Saccharosekonzentration hatte unter den obigen
Bedingungen weniger Einfluss auf das Pappelwachstum, sehr wohl zeigten sich
hingegen bei einem erhohten CO,-Partialdruck von 2 % Auswirkungen auf das

Wachstum der Pflanzen.

Aufbauend auf den Arbeiten von Schnur (2013) und Gindler (Diplomarbeit in
Vorbereitung) sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Auswirkung von
verschiedenen Saccharosekonzentrationen im Nahrmedium, hoheren
Lichtintensitdten und einem erhohten CO,-Angebot im Kulturgefdll auf
photoautotrophe in vitro-Kulturen des Pappel-Hybrids 741 untersucht werden.
Nach einer Kulturdauer von 8 Wochen sollten Sprossldnge, Frischgewicht,
Nodienzahl, Blattzahl, Blattflache und der Chlorophyligehalt der Blatter ermittelt

werden, um so das Pappelwachstum beurteilen zu kdnnen.



2. Material und Methoden

2.1. Pflanzenmaterial

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit kamen Explantate der Pappel-Hybride 741 zur
Anwendung. Diese in China geziichtete Hybride ist eine Kreuzung aus ([Populus alba
x (P. davidiana + P. simonii) x P. tomentosa]). Die Pappelkulturen wurden vom
Department fiir Okogenomik und Systembiologie, Universitidt Wien, (ibernommen
und dem Department fiir Pharmakognosie, Universitat Wien, fir Versuche zur

Verfligung gestellt.

Die Sprossachsen wurden unter sterilen Bedingungen im Laminar Flow in Segmente
mit einem Nodium geschnitten. Jedes Nodienexplantat wurde mit dem darauf
sitzenden Blatt verwendet, wobei darauf geachtet wurde, dass die Blatter in etwa

gleich groR waren.

2.2. Nahrmedien

Als Nahrmedium diente % LS-Medium, das auf der Formulierung von Linsmaier und
Skoog (1965) basiert und halbkonzentriert verwendet wurde. Den Medien wurde
Saccharose in Form von handelsiiblichem Haushaltszucker in vier verschiedenen

Konzentrationen (0, 10, 20 oder 30 g-I™) zugesetzt.

Zur Herstellung der Medien wurde die jeweilige Menge Fertigmischung des
LS-Mediums (Duchefa Biochemie) abgewogen und am Magnetrihrer in
destilliertem Wasser geldst. AnschlieBend wurde die Saccharose in den
entsprechenden Mengen hinzugegeben und geldst. Danach wurden portionsweise
4g 1" Gelrite® (Carl Roth GmbH + Co. KG) bis zum Erhalt einer homogenen

Suspension beigemengt. Zum Schluss wurde mit destilliertem Wasser auf das



gewinschte Volumen aufgefillt und der pH-Wert mit Hilfe von HCI oder KOH auf
pH 5,70 £ 0,1 eingestellt. Die gesamte Herstellung erfolgte am Magnetrihrer, um

etwaiges Verklumpen oder Absetzen der Bestandteile zu vermeiden.

Jedes Kulturgefal (vgl. Kap. 2.3.) wurde mit 40 ml Nahrmedium gefillt und nach
dem VerschlieBen im Autoklaven fir 20 Minuten bei 121 °C sterilisiert. Im Anschluss
an das Abkiihlen wurden die GefaRe im Kiihlraum bei 5 + 1 °C dunkel gelagert und

einen Tag vor der Verwendung wieder bei Raumtemperatur aufbewahrt.

2.3. Kulturbedingungen

Als KulturgefaBe kamen Babynahrungsglaser der Firma Hipp® (Ho6he 12,5cm;
Durchmesser 5,5 cm) mit 40 ml Medium zum Einsatz. Jedes KulturgefdB wurde
unter sterilen Bedingungen im Laminar Flow mit je 4 Nodienexplantaten beimpft.
Um eine fiir die photoautotrophe in vitro-Kultivierung notwendige erhohte
Ventilation der Glaser zu erreichen, wurden sie mit Magenta®B-Caps, die eine Boh-
rung von 8 mm Durchmesser aufwiesen, verschlossen. Die Bohrung wurde an der
Aullenseite des Verschlusses mit Membranfilterscheiben (Porenweite 0,04 um; Sun
Biofilter, Mitomi Industrial Corporation, Japan) versehen, um die Mdglichkeit einer
Kontamination so gering wie moglich zu halten. Zusatzlich wurde der Spalt zwischen

den Caps und den Glasern mit Parafilm®M verschlossen.

AnschlieBend wurden die Kulturen auf drei Heraeus®-Klimaschranke mit
unterschiedlichen Lichtintensititen (40, 100 und 200 uM-m™-s™ PPF) aufgeteilt. In
jeden Klimaschrank platzierten wir pro Saccharosekonzentration 10 Glaser, wobei
diese wiederum auf zwei unterschiedliche CO,-Konzentrationen (0 und 5 %)
aufgeteilt wurden.

Somit wurden fiur jede Kombination von Saccharosegehalt, CO,-Konzentration und

Lichtintensitat 5 Kulturgefalle mit je 4 Explantaten kultiviert.



Unter 0 % CO,-Konzentration wird im Folgenden immer die atmosphéarische CO,-
Konzentration von 0,039 % verstanden. Die CO,-Konzentration von 5% wurde mit
Hilfe eines Puffers erreicht: Laut Warburg (1962) lasst sich bei 20 °C und dariiber
mit 3 M Gemischen von KHCOs; und K,COs; ein konstanter CO,-Partialdruck im
Gasraum Uber dem Puffer einstellen. Durch die Pufferlésung entsteht CO,, welches
in den Gasraum entweicht. Das CO, im Gasraum steht im Gleichgewicht mit der
Kohlensaure in der Pufferlésung. Wird durch die Photosynthese CO, aus dem
Reaktionsgleichgewicht entfernt, wird es permanent vom Puffer nachgebildet. Fiir
die Versuche in der vorliegenden Arbeit wurde ein Gemisch aus 170 ml 3 M KHCO;

und 30 ml K,CO3 verwendet. Der Puffer wurde alle 3-4 Tage gewechselt.

Zur gleichzeitigen Aufrechterhaltung der Atmosphéare von 5 bzw. 0 % CO, innerhalb
eines Heraeus®-Schrankes war ein Kultursystem fiir erhdhten CO, Partialdruck
erforderlich. Dazu wurden handelsiibliche Aquarien (L 60 x B 30 x H 30 cm)
eingesetzt, welche wie in Abbildung 2 (S. 11) ersichtlich umgedreht auf einem
holzernen Podest platziert wurden. Der Puffer und ein kleines Magnetriihrstabchen
wurden immer in einer Kristallisierschale in das Aquarium gestellt. Um den flissigen
Puffer standig in Bewegung zu halten, wurde ein Magnetrihrer aufRerhalb des
Aguariums genau unter der Kristallisierschale angebracht. Die Holzplatte zwischen
Rihrer und Schale hatte den Vorteil, dass eine mogliche Warmeentwicklung des
Magnetriihrers durch dessen Motor nicht auf den Puffer tbertragen werden und
eventuell zum Auskristallisieren der Salze fiihren konnte. Ein kleiner Ventilator
neben der Kristallisierschale stellte eine ausreichende Luftdurchmischung im

Aqguarium sicher.
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Abbildung 2 links: Kultursystem fiir erhéhten CO, Partialdruck (1) Magnetrihrer, (2) Ventilator, (3)
Kristallisierschale mit Puffer und Magnetriihrstabchen; rechts: Aquarium mit Kulturen

Alle Kulturen wurden acht Wochen lang in Heraeus®-Schrianken bei einer Licht-

intensitat von 40, 100 oder 200 pM-m>s* PPF, einer 16 stiindigen Lichtperiode und

einer Temperatur von 25 = 1 °C inkubiert.
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2.4. Kulturauswertung

Wahrend der 8 wochigen Versuchsdauer wurden die Kulturen wochentlich fotogra-

fiert und kontrolliert.

Am Ende der Kulturperiode erfolgte die Auswertung unter sterilen Bedingungen im
Laminar flow, da die neu gebildeten Nodien sofort zur weiteren Vermehrung auf
frisches % LS Medium mit 20 g I'* Saccharose tiberfiihrt wurden. Von jedem neu ge-

wachsenen Spross wurden die folgenden Daten erhoben:

- Sprosslinge
Nachdem der neu gebildete Spross vom urspriinglichen Explantat und den

Wurzeln getrennt wurde, ermittelten wir die Sprosslange.

- Frischgewicht

Dazu wurde der Spross ohne Wurzeln, aber mit den Blattern abgewogen.

- Blattzahl pro Spross
Die Blatter wurden moglichst knapp an der Blattspreite vom Stiel abgetrennt

und deren Anzahl notiert.

- Blattfliche
Um die Blattflachen mit der Software Image J® (National Institute of Health,
USA) vermessen zu konnen, mussten die Blatter zundchst in der
Reihenfolge, in der sie am Spross gewachsen waren, in einer durchsichtigen
Folie eingescannt werden. Umknicken der Blatter wurde dabei soweit wie

moglich vermieden.

- Chlorophyligehalt der Blatter
Mit Hilfe eines Handmessgerates, dem Chlorophylimeter SPAD-502 (Konica
Minolta, Japan), wurde der Chlorophyligehalt der Blatter in SPAD-Units

ermittelt. Diese Einheit wurde vom Gerdtehersteller festgelegt und
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korreliert mit dem tatsachlichen Chlorophyligehalt. Die Absorption von Licht
durch das Chlorophyll wird bei 2 verschiedenen Wellenldngen (650 und
940 nm) ermittelt. Das Gerat berechnet dann aus den erhaltenen Werten
die SPAD-Units (Konica Minolta, 2009). Pro Blatt wurde an 5 verschiedenen
Stellen gemessen und der Durchschnittswert notiert. Die Messung des
Chlorophyligehaltes wurde durchgefiihrt, als sich die Blatter noch in der
Folie befanden (siehe oben). Da sich die Werte mit Folie und ohne Folie
unterscheiden, wurde von 25 Blattern aus in vitro-Pappelkulturen der
Mittelwert ohne und mit Folie gemessen. Da der Wert ohne Folie um 0,128
grolRer war als der Wert mit Folie, wurde bei der Auswertung der Versuche

von den ermittelten Chlorophyllwerten 0,128 subtrahiert.

- Nodienzahl pro Spross

Die neu gebildeten Nodien wurden gezahlt und deren Anzahl notiert.

Mit dem Programm Statistica® (StatSoft Inc., USA, Version 6.1) wurden die erhalte-
nen Daten statistisch aufbereitet. Dabei wurden der Mittelwert und der Standard-
fehler des Mittelwertes berechnet und mehrfaktorielle Varianzanalysen (Signifi-
kanzniveau 0,05) durchgefiihrt. Weiters kam der multiple Spannweitentest nach

Duncan beim Analysieren der Daten zum Einsatz.
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3. Ergebnisse

In den folgenden Unterkapiteln wird auf den Einfluss von Lichtintensitat,
Saccharosekonzentration im Nahrmedium und CO,-Gehalt der Atmosphare auf die
Sprosslange, das Frischgewicht, die Nodienzahl pro Spross, die Blattfliche, den

Chlorophyllgehalt der Blatter und die Blattzahl pro Spross eingegangen.

In jedem Unterkapitel werden zu Beginn die Auswirkungen der unterschiedlichen
Lichtintensitaten (40, 100 und 200 |,1M-m'2-s'1 PPF) in Kombination mit den verschie-
denen Saccharosekonzentrationen (0, 10, 20 oder 30 g-I™*) zunéchst bei 5 % CO- und
dann bei 0% CO, beschrieben. In weiterer Folge wird der Einfluss der beiden
CO,-Konzentrationen in Kombination mit dem unterschiedlichen Saccharosegehalt

im Nahrmedium bei jeder der drei Lichtintensitdten ndher betrachtet.

Im ersten Unterkapitel werden die Auswirkungen der Kulturbedingungen auf die
Sprosslange beschrieben. Die Sprossldange ist vor allem fiir die weitere in vitro-
Vermehrung von Bedeutung: Je kiirzer ein Spross ist, umso enger liegen die Nodien
beieinander und kénnen so nur mehr schwer geschnitten werden. Deshalb ist ein

langer Spross mit vielen Nodien wiinschenswert.

3.1. Einfluss der Kulturbedingungen auf die Sprosslange

Betrachtet man, wie in Abbildung 3 (S. 15) dargestellt, den Einfluss der
Lichtintensitdten und Saccharosekonzentrationen bei 5 % CO, auf die durchschnitt-
liche Sprosslange, so ist festzustellen, dass die Sprosse ohne Saccharose im Medium
und bei einer Lichtstirke von 200 uM-m™-s™ PPF mit 8,60 cm am lidngsten waren,
wahrend sie bei derselben Lichtintensitat und dem hdchsten Gehalt an Saccharose
im Nahrmedium (3 %) am kiirzesten waren. Die erstgenannte Gruppe mit den langs-
ten Sprossen unterschied sich von allen anderen bei 200 pM-m™-s™ PPF signifikant.
Unter den beiden anderen Lichtstarken (40 und 100 ;.LM-m'Z-s'1 PPF) hatte der

Zuckergehalt im Medium keinen nennenswerten Einfluss auf die Sprosslange. Inner-

14



halb der einzelnen Gruppen mit gleicher Saccharosekonzentration waren die

Auswirkungen der Lichtintensitaten nicht signifikant.
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Abbildung 3 Auswirkung der Lichtintensitaten und Saccharosekonzentrationen bei 5 % CO, auf die
Sprossldange, Darstellung der Mittelwerte und Standardfehler, Sdulen mit unterschiedlichen Klein-
buchstaben unterscheiden sich signifikant (p=0,05)

Vergleicht man den Einfluss von Lichtstarke und Saccharosekonzentration bei 0 %
CO, auf die Sprosslange, waren die Sprosse bei einer Lichtintensitat von
200 ;.LM-m'Z-s'1 PPF und 0 % Saccharose im Ndahrmedium mit 8,53 cm am langsten
(siehe Abbildung 4, S. 16). Diese Sprosse unterschieden sich von jenen signifikant,
die bei der gleichen Lichtstarke und 2 % oder 3 % Saccharose gewachsen waren.
Auch bei 100 uM-m'z-s'1 PPF bzw. 40 uM-m'z-s'1 PPF waren die Sprosse bei
Abwesenheit von Zucker im Ndhrmedium signifikant langer als bei 2 oder 3 %
Saccharose. Bei 1 % Saccharose rangierten die Sprosse im Hinblick auf die Lange im
Mittelfeld, unterschieden sich jedoch nicht signifikant von den anderen Gruppen.
Die Lichtintensitaten hatten bei gegebener Saccharosekonzentration keinen Einfluss

auf das Langenwachstum der Sprosse.
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Abbildung 4 Auswirkung der Lichtintensitaten und Saccharosekonzentrationen bei 0 % CO, auf die
Sprosslange, Darstellung der Mittelwerte und Standardfehler, Sdulen mit unterschiedlichen Klein-
buchstaben unterscheiden sich signifikant (p=0,05)

Werden die Auswirkungen der unterschiedlichen Saccharose- und CO,-Konzentrati-
onen bei einer Lichtintensitit von 40 uM-m™s™ PPF unabhingig von den beiden
anderen Lichtstdrken verglichen (siehe Abbildung 5, S. 17), ist zu bemerken, dass
bei 5 % CO, und steigender Saccharosekonzentration die Sprosslange tendenziell
abgenommen hat. Ohne Saccharose wurden mit 6,80 cm die langsten und bei 2 %
Saccharose mit 2,31 cm die kiirzesten Sprosse unter 0 % CO, gemessen. Diese
beiden Gruppen unterschieden sich signifikant voneinander. Nur bei 2 %
Saccharose waren die Sprosse bei 5 % CO; signifikant langer als bei 0 %. Bei den
anderen Zuckerkonzentrationen hatten die CO,-Konzentrationen keinen Einfluss auf

die Sprosslange.
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Abbildung 5 Auswirkung der unterschiedlichen CO,- und Saccharosekonzentrationen bei einer
Lichtintensitdt von 40p.M-m'2-s'1 PPF auf die Sprosslange, Darstellung der Mittelwerte und
Standardfehler, Saulen mit unterschiedlichen Kleinbuchstaben unterscheiden sich signifikant
(p=0,05)

Betrachtet man den Einfluss der unterschiedlichen Saccharose- und CO,-
Konzentrationen unter 100 uM-m'Z-s'1 PPF unabhangig von den beiden anderen
Lichtintensitaten (siehe Abbildung 6, S. 18), erkennt man, dass die Sprosslangen bei
0 % CO;, mit zunehmender Saccharosekonzentration trendmaRig abnahmen, wobei
nur jene mit 0 % Zucker im Nahrmedium signifikant langer waren (8,14 cm) als die
kirzesten mit 2,69 cm bei 3 % Saccharose. Bei 5 % CO, war kein Unterschied
zwischen den Saccharosekonzentrationen beziiglich der Wachstumsforderung zu
verzeichnen. Vergleicht man die beiden CO,-Konzentrationen bei jedem einzelnen
Saccharosegehalt, so war ebenfalls kein bedeutender Einfluss der CO,-Gehalte auf

das Langenwachstum der Sprosse festzustellen.
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Abbildung 6 Auswirkung der unterschiedlichen CO,- und Saccharosekonzentrationen bei einer
Lichtintensitat von 100 pM-m'z-s'1 PPF auf die Sprosslange, Darstellung der Mittelwerte und
Standardfehler, Saulen mit unterschiedlichen Kleinbuchstaben unterscheiden sich signifikant
(p=0,05)

Wie in Abbildung 7 dargestellt wird, waren bei ndaherer Betrachtung der Spross-
lingen unter 200 uM-m™2-s™ PPF unabhingig von den beiden anderen Licht-
intensitdten bei beiden CO,-Konzentrationen und ohne Saccharose im Nahrmedium
die Sprosse mit 8,53 und 8,60 cm signifikant langer als auf zuckerhaltigem Medium.
Innerhalb der einzelnen Saccharosekonzentrationen zeigte der CO,-Gehalt keinen

signifikanten Einfluss auf das Langenwachstum der Sprosse.
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Abbildung 7 Auswirkung der unterschiedlichen CO,- und Saccharosekonzentrationen bei einer
Lichtintensitdt von 200 ;,lM-m'z-s'1 PPF auf die Sprosslange, Darstellung der Mittelwerte und
Standardfehler, Sdulen mit unterschiedlichen Kleinbuchstaben unterscheiden sich signifikant
(p=0,05)
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Das folgende Unterkapitel beschaftigt sich mit den Auswirkungen der
Kulturbedingungen auf das Frischgewicht, welches ein MaR fiir das Wachstum der

Kulturen ist.

3.2. Einfluss der Kulturbedingungen auf das Frischgewicht

Die Betrachtung der Auswirkungen der unterschiedlichen Lichtintensitaten und
Saccharosekonzentrationen bei 5 % CO, auf das Frischgewicht zeigt deutlich, dass
das Frischgewicht mit 0,64 g bei 200 uM-m™s'PPF und ohne Saccharose im
Nihrmedium am héchsten war, gefolgt von 0,47 g bei 100 uM-m2s™ PPF und 1 %
Saccharose (siehe Abbildung 8, S. 20). Der hochste Wert unterschied sich zwar nicht
vom zweithochsten, aber von allen anderen Werten signifikant. Das Frischgewicht
war unter einer Lichtintensitit von 40 puM-m?2s*PPF  bei allen
Saccharosekonzentrationen am  geringsten. Bei einer Lichtstarke von
100 pM-m-s™ PPF hatte keine der vier Zuckerkonzentrationen einen Einfluss auf
das Frischgewicht. Hingegen unterschieden sich die Werte bei 200 uM-m2-s™ PPF
und 0 % Saccharose im Medium im Vergleich zu den anderen Saccharose-
konzentrationen bei gleicher Lichtintensitat signifikant. Nur ohne Saccharose im
Nahrmedium war das Frischgewicht bei 200 uM-m'z-s'1 PPF signifikant hoher als bei
den beiden anderen Lichtintensitdten. Bei einer Saccharosekonzentration von 1, 2

und 3 % hatte keine der Lichtintensitaten einen Einfluss auf das Frischgewicht.
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Abbildung 8 Auswirkung der Lichtintensitdten und Saccharosekonzentrationen bei 5 % CO, auf das
Frischgewicht, Darstellung der Mittelwerte und Standardfehler, Sdulen mit unterschiedlichen Klein-
buchstaben unterscheiden sich signifikant (p=0,05)

Wie in Abbildung 9 (S. 21) dargestellt, ist bei Betrachtung der Lichtintensitaten und
Saccharosekonzentrationen im Ndhrmedium unter 0 % CO, das Frischgewicht mit
0,61 g unter den Bedingungen 200 pM-m2-s™ PPF/1 % Saccharose signifikant hoher
als das geringste Frischgewicht von 0,16 g, das bei 40 pM-m?2s™* PPF und 2 %
Saccharose erzielt wurde. Innerhalb der einzelnen Versuchsreihen mit gleichem
Zuckergehalt im Medium unterschied sich nur das Frischgewicht bei 1 % Saccharose
und 40 ;.LM-m'Z-s'1 PPF von jenem Frischgewicht, das unter den beiden anderen
Lichtintensitaten zu verzeichnen war. Bei 0, 2 und 3 % Saccharose waren keine

Auswirkungen der Lichtintensitaten auf das Frischgewicht festzustellen.
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Abbildung 9 Auswirkung der Lichtintensitdten und Saccharosekonzentrationen bei 0 % CO, auf das
Frischgewicht, Darstellung der Mittelwerte und Standardfehler, Sdulen mit unterschiedlichen Klein-
buchstaben unterscheiden sich signifikant (p=0,05)

Unter einer Lichtintensitit von 40 pM-m™2-s™ PPF nahm das Frischgewicht bei
beiden CO,-Konzentrationen mit steigender Saccharosekonzentration tendenziell
ab (siehe Abbildung 10, S.22). Das hochste Frischgewicht (0,34 g), das ohne
Saccharose im Medium und bei 0% CO, erreicht wurde, unterschied sich nur von
jenen Werten signifikant, die sich bei den Kombinationen von 0 % CO, mit 2 bzw.
3 % Saccharose ergaben. Unter 5 % CO, hatte keine der Saccharosekonzentrationen
einen wesentlichen Einfluss auf das Frischgewicht. Die Auswirkungen der beiden
CO,-Konzentrationen auf das Frischgewicht waren bei keiner der vier

Saccharosekonzentrationen von Bedeutung.
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Abbildung 10 Auswirkung der unterschiedlichen CO,- und Saccharosekonzentrationen bei einer
Lichtintensitat von 40 pM-m'z-s'1 PPF auf das Frischgewicht, Darstellung der Mittelwerte und
Standardfehler, Saulen mit unterschiedlichen Kleinbuchstaben unterscheiden sich signifikant
(p=0,05)
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Abbildung 11 zeigt deutlich, dass unabhangig von den beiden anderen Lichtstarken
unter 100 uM-m>s' PPF das Frischgewicht bei 0% CO, mit steigender
Saccharosekonzentration tendenziell abnahm. Unter 5 % CO, war das Frischgewicht
mit 1% Zucker im Medium am hochsten und bei den drei anderen
Zuckerkonzentrationen in etwa gleich. Jedoch hatten weder Saccharose- noch CO,-

Konzentration einen signifikanten Einfluss auf das Frischgewicht.
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Abbildung 11 Auswirkung der unterschiedlichen CO,- und Saccharosekonzentrationen bei einer
Lichtintensitdt von 100 ;,lM-m'z-s'1 PPF auf das Frischgewicht, Darstellung der Mittelwerte und
Standardfehler, Sdulen mit unterschiedlichen Kleinbuchstaben unterscheiden sich signifikant
(p=0,05)
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Betrachtet man die Lichtstirke von 200 pM-m™-s™ PPF unabhingig von den beiden
anderen Lichtintensitaten, unterschied sich das hochste Frischgewicht von 0,64 g
(keine Saccharose/5 % CO;) vom niedrigsten mit 0,23 g (2 % Saccharose/0 % CO,)
signifikant (siehe Abbildung 12). Die Versuchsreihen mit 0 % Saccharose im
Ndhrmedium und jene mit 1 % Saccharose/0 % CO, erzielten die héchsten Werte
flir das Frischgewicht und waren zu den restlichen Versuchsreihen signifikant unter-
schiedlich. Die beiden CO,-Konzentrationen zeigten bei gleichem Saccharosegehalt

im Medium keinen Einfluss auf das Frischgewicht der einzelnen Sprosse.
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Abbildung 12 Auswirkung der unterschiedlichen CO,- und Saccharosekonzentrationen bei einer
Lichtintensitdt von 200 uM-m'z-s'1 PPF auf das Frischgewicht, Darstellung der Mittelwerte und
Standardfehler, Saulen mit unterschiedlichen Kleinbuchstaben unterscheiden sich signifikant
(p=0,05)

Das nun folgende Unterkapitel thematisiert die Auswirkungen der
Kulturbedingungen auf die Nodienzahl. Da jedes Nodium als Explantat verwendet

werden kann, ist die Nodienzahl ein MaR fir die Vermehrung.
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3.3. Einfluss der Kulturbedingungen auf die Nodienzahl

Sieht man sich die Auswirkungen der unterschiedlichen Saccharosekonzentrationen
und Lichtintensitaten bei 5 % CO, auf die Nodienzahl an, ist festzustellen, dass bei
einer Lichtstarke von 200 pM-m™2-s™ PPF und 0, 1 oder 2 % Saccharose im Medium
signifikant mehr Nodien gebildet wurden als bei den beiden anderen
Lichtintensititen (siehe Abbildung 13). Bei 40 und 100 uM-m™-s™* PPF ist kein Ein-
fluss der Saccharosekonzentration auf die Nodienzahl =zu erkennen.
200 pM-m2s™ PPF fiihrten bei einem Saccharoseangebot von 3 % im Medium zur
Bildung von mehr Nodien als bei 40 pM-m™-s™ PPF. Auch bei den restlichen drei
Zuckergehalten wurden unter 200 uM-m2s™ PPF mehr Nodien gebildet als bei den

beiden anderen Lichtstarken.
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Abbildung 13 Auswirkung der Lichtintensitdten und Saccharosekonzentrationen bei 5 % CO, auf die
Nodienzahl pro Spross, Darstellung der Mittelwerte und Standardfehler, Saulen mit
unterschiedlichen Kleinbuchstaben unterscheiden sich signifikant (p=0,05)

Bei Betrachtung der Auswirkungen von Saccharosekonzentration und
Lichtintensitat bei 0 % CO, auf die Nodienzahl pro Spross, wie in Abbildung 14 (S.
25) dargestellt, nimmt bei jeder Lichtstirke die Nodienzahl mit steigendem
Saccharosegehalt im Medium tendenziell ab. Unter einer Lichtstirke von
40 uM-m2s PPF ist dieser Trend jedoch nicht von Bedeutung. Bei einer
Lichtintensitat von 100 pM-m™*s™ PPF ist die Nodienzahl bei 0 % Saccharose im

Nahrmedium signifikant hoher als bei 3 % Saccharose. Die héchsten Nodienzahlen
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(10,08 und 9,58) wurden bei einer Lichtstarke von 200 uM-m2s™ PPF und 0 % bzw.
1 % Saccharose im Medium erreicht. Diese Werte waren signifikant hoher als jene
Werte, die bei der gleichen Lichtintensitat bei 2 und 3 % Saccharose erreicht wur-
den. Innerhalb der einzelnen Versuchsreihen mit gleicher Saccharosekonzentration
unterschieden sich nur die Nodienzahlen bei 200 pM-m™2-s™ PPF und 0 % sowie 1 %

Saccharose signifikant von den beiden anderen Lichtintensitaten.
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Abbildung 14 Auswirkung der Lichtintensitaten und Saccharosekonzentrationen bei 0 % CO, auf die
Nodienzahl pro Spross, Darstellung der Mittelwerte und Standardfehler, Saulen mit
unterschiedlichen Kleinbuchstaben unterscheiden sich signifikant (p=0,05)

Die Darstellung der verschiedenen Saccharose- und CO,-Konzentrationen bei einer
Lichtintensitat von 40 uM-m-s™ PPF in Abbildung 15 (S. 26) zeigt, dass bei 0 % CO,
und ohne Saccharose im Medium durchschnittlich 7,71 Nodien gebildet wurden.
Dieser hochste Wert unterscheidet sich zwar nicht von der mit 5% CO;, und 0 %
Saccharose im Medium erreichten Nodienzahl, unterscheidet sich aber signifikant
von allen anderen Werten. Bei gleichem Saccharosegehalt hatte keine der beiden

CO,-Konzentrationen einen bedeutsamen Einfluss auf die Bildung neuer Nodien.
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Abbildung 15 Auswirkung der unterschiedlichen CO,- und Saccharosekonzentrationen bei einer
Lichtintensitat von 40 p.M-m'z-s'1 PPF auf die Nodienzahl pro Spross, Darstellung der Mittelwerte und
Standardfehler, Saulen mit unterschiedlichen Kleinbuchstaben unterscheiden sich signifikant
(p=0,05)
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Unter 100 pM-m2s™ PPF hat die Nodienzahl bei 0% CO, mit steigender
Saccharosekonzentration tendenziell abgenommen, wobei sich hier der hochste
Wert (6,00) ohne Saccharose im Nahrmedium vom kleinsten (3,56) mit 3 %
Saccharose signifikant unterscheidet (siehe Abbildung 16, S. 27). Bei 5 % CO, stieg
die Nodienzahl nur trendmaRig mit steigendem Saccharosegehalt an. Sowohl die
meisten als auch die wenigsten Nodien wurden bei 3 % Saccharose gebildet, wobei
hier bei 5 % CO, signifikant mehr Nodien zu verzeichnen waren als bei 0 % CO,. Bei
den anderen Saccharosekonzentrationen hatte der CO,-Gehalt keinen Einfluss auf

die Nodienbildung.
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Abbildung 16 Auswirkung der unterschiedlichen CO,- und Saccharosekonzentrationen bei einer
Lichtintensitat von 100 p.M-m'z-s'1 PPF auf die Nodienzahl pro Spross, Darstellung der Mittelwerte
und Standardfehler, Sdulen mit unterschiedlichen Kleinbuchstaben unterscheiden sich signifikant
(p=0,05)

Die verschiedenen Saccharosekonzentrationen hatten unter 200 pM-m2-s™ PPF und
5 % CO; keine bedeutsamen Auswirkungen auf die Nodienzahl (siehe Abbildung 17).
Hingegen wurden bei 0 % CO, ohne und mit 1 % Saccharose im Medium signifikant
mehr Nodien gebildet als mit 2 und 3 % Saccharose. Innerhalb der Versuchsreihen
mit 2 und 3 % Saccharose war die Nodienzahl bei 5% CO, hoher. Bei den beiden
anderen Zuckerkonzentrationen war kein Einfluss der CO,-Konzentrationen zu
verzeichnen.
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Abbildung 17 Auswirkung der unterschiedlichen CO,- und Saccharosekonzentrationen bei einer
Lichtintensitat von 200 ;,lM-m'z-s'1 PPF auf die Nodienzahl pro Spross, Darstellung der Mittelwerte
und Standardfehler, Sdulen mit unterschiedlichen Kleinbuchstaben unterscheiden sich signifikant
(p=0,05)
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Im nachsten Unterkapitel werden die Auswirkungen der Kulturbedingungen auf die
Blattflache ndaher beschrieben. Die Blattflache gibt Aufschluss iber den Einfluss der

CO,-Konzentration und der Lichtintensitat auf die Photosynthese.

3.4. Einfluss der Kulturbedingungen auf die Blattflache

Betrachtet man den Einfluss der verschiedenen Saccharosekonzentrationen und
Lichtintensitaten bei 5% CO, auf die Blattfliche, so hatte bei keiner der drei
Lichtstarken der Saccharosegehalt Auswirkungen auf die Blattflaiche (siehe
Abbildung 18). Richtet man das Hauptaugenmerk auf die Kulturen mit gleichem
Zuckergehalt im Ndhrmedium, so war die Blattflache bei 1 % Saccharose und einer
Lichtintensitit von 40 pM-m2-s™ PPF signifikant kleiner als bei den beiden anderen
Lichtstarken. Sowohl bei 2 als auch bei 3 % Saccharose war die Blattflache bei
200 uM-m™-s* PPF groRer als bei 40 uM-m™s™* PPF. Auf zuckerfreiem Nihrmedium

hatte die Lichtintensitat keine Auswirkung auf die Blattflache.
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Abbildung 18 Auswirkung der Lichtintensititen und Saccharosekonzentrationen bei 5 % CO, auf die
Blattflache, Darstellung der Mittelwerte und Standardfehler, Sdulen mit unterschiedlichen Klein-
buchstaben unterscheiden sich signifikant (p=0,05)

Vergleicht man bei 0 % CO, die Auswirkungen der drei Lichtintensitaten unabhangig

voneinander bei jeder der vier Saccharosekonzentrationen auf die Blattflache, so
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hatte der Zuckergehalt im Medium keinen nennenswerten Einfluss auf die
Blattfliche (siehe Abbildung 19). Die groRte Blattfliche von 4,59 cm® bei 2 %
Saccharose und einer Lichtstarke von 100 pM-m™-s™ PPF unterschied sich sig-
nifikant von der kleinsten Blattfliche (1,82 cm?) bei 2 % Saccharose und einer Licht-
intensitidt von 40 uM-m™2-s* PPF. Bei den anderen Sacccharosekonzentrationen

hatte die Lichtstarke einen vernachldssigbaren Einfluss auf die Blattflache.
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Abbildung 19 Auswirkung der Lichtintensitaten und Saccharosekonzentrationen bei 0 % CO, auf die
Blattflache, Darstellung der Mittelwerte und Standardfehler, Sdulen mit unterschiedlichen Klein-
buchstaben unterscheiden sich signifikant (p=0,05)

Auf die Auswirkungen von 0 und 5% CO, in Kombination mit 0, 1, 2 und 3%
Saccharose im Nahrmedium bei den verschiedenen Lichtintensitaten von 40, 100
und 200 uM-m'Z-s'1 PPF wird hier nicht ndher eingegangen, da die Blattflachen bei

keiner der moglichen Kombinationen einen signifikanten Unterschied aufwiesen.

Im folgenden Unterkapitel werden die Auswirkungen der Kulturbedingungen auf
den Chlorophyligehalt der Blatter naher behandelt. Auch dieser Parameter gibt wie
die Blattflaiche Aufschluss Uber den Einfluss der CO,-Konzentration und der

Lichtintensitat auf die Photosynthese.
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3.5. Einfluss der Kulturbedingungen auf den Chlorophyligehalt

Unter den verschiedenen Saccharosekonzentrationen und Lichtintensitaten bei 5 %
CO, wurde, wie in Abbildung 20 dargestellt, der hochste Chlorophyligehalt von
34,03 SPAD bei 3% Saccharose und einer Lichtintensitat von 100 pM-m2-s™ PPF
gemessen. Dieser héchste Wert unterschied sich vom geringsten Chlorophyligehalt
(11,22 SPAD bei 0 % Saccharose im Medium und 200 uM-m2s™ PPF) signifikant.
Weiters besteht zwischen dem kleinsten gemessenen Wert und allen anderen
Messergebnissen ein signifikanter Unterschied. Bei steigender
Saccharosekonzentration war trendmafRig bei allen Lichtintensitaten auch der
Chlorophyligehalt der Blatter hoher. Keine der Lichtstarken fiihrte bei 1 und 3 %
Saccharose zu bedeutenden Unterschieden im Chlorophyligehalt der Blatter. Bei
0% und 2 % Saccharose war der Chlorophyllgehalt bei 200 uM-m™-s™* PPF

signifikant niedriger als unter den beiden anderen Lichtintensitaten.
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Abbildung 20 Auswirkung der Lichtintensititen und Saccharosekonzentrationen bei 5 % CO, auf
den Chlorophyligehalt der Blatter, Darstellung der Mittelwerte und Standardfehler, Saulen mit
unterschiedlichen Kleinbuchstaben unterscheiden sich signifikant (p=0,05)

Auch bei naherer Betrachtung der unterschiedlichen Lichtintensitaten und
Saccharosekonzentrationen im Nahrmedium bei 0 % CO, war der Chlorophyligehalt
unter 100 uM-m™>-s* PPF und 3% Saccharose im Medium am héchsten und
unterschied sich signifikant vom kleinsten Wert bei 200 uM-m™-s™ PPF und 0 %

Saccharose im Nahrmedium (siehe Abbildung 21, S. 31). Betrachtet man die
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einzelnen Lichtintensitdten getrennt voneinander bei den verschiedenen
Saccharosekonzentrationen, so war der Chlorophyligehalt bei 100 oder
200 uM-m™-s' PPF ohne Saccharose niedriger als bei héherem Zuckergehalt.
Innerhalb der Versuchsreihen mit gleicher Saccharosekonzentration war nur bei 0 %
Saccharose im Medium der Chlorophyligehalt bei 200 uM-m™2-s™ PPF signifikant
niedriger als bei 40 |,LM-m’2-s’1 PPF. Bei den drei anderen
Saccharosekonzentrationen  waren  keine  signifikanten Einflisse  der

Lichtintensitaten auf den Chlorophyllgehalt festzustellen.
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Abbildung 21 Auswirkung der Lichtintensitidten und Saccharosekonzentrationen bei 0 % CO, auf
den Chlorophyligehalt der Blatter, Darstellung der Mittelwerte und Standardfehler, Sdulen mit
unterschiedlichen Kleinbuchstaben unterscheiden sich signifikant (p=0,05)

Abbildung 22 (S. 32) zeigt, dass unter 40 uM-m™>-s PPF Licht bei 5% CO, der
Chlorophyligehalt mit steigender Saccharosekonzentration trendmaflig zunimmt
und der hochste Wert im Vergleich zum kleinsten Wert bei dieser CO,-
Konzentration signifikant hoher ist. Bei 0 % CO, war nur der Unterschied zwischen
dem Chlorophyligehalt, der bei 0 % Saccharose im Nahrmedium gemessen wurde,
und jenem bei 1 % Saccharose von Bedeutung. Mit einem Saccharosegehalt von 2
oder 3 % war der Chlorophyllgehalt bei 5 % CO; signifikant héher als bei 0 %. Bei
den beiden anderen Zuckerkonzentrationen hatte der CO,-Gehalt der Atmosphare

keinen Einfluss auf den Chlorophyligehalt der Blatter.
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Abbildung 22 Auswirkung der unterschiedlichen CO,- und Saccharosekonzentrationen bei einer
Lichtintensitat von 40 p.M-m'z-s'1 PPF auf den Chlorophyligehalt der Blatter, Darstellung der
Mittelwerte und Standardfehler, Saulen mit unterschiedlichen Kleinbuchstaben unterscheiden sich
signifikant (p=0,05)

Unter einer Lichtstirke von 100 pM-m2-s™ PPF nahm der Chlorophyllgehalt bei bei-
den CO,-Konzentrationen mit steigender Saccharosekonzentration zu, wobei sich
aber nur die niedrigsten Werte, die ohne Saccharose im Nahrmedium erzielt
wurden, von den anderen signifikant unterschieden (siehe Abbildung 23).
Betrachtet man die Saccharosekonzentrationen einzeln fir sich, so hatte die CO,-

Konzentration keinen Einfluss auf den Chlorophyligehalt der Blatter.
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Abbildung 23 Auswirkung der unterschiedlichen CO,- und Saccharosekonzentrationen bei einer
Lichtintensitdat von 100 ;,lM-m'z-s'1 PPF auf den Chlorophyligehalt der Blatter, Darstellung der
Mittelwerte und Standardfehler, Sdulen mit unterschiedlichen Kleinbuchstaben unterscheiden sich
signifikant (p=0,05)
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Auch bei einer Lichtintensitat von 200 uM-m™-s™ PPF zeigte sich ein dhnliches Bild
wie  vorhin beschrieben (siehe  Abbildung  24). Mit  steigender
Saccharosekonzentration stieg auch bei beiden CO,-Konzentrationen der
Chlorophyligehalt der Blatter. Der geringste Chlorophyligehalt von 11,22 SPAD war
bei 0 % Saccharose im Nahrmedium zu verzeichnen und unterschied sich vom
hochsten Wert (30,15 SPAD bei 3% Saccharose) signifikant. Weiters war der
Chlorophylligehalt unter beiden CO,-Konzentrationen bei 3 % Saccharose signifikant
hoher als bei 1% Saccharose. Die unterschiedlichen CO,-Konzentrationen hatten
bei gleichem Zuckergehalt im Medium keinen nennenswerten Einfluss auf den

Chlorophylligehalt der Blatter.
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Abbildung 24 Auswirkung der unterschiedlichen CO,- und Saccharosekonzentrationen bei einer
Lichtintensitdt von 200 uM-m'z-s'1 PPF auf den Chlorophyligehalt der Blatter, Darstellung der
Mittelwerte und Standardfehler, Sdulen mit unterschiedlichen Kleinbuchstaben unterscheiden sich
signifikant (p=0,05)

Im letzten Unterkapitel werden die Auswirkungen der Kulturbedingungen auf die

Blattzahl beschrieben.
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3.6. Einfluss der Kulturbedingungen auf die Blattzahl

Bei Betrachtung des Einflusses der verschiedenen Saccharosekonzentrationen und
Lichtintensitaten (siehe Abbildung 25) bei 5% CO, auf die durchschnittliche
Blattzahl pro Spross ist zu erkennen, dass mit steigendem Zuckergehalt unter
40 uM-m'z-s'1 PPF die Blattzahl trendmaRig gesunken, unter 100 uM-m'z-s'lPPF
gestiegen und unter 200 uM-m™-s™ PPF bis 2 % Saccharose gestiegen, bei 3 % aber
am geringsten war. Allerdings zeigte keine der moglichen Kombinationen

signifikante Auswirkungen auf die Blattzahl pro Spross.
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Abbildung 25 Auswirkung der Lichtintensitaten und Saccharosekonzentrationen bei 5 % CO, auf die
Blattzahl pro Spross, Darstellung der Mittelwerte und Standardfehler, Sdulen mit unterschiedlichen
Kleinbuchstaben unterscheiden sich signifikant (p=0,05)

Betrachtet man die Auswirkungen von Lichtintensitat und Saccharosekonzentration
bei 0 % CO, auf die Blattzahl (siehe Abbildung 26, S. 35), so ist festzustellen, dass
mit steigendem Zuckergehalt im Medium die Blattzahl bei allen Lichtstarken
tendenziell sank. Die meisten Blatter (9,08 und 9,07) wurden unter den Konditionen
0% Saccharose/40 oder 200 uM-m™-s™* PPF gebildet. Die wenigsten Blatter waren
bei 3 % Saccharose und 40 uM-m™-s™ PPF zu zahlen. Der hchste und der niedrigste
Wert unterschieden sich dabei signifikant. Bei einer Lichtstiarke von
40 uM-m%s™t PPF war die Blattzahl ohne Saccharose im Medium hoher als bei 2 und
3 % Saccharose. Unter 100 pM-m™-s™ PPF wurden bei 0 % Saccharose im Medium

mehr Blatter gebildet als bei 3 % Saccharose. 200 uM-m*-s™* PPF fiihrten schlieRlich
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zu einer signifikant niedrigeren Blattzahl bei 2 und 3 % Saccharose im Medium.
Innerhalb der Versuchsreihen mit gleicher Saccharosekonzentration hatten die

Lichtintensitaten keinen Einfluss auf die Blattzahl.
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Abbildung 26 Auswirkung der Lichtintensitaten und Saccharosekonzentrationen bei 0 % CO, auf die
Blattzahl pro Spross, Darstellung der Mittelwerte und Standardfehler, Sdulen mit unterschiedlichen
Kleinbuchstaben unterscheiden sich signifikant (p=0,05)

Abbildung 27 (S. 36) zeigt die Auswirkungen von Saccharose- und CO,-
Konzentration bei einer Lichtintensitat von 40 uM-m'z-s'1 PPF. Fehlende Saccharose
im Nahrmedium flhrte bei 0 % CO; zu signifikant hoheren Blattzahlen als 2 und 3 %
Saccharose. Unter 5% CO, war zwischen den verschiedenen Zuckergehalten im
Medium kaum ein  Unterschied festzustellen. Betrachtet man die
Saccharosekonzentrationen getrennt, so war nur ohne Saccharose im Medium die
Blattzahl bei 0% CO, signifikant hoher als bei 5% CO,. Bei den anderen
Zuckerkonzentrationen hatte der CO,-Gehalt keinen bedeutsamen Einfluss auf die

Blattzahl pro Spross.
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Abbildung 27 Auswirkung der unterschiedlichen CO,- und Saccharosekonzentrationen bei einer
Lichtintensitat von 40 pM-m'z-s'1 PPF auf die Blattzahl pro Spross, Darstellung der Mittelwerte und
Standardfehler, Saulen mit unterschiedlichen Kleinbuchstaben unterscheiden sich signifikant
(p=0,05)

Die folgende Abbildung 28 (S. 37) veranschaulicht den Einfluss von Saccharose- und
CO,-Konzentration bei 100 uM-m?2s™ PPF auf die Blattzahl pro Spross. Bei
Abwesenheit von Saccharose im Medium und 0 % CO, war die Blattzahl signifikant
hoher als bei 3% Saccharose. Unter 5% CO, hatte keine der
Saccharosekonzentrationen einen wesentlichen Einfluss auf die Blattzahl.
Betrachtet man jeden unterschiedlichen Saccharosegehalt fiir sich, so war nur bei
3 % Saccharose die Blattzahl unter 5 % CO, signifikant hoher als bei 0 % CO,. Bei
den anderen Saccharosekonzentrationen zeigten die beiden CO,-Konzentrationen

keine Auswirkungen auf die Blattzahl.
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Abbildung 28 Auswirkung der unterschiedlichen CO,- und Saccharosekonzentrationen bei einer
Lichtintensitat von 100 p.M-m'z-s'1 PPF auf die Blattzahl pro Spross, Darstellung der Mittelwerte und
Standardfehler, Saulen mit unterschiedlichen Kleinbuchstaben unterscheiden sich signifikant
(p=0,05)

Betrachtet man den Einfluss von Saccharose- und CO,-Konzentration auf die Blatt-
zahl pro Spross bei 200 pM-m™*sPPF (siche Abbildung 29, S. 38), so ist
festzustellen, dass bei 0 % CO, die Blattanzahl bei 0 und 1 % Saccharose im Medium
signifikant hoher war als bei 2 und 3% Saccharose. Bei 5% CO, war kein
wesentlicher Unterschied in den Blattzahlen bei verschiedenem Saccharosegehalt
im Medium festzustellen. Zwischen den beiden CO,-Konzentrationen waren keine
signifikanten Auswirkungen bei den jeweiligen Saccharosekonzentrationen zu

sehen.
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Abbildung 29 Auswirkung der unterschiedlichen CO,- und Saccharosekonzentrationen bei einer
Lichtintensitat von 200 p.M-m'z-s'1 PPF auf die Blattzahl pro Spross, Darstellung der Mittelwerte und
Standardfehler, Saulen mit unterschiedlichen Kleinbuchstaben unterscheiden sich signifikant
(p=0,05)
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4. Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Versuche zur Variierung einiger
Kulturparameter durchgefiihrt, um photoautotrophe in vitro-Kulturen des Pappel-

Hybrids 741 zu etablieren.

Pappeln werden der Familie der Salicaceae zugeordnet und sind schnellwachsende
Bdaume. Nicht nur wegen ihres schnellen und lppigen Wachstums, sondern auch
aufgrund der groBen Anpassungsfahigkeit an ihre Umgebung ist die Verwendung
von Pappeln in der Holz- und Papierindustrie weit verbreitet (Hamzeh et al., 2004).
Dariber hinaus haben Pappeln auch auf dem Gebiet der Biomassetechnologien als
erneuerbare Energietrager der Zukunft einen hohen Stellenwert erlangt (Djomo et

al., 2011).

Die steigende Bedeutung der Pappel fir Industrie und Wissenschaft hat eine grolle
Nachfrage zur Folge, die es zu decken gilt. Viele Pappelarten kénnen zwar durch
Stecklingsvermehrung in groRen Mengen produziert werden, allerdings ist diese
Vermehrungsart im Hinblick auf die Fahigkeit der Stecklinge, Adventivwurzeln zu
bilden, limitiert (Zhao et al., 2014). Durch in vitro-Kultivierung der Pappel im
Rahmen der konventionellen Gewebekultur kann die Bewurzelung von
mikrovermehrten Sprossen deutlich verbessert werden. Deshalb ist die in vitro-
Vermehrung eine wichtige Technik, um hohe Vermehrungsraten zu erzielen und
genetisch identisches Material zu gewinnen (Thach Phan et al., 2004). Da die
konventionelle in vitro-Kultivierung aber auch einige Nachteile hat (siehe Kap. 1,
S. 2), wurde die photoautotrophe in vitro-Kultivierung etabliert (Kozai, 2005). Mit
dieser Technik wird durch die Verwendung eines saccharosefreien Nahrmediums
eine mogliche Kontamination mit Mikroorganismen gering gehalten. Weiters bleibt
im Gegensatz zur konventionellen Gewebekultur durch eine geringere relative
Luftfeuchte im KulturgefaR die Funktion der Stomata erhalten, was wiederum zur

Folge hat, dass es ex vitro bei der Akklimatisierung zu weniger Ausfallen kommt.
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Dies sind nur einige Vorteile der photoautotrophen in vitro-Kultivierung, weitere

Vorteile wurden eingangs (Kap. 1, S. 6) erldutert (Kubota, 2001).

Etwa 50 Pflanzenarten wurden bislang erfolgreich photoautotroph kultiviert (Xiao
et al.,, 2011), darunter finden sich auch einige Holzgewdchse wie zum Beispiel
Acacia mangium, Coffea arabusta, Pinus radiata oder Paulowina furtunai (Kozai
und Kubota, 2001). Wie der Literatur zu entnehmen ist, werden Studien zur in vitro-
Vermehrung von Pappeln allerdings meistens lber konventionelle Gewebekultur

durchgefihrt (Ziauka et al., 2013; Noél et al., 2002).

Die vorliegende Arbeit hatte die Zielsetzung, vorteilhafte Kulturbedingungen zur
Etablierung einer photoautotrophen in vitro-Kultur der Pappel-Hybride 741 zu
finden. Dabei wurde das Hauptaugenmerk auf den Einfluss verschiedener
Saccharosekonzentrationen im Ndhrmedium, hoheren Lichtintensitaten und einem
erhohten CO,-Angebot im KulturgefaR auf das Pappelwachstum gelegt. Die sechs
Parameter Sprosslange, Frischgewicht, Nodienzahl, Blattflache, Chlorophyligehalt
der Blatter und Blattzahl wurden bei der Auswertung ermittelt. Diese Parameter
wurden in vergleichbaren Versuchen meist zur Beurteilung des Pflanzenwachstums

verwendet (Cha-Um et al., 2010; Badr et al., 2011; Cha-Um et al., 2014).

Hanak (2014) zeigte in ihren Versuchen, dass sich die Pappel-Hybride 741 am
besten auf einem % LS-Medium ohne weiteren Zusatz von Wachstumshormonen
entwickelt. Deshalb kam auch in der vorliegenden Arbeit halbkonzentriertes LS-
Medium zum Einsatz.

Dass der Gelbildner Gelrite® eine gute Alternative zum viel verwendeten Agar
darstellt, wurde schon 1997 von Veramendi et al. erkannt. Da Gelrite® auch in den
Versuchen von Kang et al. (2009) positive Auswirkungen auf das Pappelwachstum
zeigte, wurde dieser Gelbildner auch in der vorliegenden Arbeit verwendet.

Die KulturgefaBe wurden mit Magenta® B-Caps verschlossen, die eine Bohrung
aufwiesen, um wie bei Kozai und Kubota (2001) beschrieben eine bessere Belliftung
der Gefdlle zu gewahrleisten. Eine gasdurchlassige Membranfilterscheibe lGber der

Bohrung sollte mogliche Kontaminationen mit Mikroorganismen verhindern. Mit
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derartigen Verschliissen (keine, 1 oder 2 Bohrungen) fiihrte auch Schnur (2013)
Versuche mit der Pappel-Hybride 741 durch und konnte zeigen, dass mit
verbesserter Belliftung Blattflache, Frischgewicht und Chlorophyligehalt der Blatter

anstiegen.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des Einflusses verschiedener
Lichtintensitaten auf die Entwicklung der Explantate. Dazu wurden Lichtstarken von
40, 100 und 200 ;,lM-m'z-s'1 PPF verwendet. Ahnliche Lichtintensititen (25, 50, 100
und 200 pM-m™?s'PPF) verwendeten auch Zhang et al. (2009), als sie
photoautotrophe und konventionelle in vitro-Kulturen von Momordica grosvenori
verglichen. Ein weiterer Untersuchungsaspekt waren die Auswirkungen
verschiedener  Saccharosekonzentrationen  im  Ndahrmedium  auf das
Pappelwachstum. Es kamen Medien mit einem Gehalt von 0, 1, 2 und 3%
Saccharose zur Anwendung. Diese Zuckerkonzentrationen wurden auch von Deng
und Donnelly (1993) in ihren Versuchen mit Rubus idaeus L. verwendet. Ahnliche
Konzentrationen (1, 2, 3 %) wurden auch von Nathiya et al. (2013) zur in vitro-
Vermehrung von Withania somnifera eingesetzt. Meistens werden jedoch in
entsprechenden Studien nur 0% Saccharose fir photoautotrophe und 3 %
Saccharose fiir konventionelle Kulturbedingungen verwendet (Sha Valli Khan et al.,
2002; Morini und Melai, 2003; Shin et al., 2013).

Der dritte Gegenstand der Untersuchungen war der Einfluss zweier CO,-
Konzentrationen auf das Wachstum der Explantate. Die eine Halfte der Kulturen
wurde unter einer normalen atmospharischen Konzentration von 0,039 % CO,
gehalten, die andere Halfte unter einer erhohten CO,-Konzentration von 5 %. In
einer Studie von Tisserat et al. (1997,) in der die Auswirkungen von
unterschiedlichen CO,-Konzentrationen und Zuckergehalten im Medium auf das
Wachstum von Zitrusfriichen und einigen Gemisesorten untersucht wurden,
kamen unter anderem 5 % CO, zur Anwendung. Buddendorf-Joosten und Woltering
(1996) sowie Tisserat und Silman (2000) verwendeten ebenfalls 5 % CO,. Cournac et
al. (1991) fuhrten ihre Versuche mit Solanum tuberosum unter 2 % CO, durch.
Ansonsten werden bei Vergleichen von photoautotrophen und konventionellen

Gewebekulturen meist atmospharische CO,-Konzentrationen und CO,-

41



Konzentrationen unter 1% verwendet (Deng und Donnelly, 1993; Pruski et al.,

2002; Xiao et al., 2003).

In der vorliegenden Arbeit wurde im Rahmen der Auswertung unter anderem die
Sprosslange der einzelnen Explantate bestimmt. Betrachtet man die beiden Ein-
flussfaktoren Saccharose im Medium und Lichtstarke bei 5 % CO,, ist festzustellen,
dass die Sprosse unter den Konditionen 0 % Saccharose/200 uM-m'z-s'lPPF am
langsten waren. Die Kombination von Saccharosekonzentration und Lichtintensitat
unter 0 % CO, zeigte ebenfalls die langsten Sprosse bei Fehlen von Saccharose im
Medium. Die Lichtintensitat scheint hier keinen Einfluss auf das Sprosswachstum zu
haben. Bei Betrachtung von CO,- und Zuckerkonzentration bei jeder einzelnen
Lichtstdrke ist zu bemerken, dass bei einer Lichtstirke von 40 pM-m™-s™ PPF die
Sprosse unter den Konditionen 0 % CO;, und 2 % Saccharose am kiirzesten waren.
Nur bei diesem Zuckergehalt hatte die CO,-Konzentration nennenswerten Einfluss
auf die Sprosslange. Die Sprosse waren bei atmosphérischer CO,-Konzentration und
einem Zuckergehalt von 0 und 1 % signifikant langer als bei 2 und 3 % Saccharose.
Bei 100 },LM-m'z-s'1 PPF waren die Sprosse unter atmospharischer CO,-Konzentration
ohne Saccharose im Medium deutlich langer als bei 3% Zucker. Die
unterschiedlichen CO,-Konzentrationen hatten hier jedoch keinen Einfluss auf das
Wachstum der Sprosse. Die Sprosse waren bei einer Lichtstarke von
200 uM-m'z-s'1 PPF bei beiden CO,-Konzentrationen ohne Saccharose im Medium
signifikant langer als bei den anderen Saccharosekonzentrationen. Auch hier
zeigten die verschieden CO,-Konzentrationen keine Auswirkungen auf die Spross-
lange. Zusammenfassend lasst sich daraus schlieBen, dass die Abwesenheit von
Zucker im Nahrmedium einen positiven Einfluss auf die Sprosslange hat.
Tendenziell ist eine Lichtstirke von 200 uM-m™?s'PPF vorteilhaft. Die
unterschiedlichen CO,-Konzentrationen zeigen weniger Auswirkung auf die
Sprosslange.

Auch Xiao und Kozai (2004) konnten in ihren Versuchen mit der Holzpflanze
Cunninghamia lanceolata zeigen, dass die Sprosse unter photoautotrophen
Bedingungen ohne Saccharose im Medium langer werden als unter konventionellen

Bedingungen mit 3% Saccharose im Medium. Beim Vergleich von
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photoautotrophen und konventionellen in vitro-Kulturen von Solanum tuberosum
beobachteten Badr et al. (2011) ebenfalls signifikant ldngere Sprosse auf
Nahrmedium ohne Zucker. Ebenso verzeichneten Cournac et al. (1991) in ihren
Untersuchungen die langsten Sprosse auf saccharosefreiem Nadhrmedium.
Allerdings war hier eine erhéhte CO,-Konzentration vorteilhaft fiir die Sprosslange.

Ein gegenteiliges Ergebnis liegt von Saldanha et al. (2013) vor. In deren Versuchen
mit brasilianischem Ginseng waren die Sprosse bei einer Lichtintensitat von
60 uM-m™-s™ PPF und 3 % Saccharose im Nihrmedium deutlich linger. Dass unter
hoherem Zuckergehalt im Ndhrmedium die Sprosse langer sind, konnten auch
Arigita et al. (2010), Pruski et al. (2002) und Mohamed und Alsadon (2010)
bestatigen. In einer Studie von Mitra et al. (1998) konnte andererseits kein Einfluss

der Saccharose auf die Sprosslange gefunden werden.

Weiters wurde bei der Auswertung das Frischgewicht bestimmt. Betrachtet man
die Auswirkungen von Saccharosekonzentration und Lichtintensitat auf das Frisch-
gewicht bei 5% CO,, so ist zu erkennen, dass das Frischgewicht ohne Zucker im
Nihrmedium und bei 200 uM-m™s™ PPF Lichtstirke signifikant am héchsten war.
Weder die beiden anderen Lichtstdarken noch die drei anderen Zuckerkonzent-
rationen hatten einen Einfluss auf das Frischgewicht. Kombiniert man die
Saccharosekonzentrationen und die Lichtstarken bei 0 % CO,, war unter den Kondi-
tionen 200 uM-m'Z-s'1 PPF/1 % Saccharose das groRte Frischgewicht zu verzeichnen.
Unter 40 uM-m'Z-s'1 PPF war das Frischgewicht bei 1 % Zucker signifikant hoher als
bei 2 und 3 % Saccharose. Die Lichtintensitaten waren nur bei 1 % Saccharose von
Bedeutung, wobei hier das Frischgewicht bei den beiden héheren Lichtintensitaten
anstieg. Die Betrachtung der CO,- und Zuckerkonzentrationen bei jeder Lichtstarke
fur sich zeigt bei 40 uM-m™>-s' PPF keinen Einfluss der CO,-Gehalte auf das
Frischgewicht. Das hochste Frischgewicht war bei atmosphdrischer CO,-
Konzentration und O % Saccharose im Medium zu verzeichnen. Bei einer
Lichtintensitdt  von 100 pM-m2-s' PPF zeigten  weder  CO,- noch
Saccharosekonzentrationen Auswirkungen auf das Frischgewicht.
200 uM-m™-s' PPF  filhrten ohne Zucker im N&hrmedium zum hochsten

Frischgewicht. Die beiden CO,-Konzentrationen hatten hier jedoch keinen Einfluss
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auf das Wachstum. Zusammenfassend lasst sich daraus schlieBen, dass sich keine
oder wenig Saccharose im Nahrmedium sowie hohere Lichtstarken vorteilhaft auf
das Frischgewicht auswirken. Die CO,-Konzentrationen haben keinen Einfluss auf
das Frischgewicht.

Auch Xiao und Kozai (2004) erreichten in ihren Kulturen mit Cunninghamia
lanceolata ohne Saccharose im Nahrmedium ein hoheres Frischgewicht als mit 3 %
Saccharose. Weiters wurde auch von Couceiro et al. (2006) beim Vergleich von
konventionellen und photoautotrophen Kulturen von Hypericum perforatum ein
hoheres Frischgewicht bei Fehlen von Zucker im Medium, erhéhter Lichtintensitat
und erhohter CO,-Konzentration festgestellt. Versuche von Kitaya et al. (1995) mit
unterschiedlichen Lichtintensitdten zeigten, dass das Frischgewicht mit
zunehmender Lichtstarke anstieg.

Ein kontroverses Ergebnis liegt von Nguyen und Kozai (2001) vor. In deren
Versuchen war das Frischgewicht unter einer Lichtintensitit von 100 uM-m2s™ PPF
und 3 % Saccharose im Medium hoher als unter photoautotrophen Bedingungen.
Ebenso war das Frischgewicht in Studien von Mitra et al. (1998) und Mohamed und
Alsadon (2010) unter Verwendung eines Nahrmediums mit 2 % Saccharose deutlich
hoher als ohne Saccharose. Untersuchungen von Deng und Donnelly (1993) und
Buddendorf-Joosten und Woltering (1996) zeigten, dass unter erhohter CO,-Zufuhr
das Frischgewicht signifikant hoher war als unter atmospharischer CO,-
Konzentration. In einer Studie von Tisserat und Silman (2000) war das Frischgewicht
von Gartensalat mit 3 % Saccharose im Medium hoher als mit saccharosefreiem
Nahrmedium, weiters stieg das Frischgewicht bei Erhéhung der CO,-Konzentration

bis 3 % an; bei 5 % CO, sank das Frischgewicht wieder.

Ein weiterer Untersuchungsgegenstand dieser Arbeit war die Ermittlung der
Nodienzahl pro Spross. Betrachtet man die Auswirkungen von Saccharosekon-
zentration und Lichtintensitat auf die Nodienzahl bei 5 % CO,, so ist klar zu erken-
nen, dass eine Lichtstirke von 200 pM-m™-s™* PPF bei allen Saccharosekonzentra-
tionen zu den groflten Nodienzahlen flhrte. Die einzelnen Zuckerkonzentrationen
im Medium und die beiden anderen Lichtintensitdten zeigten keinen Einfluss auf die

Nodienbildung. Kombiniert man die Saccharosekonzentrationen und die
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Lichtstarken bei 0% CO,, war die Nodienzahl bei 0 und 1% Saccharose im
Nihrmedium unter einer Lichtstirke von 200 uM-m™-s™ PPF am groRten. Auch bei
den beiden anderen Lichtintensititen nahm die Nodienzahl mit zunehmender
Saccharosekonzentration im Medium tendenziell ab. Die Betrachtung der CO,- und
Zuckerkonzentrationen bei jeder Lichtstirke fur sich zeigt bei 40 pM-m™2-s™ PPF die
meisten neu gebildeten Nodien ohne Saccharose und unter atmospharischer CO,-
Konzentration. Die beiden CO,-Konzentrationen hatten keinen Einfluss auf die
Nodienbildung. Unter einer Lichtstirke von 100 pM-m™2s™ PPF wurden bei 3 %
Saccharose und 5% CO, signifikant mehr Nodien gebildet als bei 0 % CO,. Die
Saccharosekonzentrationen zeigten keine Auswirkungen auf die Nodienzahl. Unter
einer Lichtintensitit von 200 pM-m™2-s™ PPF wurden bei atmosphirischer CO,-
Konzentration und 0 bzw. 1 % Saccharose mehr Nodien gebildet als bei den beiden
anderen Saccharosekonzentrationen. Der Zuckergehalt hatte bei erhohter CO,-
Konzentration jedoch keinen Einfluss auf die Nodienzahl. Bei 2 und 3 % Saccharose
im Medium hatten 5% CO, die Bildung von mehr Nodien zur Folge.
Zusammenfassend |dsst sich daraus schliefen, dass ohne oder mit wenig
Saccharose im Nahrmedium sowie unter einer hohen Lichtintensitat mehr Nodien
gebildet werden. Die CO,-Konzentration hat nur bei héherer Zuckerkonzentration
einen Einfluss auf die Nodienbildung, wobei hier 5 % CO, von Bedeutung sind.

Ein dhnliches Ergebnis liegt von Morini und Melai (2003) vor: Sie fiihrten Versuche
mit Apfelkulturen unter einer Lichtintensitat von 210 uM-m'z-s'lPPF durch und
kamen zu dem Schluss, dass bei 3 % Saccharose im Nahrmedium unter erhohter
CO,-Konzentration mehr Nodien gebildet werden als bei atmospharischer CO,-
Konzentration. Allerdings war bei den gleichen Versuchen das Ergebnis mit
Nahrmedium ohne Zucker kontrovers, da hier mit CO,-Anreicherung deutlich mehr
Nodien gebildet wurden als bei atmospharischer CO,-Konzentration. Weiters
kamen auch Pruski et al. (2002) zu dem Schluss, dass unter hohen
Zuckerkonzentrationen und zusatzlicher CO,-Zufuhr die meisten Nodien gebildet
werden.

Ein ebenfalls kontroverses Ergebnis liegt von Sha Valli Khan et al. (2002) vor: Sie
stellten fest, dass bei Kulturen von Eucalyptus tereticornis Smith unter einer

geringen Lichtstarke, einem hohen Zuckergehalt im Medium und keiner
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zusatzlichen CO,-Zufuhr die meisten Nodien gebildet werden. Wenn zum
VerschlieRen der KulturgefaBe Deckel mit einer Bohrung verwendet werden,
berichteten Mohamed und Alsadon (2010) von den meisten neu gebildeten Nodien

bei 2 % Saccharose im Medium.

Als ein weiterer Parameter der Untersuchungen wurde die Blattzahl evaluiert.
Betrachtet man die Auswirkungen von Saccharosekonzentration und Lichtintensitat
auf die durchschnittliche Blattzahl pro Spross bei 5 % CO,, so ist zu erkennen, dass
weder die Lichtintensitaten noch die Saccharosekonzentrationen einen Einfluss
hatten. Kombiniert man die Zuckerkonzentrationen und die Lichtstarken bei 0 %
CO,, so war die Blattzahl ohne Saccharose im Nahrmedium am héchsten, wahrend
sie mit steigender Saccharosekonzentration gesunken ist. Die Lichtintensitaten
zeigten hier keine Auswirkungen. Die Betrachtung der CO,- und
Zuckerkonzentrationen bei jeder Lichtstiarke fir sich zeigt bei 40 uM-m™-s™ PPF
ohne Saccharose im Medium unter atmosphérischer CO,-Konzentration eine
deutlich hohere Blattzahl als bei 3 % Zucker. Die beiden CO,-Konzentrationen waren
nur bei Fehlen von Saccharose im Medium von Bedeutung, wobei hier 0 % CO, zu
einer hoheren Blattzahl fihrte. Auch unter 100 uM-m™?s*PPF wurden bei
atmosphdrischer CO,-Konzentration ohne Saccharose im Medium mehr Blatter
gebildet als bei 3 % Saccharose. Allerdings war hier die Blattzahl mit 5 % CO, bei 3 %
Saccharose im Medium groBer als mit 0% CO,. Bei einer Lichtintensitat von
200 uM-m'z-s'1 PPF spielten die unterschiedlichen CO,-Konzentration keine
wesentliche Rolle bei der Blattbildung. Kein oder 1 % Zucker im Medium fihrten
unter atmospharischer CO,-Kozentration zu den groRten Blattzahlen.
Zusammenfassend lasst sich daraus schlieRen, dass die meisten Blatter ohne oder
mit wenig Saccharose im Medium gebildet werden. Unter 0 % CO, ist die Blattzahl
ohne Saccharose, unter 5 % CO; mit 3 % Saccharose am groRten. Die Lichtintensitat
hat keinen Einfluss auf die Blattzahl.

Badr et al. (2011) konnten in ihren Versuchen mit Solanum tuberosum ebenfalls
zeigen, dass die meisten Blatter bei atmospharischer CO,-Konzentration unter
Verwendung eines saccharosefreien Nahrmediums gebildet werden. Auch Nguyen

und Kozai (2001) erzielten mit einem Medium ohne Zucker eine hohere Blattzahl
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bei Musa spp. Ebenfalls eine hohere Blattzahl mit saccharosefreiem Medium,
allerdings unter erhohter CO,-Zufuhr, erreichten Mosalleyanon et al. (2004).

Von einem kontroversen Ergebnis berichten Saldanha et al. (2013). Brasilianischer
Ginseng bildet die meisten Blatter unter Verwendung eines Nahrmediums mit 3 %
Saccharose. Arigita et al. (2010) berichteten ebenfalls von einer héheren Blattzahl
unter Verwendung von Nahrmedien mit hoherem Zuckergehalt. Im Gegensatz dazu
konnten Mitra et al. (1998) keinen Zusammenhang von Saccharosekonzentrationen
im Medium und Blattzahl feststellen. Dass mit steigender Lichtintensitdt auch die

Blattzahl hoher ist, zeigten Kitaya et al. (1995).

In einer Studie von Tisserat et al. (1997) wurde das Wachstum von Karotten,
Zitrusfrichten, Gemisekohl, Gartensalat, Garten-Rettich und Paradeiser unter
verschiedenen CO,-Konzentrationen und unterschiedlichen Zuckergehalten im
Nahrmedium untersucht. Dabei konnte beobachtet werden, dass unter allen CO,-
Konzentrationen ein Zuckergehalt von 5% im Medium das Wachstum negativ
beeinflusst. Da in der vorliegenden Arbeit die Parameter Nodienzahl, Blattzahl,
Sprosslange und Frischgewicht mit zunehmender Saccharosekonzentration im
Medium abnehmen, konnte es maoglich sein, dass ein hoherer Zuckergehalt im
Nahrmedium auch auf das Pappelwachstum hemmend wirkt. Ein Versuch mit 4
oder 5 % Saccharose ware deshalb empfehlenswert, um negative Auswirkungen der
Saccharose auf das Pappelwachstum auszuschlieRen. Ein weiterer Grund fir die
Abnahme der oben genannten Parameter konnte die Akkumulation von Ethylen in
den KulturgefaBen sein. Buddendorf-Joosten und Woltering (1996) stellten in ihren
Versuchen mit Zitrusfriichten und Gemiuse fest, dass eine Zugabe von Ethylen die
Werte bestimmter Parameter senkte. Die Produktion von Ethylen durch Populus
tremula in in vitro-Kulturen wurde in einer Studie von Gonzales et al. (1997)
bestatigt. Allerdings kann bei der Gattung Populus Ethylen je nach Konzentration im
Kulturgefall sowohl positive als auch negative Auswirkungen auf die Entwicklung
der Explantate haben. Um den Einfluss von Ethylen auf die verwendete Pappel-
Hybride 741 zu untersuchen, ware es sinnvoll, in weiterfiihrenden Versuchen den
Ethylengehalt im Kulturgefdl zu messen und dessen Auswirkung auf das

Pappelwachstum naher zu betrachten.
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Die Blattflaiche war ein weiterer Parameter der Auswertung. Betrachtet man die
Auswirkungen von Saccharosekonzentration und Lichtintensitat auf die Blattflache
bei 5% CO,, so ist zu erkennen, dass bei jenen Explantaten, die auf Nahrmedium
mit Saccharose kultiviert wurden, eine Lichtintensitit von 200 uM-m™?-s™* PPF zu
signifikant groBeren Blattern fihrte als 40 |,lM-m'2-s'1 PPF. AuBerdem ist mit
steigender Saccharosekonzentration auch die Blattflache tendenziell gestiegen.
Kombiniert man Saccharosekonzentrationen und Lichtstdarken bei 0 % CO,, war die
Blattfliche mit 2% Saccharose im Medium unter 100 uM-m™2-s™ PPF signifikant
groRer als bei 40 pM-m™2-s™ PPF. Die verschiedenen Saccharosekonzentrationen
hatten keinen Einfluss auf die Blattfliche. Die Betrachtung der CO,- und
Zuckerkonzentrationen bei jeder Lichtstarke fiir sich zeigte weder Auswirkungen
von Saccharose noch von CO, auf die Blattflache. Zusammenfassend ldsst sich
daraus schlieBen, dass fiir die Blattflache nur die Lichtintensitdt von Bedeutung ist.
Die groRten Blattflichen werden unter 100 und 200 puM-m?2s™ PPF auf
Nahrmedium mit Saccharose erzielt.

So war auch bei Xiao und Kozai (2004) die Blattflache von Cunninghamia lanceolata
unter einer Lichtstirke von 100 pM-m2-s™ PPF auf Ndhrmedium mit 3 % Saccharose
groRer als unter 50 uM-m'z-s'1 PPF und ohne Saccharose im Medium. Zu einem
dhnlichen Ergebnis kamen auch Kanechi et al. (1998), die im Vergleich von
photoautotrophen und konventionellen Kulturen von Brassica oleracea unter
200 uM-m'z-s'1 PPF und 2 % Zucker im Medium die gréRten Blattflachen erzielten.
Allerdings hatte hier eine niedrigere (atmospharische) CO,-Konzentration groRere
Blatter zur Folge. Dass die Lichtintensitat Auswirkungen auf die Blattflachen hat,
zeigten Kitaya et al. (1995) in ihrer Studie. Mit steigender Lichtintensitat waren
auch die Blattflachen grofier.

Ein kontroverses Ergebnis liegt von Zhang et al. (2009) vor, bei deren Versuchen die
Blattflichen unter einer Lichtintensitit von 100 uM-m*s™ PPF am kleinsten waren.
Xiao und Kozai (2006), Mosaleeyanon et al. (2004) sowie Shin et al. (2013)
berichteten ebenfalls von groBeren Blattflichen bei Verwendung eines
saccharosefreien Nahrmediums. Buddendorf-Joosten und Woltering (1996)

verzeichneten unter 5 % CO,-Konzentration die groRten Blatter.
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Der Chlorophyligehalt der Blatter war der letzte Parameter der Auswertung. Be-
trachtet man die Auswirkungen von Saccharosekonzentration und Lichtintensitat
auf den Chlorophyllgehalt der Blatter bei 5 % CO,, so ist zu erkennen, dass bei allen
Lichtstarken tendenziell mit steigendem Zuckergehalt im Medium auch der Chloro-
phyligehalt der Blitter gestiegen ist. Die Lichtintensitit von 200 uM-m?2-s™ PPF
hatte bei allen Zuckerkonzentrationen einen geringeren Chlorophyligehalt der
Blatter zur Folge als die beiden anderen Lichtstarken. Kombiniert man die
Saccharosekonzentrationen und die Lichtstarken bei 0 % CO,, stieg der Chlorophyll-
gehalt der Blitter bei 100 und 200 uM-m™s* PPF mit steigender Saccharose-
konzentration im Medium. Bei 40 pM-m-s™ PPF hatte der Zuckergehalt keinen Ein-
fluss auf den Chlorophyligehalt. Die Lichtintensitdten spielten nur bei fehlender
Saccharose im Medium eine Rolle. Hier war der Chlorophyligehalt der Blatter bei
der geringsten Lichtstdrke signifikant hoher als bei der hochsten Lichtstarke. Die
Betrachtung der CO,- und Zuckerkonzentrationen bei jeder Lichtstarke fiir sich zeigt
bei 40 uM-m'Z-s'1 PPF unter 5% CO; bei 2 und 3 % Saccharose einen hoheren
Chlorophyligehalt als bei atmospharischer CO,-Konzentration. Mit 3 % Saccharose
war der Chlorophyllgehalt unter 5 % CO, signifikant hoher als bei keiner Saccharose
im Nahrmedium. Die Lichtstarke von 100 uM-m'z-s'1 PPF hatte bei beiden CO,-
Konzentrationen einen hoheren Chlorophyllgehalt mit saccharosehdltigem
Nahrmedium zur Folge. Der Unterschied zwischen beiden CO,-Konzentrationen war
hier nicht signifikant. Dasselbe Bild zeigte sich auch bei einer Lichtstarke von
200 uM-m™*-s! PPF. Zusammenfassend l3sst sich daraus schlieRen, dass der Chloro-
phyllgehalt der Blatter von héheren Zuckerkonzentrationen im Medium, héheren
CO,-Konzentrationen und einer Lichtintensitat von 100 uM-m'z-s'l PPF positiv
beeinflusst wird.

Zu einem adhnlichen Ergebnis kamen auch Kanechi et al. (1998), die bei Kulturen von
Brassica oleracea unter héheren Lichtintensitdten, 2 % Saccharose im Medium und
CO,-Anreicherung den groBRten Chlorophyligehalt zu verzeichnen hatten. Auch
Cournac et al. (1991) haben den grofRten Chlorophyllgehalt von Solanum tuberosum

unter Verwendung eines saccharosehaltigen Nahrmediums gemessen. In Versuchen
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von Guo et al. (2014) zeigte sich ebenfalls, dass der Chlorophyligehalt mit erhohter
CO,-Konzentration steigt.

Oft wirken sich Zuckerkonzentrationen, die sonst das Wachstum der in vitro-
Kulturen unterstiitzen sollen, negativ auf den Chlorophyligehalt aus. Dies ist von der
verwendeten Pflanzenart abhangig. Beispielsweise ist der Chlorophyligehalt von
Karotten bei 2-8% Saccharose im Nadhrmedium hoch, wadhrend der
Chlorophyllgehalt von Spinat auf saccharosefreiem Medium am hdochsten ist
(Thorpe et al., 2008). In der vorliegenden Arbeit scheint ein hoherer Zuckergehalt
im Medium einen positiven Einfluss auf den Chlorophyligehalt von Pappelblattern
zu haben.

In der Literatur ist auch von kontroversen Ergebnissen zu lesen: Zhang et al. (2009)
stellten bei Vergleichen von photoautotrophen und konventionellen in vitro-
Kulturen von Momordica grosvenori fest, dass der Chlorophyligehalt unter
Saccharosekonzentrationen von 3 % im Gegensatz zu Abwesenheit von Saccharose
im Medium signifikant geringer ist. Auch Couceiro et al. (2006) beobachteten einen
hoheren Chlorophyllgehalt bei photoautotrophen Hypericum perforatum Kulturen.
Zu dieser Erkenntnis kamen auch Xiao und Kozai (2006) in Versuchen mit Limonium
latifolium. Mosalleyanon et al. (2004) verzeichneten in Kulturen von Samanea
saman Merr. ebenfalls einen hoheren Chloropyllgehalt mit weniger Saccharose im

Nahrmedium.
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5. Zusammenfassung

Das Thema der vorliegenden Arbeit ist die photoautotrophe in vitro-Kultivierung
einer Pappel-Hybride. Vertreter der Gattung Populus sind Uber die nordliche
Hemisphare weit verbreitete Holzpflanzen und zahlen zur Familie der Salicaceae.
Aufgrund ihres schnellen und lppigen Wachstums werden sie nicht nur in der Holz-
und Papierindustrie verwendet, sondern werden auch als vielversprechende,
erneuerbare Energietrager der Zukunft angesehen. Die in vitro-Kultivierung stellt
eine gute Moglichkeit dar, die steigende Nachfrage das ganze Jahr Gber zu decken.
Jedoch bringt die Methode der konventionellen Gewebekultur auch einige
Nachteile mit sich, die durch die Etablierung der photoautotrophen in vitro-
Kultivierung  weitestgehend beseitigt wurden. So kommt es unter
photoautotrophen  Kulturbedingungen zu weniger physiologischen und
morphologischen Fehlbildungen, hoheren Bewurzelungsraten und hoheren

Uberlebensraten ex vitro durch funktionsfihige Stomata.

Untersuchungsgegenstand der vorliegenden Arbeit war die Findung optimaler
Bedingungen zur Etablierung einer photoautotrophen in vitro-Kultur der Pappel-
Hybride 741. Dazu wurden die Auswirkungen der Saccharosekonzentration im
Nahrmedium (0O, 1, 2 oder 3 %), Lichtintensitat (40, 100 und 200 uM-m'z-s'l PPF) und
CO,-Konzentration der Atmosphare (0 oder 5 %) auf das Wachstum der Kulturen
untersucht. Die sechs Parameter Sprosslange, Frischgewicht, Nodienzahl, Blattzahl,
Blattflaiche und Chlorophyligehalt der Blatter dienten zur Beurteilung der

Kulturentwicklung.

Die beiden hoheren Lichtintensitaten hatten einen positiven Einfluss auf
Blattfliche, Nodienzahl und Frischgewicht. Weiters waren 100 pM-m™-s™ PPF fiir
den Chlorophyligehalt und 200 uM-m™-s™* PPF fiir die Sprosslange vorteilhaft. Nur
auf die Blattzahl hatte die Lichtstarke keine Auswirkungen. 5% CO,-Gehalt der
Atmosphare hatte einen hohen Chlorophyligehalt der Blatter, eine hdhere
Nodienzahl bei zuckerhdltigen Nahrmedien sowie eine hdhere Blattzahl bei 3 %

Saccharose zur Folge. Hingegen war die Blattzahl bei 0 % CO, und saccharosefreiem
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Medium am hochsten. Die unterschiedlichen CO,-Konzentrationen zeigten auf
Blattflache, Frischgewicht und Sprossldange keine Auswirkungen. Keine oder wenig
Saccharose wirkten sich positiv auf Blattzahl, Nodienzahl und Frischgewicht aus. Der
Chlorophyligehalt der Blatter war mit steigender Saccharosekonzentration am
héchsten. Wahrend die Sprosse ohne Saccharose im Nahrmedium am langsten

waren, war Saccharose fir grofRe Blattflachen essentiell.

Es konnten tendenziell aussichtsreiche Ergebnisse zur Etablierung von
photoautotrophen in vitro-Kulturen des Pappel-Hybrids 741 erzielt werden, in
erster Linie im Hinblick auf eine hohe Lichtintensitdt und eine hohere CO,-
Konzentration. Im Rahmen der Versuche wurden an allen Explantaten Wurzeln
gebildet, die jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht wurden.
Moglicherweise haben photoautotrophe Kulturbedingungen Einfluss auf die
Bewurzelung. Dies sollte in weiterflihrenden Versuchen analysiert werden. Weiters
konnten hohere Saccharosekonzentrationen negative Auswirkungen auf das
Pappelwachstum haben, deshalb waren entsprechende Versuche mit 4 oder 5%
Saccharose empfehlenswert. Es ware schlussendlich auch interessant, den Einfluss
des von den Explantaten produzierten Ethylens auf das Wachstum der Pappel-

Hybride 741 zu untersuchen.
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6. Summary

The topic of the present study is the photoautotrophic in vitro-cultivation of a
poplar-hybrid. Members of the genus Populus belong to the Salicaceae family and
are woody plants widely distributed over the northern hemisphere. Due to their
fast and profuse growth poplars are not only used in the timber and paper industry,
they are also considered as a renewable energy source of the future. The in vitro-
cultivation represents a good possibility to supply the increasing demand for
poplars. However, the conventional micropropagation has some disadvantages
which have been eliminated as far as possible by the establishment of the
photoautotrophic in vitro-cultivation. Under photoautotrophic culture conditions
there are less physiological and morphological malformation, higher rooting rates

and higher survival rates ex vitro due to functional stomata.

The object of the present study was the determination of optimal culture
conditions for the establishment of a photoautotrophic in vitro-culture of the
poplar-hybrid 741. Therefore the effects of sucrose concentration in the culture
medium (0, 1, 2 or 3 %), light intensity (40, 100 or 200 uM-m™-s™* PPF) and CO,-
concentration of the ambient atmosphere (0 or 5 %) on the growth of the cultures
were investigated. The six parameters shoot length, fresh weight, number of nodes
per shoot, number of leaves per shoot, leaf area and chlorophyll content of the

leaves were used for the evaluation of the development of the cultures.

The two higher light intensities had a positive effect on leaf area, number of nodes
per shoot and fresh weight. Moreover, 100 uM-m™-s™ PPF were advantageous for
the chlorophyll content of the leaves and 200 uM-m™s™ PPF for the shoot length.
The light intensity had no effect on the number of leaves per shoot.

5% CO; in the air resulted in higher chlorophyll content of the leaves, a higher
number of nodes per shoot with sugar containing media as well as a higher number
of leaves per shoot on media with 3 % sugar. Under 0 % CO, the number of leaves
was highest by using sugar free medium. The different CO, concentrations had no

effect on leaf area, fresh weight and shoot length.
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Low or no sugar had a positive impact on number of leaves, number of nodes per
shoot and fresh weight. The chlorophyll content of the leaves was higher with
increasing sucrose concentration. While shoots with no sugar in the media were

the longest, sucrose was essential for large leaf areas.

Promising results for the establishment of photoautotrophic in vitro-cultures of the
poplar-hybrid 741 could be obtained primarily with regard to a high light intensity
and higher CO,-concentrations. Within the experiment all explants formed roots,
which however were not analyzed more closely in the present study.
Photoautotrophic culture conditions may have effects on rooting, this should be
explored in a further study. Moreover, higher sucrose concentrations could have a
negative impact on poplar growth. Therefore experiments with 4 or 5% sucrose are
recommended. Finally, it would be interesting to investigate the influence of

ethylene produced by the explants on the growth of poplar-hybrid 741.
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